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RESUMO

As enzimas amiloliticas sdo consideradas de grande importancia biotecnolégica. A busca por
microrganismos excretores de amilase é considerada um processo continuo visto que ha uma
grande demanda nas inddstrias e uma necessidade de enzimas mais especificas para cada
processo. Uma alternativa economicamente viavel para producdo dessas enzimas € o uso de
residuos ricos em amido em substituicdo aos meios de culturas sintéticos de alto custo. Dentre
tais residuos, destaca-se a manipueira, um residuo liquido gerado na etapa de prensagem da
mandioca para obtencdo da farinha, altamente produzido no estado de Sergipe e que apresenta
nutrientes necessarios ao crescimento de microrganismos. O presente trabalho teve como
objetivo isolar microrganismos produtores de enzimas amiloliticas, utilizando a manipueira
como fonte de isolamento e meio de producdo, através de fermentacdo submersa. Uma
sequéncia de planejamento fatorial foi proposta para encontrar uma regido Otima das
condicdes de processo, visando uma maior producdo amilolitica e maior aproveitamento do
residuo. O perfil de producgdo de amilase foi delineado a partir das atividades dextrinizante e
sacarificante. O isolamento foi realizado através da técnica de semeadura por esgotamento em
meio agar nutriente e batata dextrose, o qual apresentou trés cepas com capacidade de
excretar enzimas amiloliticas (TP02, TNO3, TN04), com destaque para o indice de atividade
enzimaética do isolado TNO4 de 9,28. Através da fermentacdo em meio liquido sintético com
amido a 1% como indutor, a linhagem TPO02 foi selecionada por apresentar maiores atividades
(16,15 U.mL™ dextrinizante e 0,66 U.mL™ sacarificante), sendo assim empregada no estudo
da producdo de amilases utilizando a manipueira bruta e tratada como substrato, para
investigagcdo da influéncia do tratamento da manipueira. Os valores de atividade para
manipueira tratada e bruta foram, respectivamente, para atividade dextrinizante (34,78 U/mL
e 36,03 U.mL™), e, para atividade sacarificante (37,52 U.mL™ e 36,81 U.mL™). Esses valores
foram maiores do que quando utilizado meio sintético, confirmando o potencial desse residuo
na producdo de amilases. O tratamento da manipueira ndo resultou em grande diferenca na
producdo da amilase, com isso a manipueira bruta foi utilizada no planejamento visando a
diminuicdo dos custos da producdo. Através do planejamento fatorial fracionario 2“2 foi
possivel selecionar as variaveis de maiores efeitos significativos (p<0,05) para producdo de
amilases, que foram pH e concentracdo de manipueira e, fixar os valores de temperatura em
30°C e agitacdo em 100 rpm, através da analise do comportamento das médias entres esses
fatores. O planejamento fatorial completo 3 possibilitou encontrar uma regi&o 6tima para as
condicBes do processo. A faixa 6tima para o pH estd entre 7,5 e 8, e para concentracdo da
manipueira entre 80% e 100%. Os maiores valores obtidos de atividade dextrinizante e
sacarificante no ensaio com pH 8 e 100% de concentragdo de manipueira, avaliados no tempo
de 144 horas, foram 97,39 U.mL™ e 79,86 U.mL™, respectivamente. O extrato enzimatico
produzido nas condic¢des de regido Otima possui temperatura 6tima para hidrdlise entre 50 a
70°C e pH 6timo 7. Esses dados demonstram o potencial do microrganismo isolado e do uso
da manipueira para obtencdo de enzimas amiloliticas com aplicagdo promissora nos mais
diversos setores das industrias.

Palavras chaves: microrganismos; enzimas amiloliticas; manipueira.



ABSTRACT

Amylolytic enzymes are considered of great biotechnological importance. The search for
amylase excretory microorganisms is considered a continuous process since there is a great
demand in the industries and a need for more specific enzymes for each process. An
economically viable alternative for the production of these enzymes is the use of starch-rich
residues instead of high-cost synthetic culture media. Among these residues, manipueira is
highlight, a liquid residue generated in the pressing stage of the cassava to obtain the flour,
highly produced in the state of Sergipe and that presents nutrients necessary for the growth of
microorganisms. The present work aimed to isolate microorganisms producing amylolytic
enzymes, using manipueira as a source of isolation and means of production through
submerged fermentation. A sequence of factorial planning was proposed to find an optimum
region of the process conditions, aiming a greater amylolytic production and greater
utilization of the residue. The amylase production profile was delineated from the dextrinizing
and saccharifying activities. Isolation was carried out through the sowing technique by
nutrient and potato dextrose, which showed three strains capable of excreting amylolytic
enzymes (TP02, TNO3, TNO4), with emphasis on the enzymatic activity index of TNO04
isolate of 9.28. The TPO2 strain was selected as the most important activity (16.15 U.mL™
dextrinizing and 0.66 U.mL™ saccharifying) by fermentation in synthetic liquid with 1%
starch medium as an inducer, being thus employed in the study of the production of amylases
using the manipueira crude and treated as substrate, to investigate the influence of the
manipueira treatment. The activity values when using the manipueira in its treated and crude
form were, respectively, for dextrinizing activity (34.78 U.mL-' and 36.03 U.mL™), and for
saccharifying activity (37.52 U. mL™ and 36.81 U.mL™). These values were higher than when
using synthetic medium, confirming the potential of this residue in the production of
amylases. The treatment of the manipueira did not result in a great difference in the
production of the amylase, with that the crude manipueira was used in the planning aiming at
the decrease of the costs of the production By means of the fractional factorial design 2 ) it
was possible to select the variables with the greatest significant effects (p <0.05) for the
production of amylases, which were pH and manipueira concentration, and set temperature
values at 30 ° C and stirring at 100 rpm, by analyzing the behavior of the means between
these factors. The complete factorial design 32 made it possible to find an optimal region for
the process conditions. The optimal range for pH is between 7.5 and 8, and for manipueira
concentration, 80% to 100%. The highest values of dextrinizing and saccharifying activity in
the assay with pH 8 and 100% of manipueira concentration, evaluated at 144 hours were
97.39 UmL™ and 79.86 U.mL™ respectively. The enzymatic extract produced under
optimum region conditions has the optimum temperature for hydrolysis at 50 to 70 °C and
optimum pH 7. These data demonstrate the potential of the isolated microorganism and the
use of the manipueira to obtain amylolytic enzymes with promising aplications in a wide
range of industries.

Key words: Microorganisms; Amylolytic enzymes; Manipueira.
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1.INTRODUCAO

As enzimas sdo utilizadas em diversos setores sendo considerada uma alternativa
importante aos processos quimicos. Entre as conveniéncias da utilizacdo enzimatica destaca-
se o fato de ser um produto natural que proporciona beneficios como a melhora na qualidade
dos produtos finais, agilidade no processo de obtencdo dos mesmos, e ainda, por apresentar
atividade que pode ser regulada. Os beneficios do uso de enzimas é consequéncia do seu alto
grau de especificidade aos substratos que atuam, gerando produtos mais puros (BON et al.,
2008; FELLOWS, 2006).

As enzimas, em sua maioria, sdo de grande importancia para a inddstria e muitos sdo
os trabalhos relatando o potencial e aplicabilidade de todo tipo de enzimas: amiloliticas,
celuloliticas, lipoliticas e proteoliticas na industria farmacéutica, téxtil, couro, papel, mineral,
alimenticia e quimica (ADRIO e DEMAIN, 2014; SUNDARRAM e MURTHY, 2014).

Dentre as enzimas de grande importancia biotecnolégica, as amilases estdo em
posicdo de destaque representando 65% do mercado mundial (VAN DER MAAREL, 2002;
BALKAN e ERTAN, 2007). As amilases representam importantes enzimas industriais e
possuem aplicacfes em todos 0s processos que necessitam da hidrolise parcial ou completa do
amido (SOUZA e MAGALHAES, 2010), tais como producdo de glicose proveniente da
hidrélise das macromoléculas constituintes do amido, nas industrias de papel para proteger o
mesmo contra danos mecanicos e melhoria do acabamento final, na industria cervejeira para
producdo de cervejas claras, na industria alimenticia para eliminar a turbidez produzida pelos
amidos, entre outras aplicacdes nos mais diversos setores das industrias (NOROUZIAN et al.,
2006; OLIVEIRA, et al., 2010).

As enzimas podem ser obtidas a partir de fonte animal, vegetal e microbiana, sendo
as microbianas as mais utilizadas para aplicagdo biotecnoldgica por terem menores custos na
sua obtencdo, facilidade de purificacdo (enzimas extracelulares), alta especificidade,
independéncia de sazonalidade, aléem da possibilidade de producéo em larga escala (PANDEY
et al., 2005; FERNANDES, 2007).

Monteiro e Silva (2009) afirmaram que a busca no desenvolvimento e descoberta de
novas enzimas mais tolerantes aos processos industriais iriam aumentar nos proximos anos
permitindo ndo somente o aumento na producdo de enzimas ja obtidas por outros processos,

mas também a busca pela producdo de novas enzimas de interesse comercial.
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O Brasil, embora ainda importe a maior parte das enzimas que utiliza em diferentes
setores industriais, revela grande potencial na producdo de enzimas microbianas. Essa
potencialidade é evidenciada pela grande diversidade biologica, ainda pouco explorada, que
serviria como fonte para a obtencdo de novos microrganismos produtores de enzimas de
interesse industrial (MUSSATTO et. al., 2007; BON et al., 2008).

Os processos para producdo de enzimas microbianas envolvem a fermentagéo
submersa ou a fermentacdo no estado sélido, que diferem entre si por diversos fatores tais
como indutor da producéo da enzima, o microrganismo utilizado e as condi¢fes do processo.
O substrato € um dos componentes de maior custo na producdo de enzima, e alguns casos
podem corresponder a até 75% dos custos do produto final. A otimizacdo do meio de
producdo para obtencdo do maximo de rendimento é uma tarefa complexa, porém muito
importante para reducdo do custo do produto (SCHMIDELL et al., 2001; DAMASO et al.,
2012).

Atualmente, com a implementacdo de leis e politicas ambientais, o desenvolvimento
tecnoldgico tem se voltado para a sustentabilidade das atividades produtivas, tendendo a
substituicdo de processos quimicos baseados em insumos ndo renovaveis por processos
quimicos ou bioquimicos que utilizem insumos renovaveis e contribuam para a reducdo do
custo operacional da producdo enzimatica. Dentro desse contexto, diversos subprodutos e
efluentes agroindustriais, tais como, bagaco de cana, 4gua de lavagem de raizes, farelo de
trigo, melaco, sdo utilizados como substratos para a producdo de enzimas. Inumeros fatores
favorecem o emprego destes, tais como: disponibilidade, fonte alternativa com baixo valor
comercial, caracteristicas fisicas e quimicas que favorecem o crescimento de inimeros
microrganismos, dentre outros (COUTO E SANROMAN, 2006; WOICIECHOWSKI et al.,
2013).

Os residuos ricos em amido tém sido usados como fontes alternativas de substratos
para a producédo de amilases devido a sua grande disponibilidade e por representar baixo valor
comercial. Entre estes, tem-se a manipueira, um residuo liquido oriundo do processamento da
mandioca para obtencdo da farinha, que apresenta uma composicao quimica rica em amido e
macro e micronutrientes que revelam um potencial na utilizagdo como substrato para a
producéo de enzimas amiloliticas microbianas. No entanto, a manipueira é considerada toxica,
e, devido a grande producdo de mandioca no estado de Sergipe e ao grande numero de casas
de farinha, esse efluente é altamente produzido e descartado, na maioria das vezes, de forma

incorreta no meio ambiente. O reaproveitamento deste residuo na producdo de enzimas
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mostra-se como uma solucdo eficiente associando sustentabilidade e economia com a redugéo
dos custos de produgéo (WOICIECHOWSKI et al., 2013).

Sendo assim, nesse trabalho, foi investigada a obtencdo de microrganismos
produtores de enzimas amiloliticas empregando como fonte de isolamento o residuo
manipueira, bem como a possibilidade de produzir tais enzimas utilizando a propria
manipueira como substrato para fermentacdo submersa. Desta forma, almeja-se minimizar os
custos da producdo da enzima, além de agregar valor a um residuo e/ou minimizar o0s

impactos ambientais.
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2.0BJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Produzir enzimas amiloliticas utilizando microrganismos isolados da manipueira por

fermentacao submersa tendo como substrato o proprio residuo agroindustrial.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  Isolar e selecionar cepas microbianas produtoras de enzimas amiloliticas a
partir do residuo agroindustrial manipueira;
Il.  Utilizar o residuo agroindustrial como substrato para a producdo de enzimas
amiloliticas com as cepas selecionadas;
I1l.  Determinar as regibes de condicGes Otimas de operacdo, tais como pH,
temperatura e concentracdo de manipueira para producéo da enzima;
IV.  Caracterizar o extrato enzimatico bruto produzido na condicdo 6tima quanto a

temperatura e pH 6timos de atividade.
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3.REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta revisdo bibliografica ira tratar de topicos como enzimas, enzimas amiloliticas,

producédo de enzimas e uso de residuos agroindustriais para producdo de enzimas.
3.1. ENZIMAS

As enzimas sdo moléculas de natureza protéica com atividade catalitica, embora
existam também enzimas constituidas de RNA, as ribozimas ou RNAs cataliticos
(FELLOWS, 2006). Estas biomoléculas sdo extremamente importantes, pois tem como
funcdo promover a aceleracdo da reacdo, por um fator de 10%° vezes a mais que reacdes néo
catalisadas, através da diminuicdo da energia de ativacdo. O equilibrio da reacdo néo € afetado
pela enzima. E, para que ocorra a catalise, & necessario ter a enzima ligada a um substrato, e
essa reacdo procede-se no denominado sitio ativo, sendo este uma pequena porgao da enzima,

localizado em uma fenda na superficie da proteina, ilustrada na Figura 1.

Sustrato Enzima Complexo
Enzima-Substrato

Figura 1 — Modelo de complementaridade estrutural (chave-fechadura de Emil Fisher).
Fonte: MONTEIRO e SILVA, 2009.

O substrato é denominado como a molécula que se liga ao sitio ativo, sofrendo a
acao da enzima. Neste processo, geralmente, o sitio ativo engloba o substrato, retirando-o
completamente da solucdo para que aconteca a reacdo enzimatica dentro dos principios da
termodindmica. Nos casos em que ndo se tem a atuagdo das enzimas, muitos dos processos
necessarios a vida, em que as enzimas atuam, seriam muito lentos ou mesmo nao
aconteceriam, como a respiracao e a digestdo animal (LIMA et al., 2001; SCHMIDELL et al.,
2001; LEHNINGER et al., 2011).

A tecnologia enzimatica é considerada um dos campos mais promissores dentro das
novas tecnologias para producdo de compostos de alto valor agregado. Os processos
industriais biocatalisados apresentam vantagens, tais como: acarretam em menor impacto

ambiental e também menor consumo energético, por ser um produto natural e biodegradéavel
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e, sendo altamente especificas, minimizam os efeitos indesejaveis. Além disso, as enzimas
podem ser usadas em substituicdo aos produtos quimicos que agridem o meio ambiente e
provocam desgaste de materiais. Estas, também fornecem uma producdo mais eficiente de
compostos enantiomericamente puros devido, principalmente, a sua alta quimiosseletividade,
regiosseletividade, e estereosseletividade (BON et al., 2008; SOETAERT e VANDAMME,
2010; NESTL et al., 2011; KRISHNA, 2011; CHOI et al., 2015).

As enzimas sdo divididas em seis grandes classes, apresentadas na Tabela 1, como
determinado pela International Union of Biochemistry (IUB), baseadas no tipo de reacdo que

elas catalisam.

Tabela 1 — Classificagdo das enzimas.

Classe Tipo de reacdo
Oxidorredutases Catalisam reacdes de dxidoreducdes.
Catalisam reacdes de transferéncia de grupos de uma molécula a
Transferases
outra.
Hidrolases Catalisam reacgdes de hidrolise.
Liases Catalisam reacdes de quebra de ligagdes.
Catalisam reagdes de mudanca intramolecular, onde um substrato
Isomerases

transforma-se em um produto isdmero.
Catalisam a ligacéo covalente de moléculas, com simultanea quebra

Ligases de uma ligacdo de alta energia.

Fonte: Wiseman, 1987

A denominacdo geral das enzimas ocorre também pela incorporacéo do sufixo -ase
ao nome do substrato sobre as quais elas atuam, como por exemplo: as amilases sdo enzimas
qgue hidrolisam o amido, as proteases que controlam a hidrolise de proteinas, ureases
controlam a decomposicao da uréia (SANTOS, 2007; JEGANNATHAN e NIELSEN, 2013).

As enzimas podem ser obtidas de fontes animais (amilase pancreética, lipase
pancreatica, pancreatina, pepsina, quimosina), de fontes vegetais (a-amilase, P-amilase,
bromelina, ficina e papaina) ou produzidas por microrganismos, esta Ultima, comumente
empregada para fins biotecnolégicos (PANDEY et al., 2005).

As enzimas microbianas sdo consideradas as mais importantes por apresentarem
vantagens como: producdo em larga escala, apresenta natureza diversa, sdo relativamente
faceis de serem cultivadas em ambiente controlado, sdo altamente sensiveis & alteracGes
genéticas 0 que permite obtencdo de linhagens melhoradas, independem das condicfes
sazonais, além de serem produzidas por fermentacdo, fazendo o uso de matérias-primas

menos dispendiosas, que permite grande produtividade e menor custo (ZIMMER et al, 2009).
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Segundo Adrio e Demain (2005 e 2014), as enzimas microbianas sdo conhecidas por
desempenhar um papel crucial como catalisadores metabdlicos, tendo a sua utilizacdo em
diversas industrias e aplicacdes. Ainda segundo os autores, 0 mercado de uso final de enzimas
industriais é extremamente difundido com indmeras aplicagdes comerciais industriais. As
aplicagOes atuais estdo evidenciadas em muitos mercados diferentes, incluindo papel e
celulose, couro, detergentes e téxteis, produtos farmacéuticos, produtos quimicos, alimentos e
bebidas, biocombustiveis, alimentos para animais e cuidados pessoais, entre outros.

O campo de utilizacdo de enzimas em processos industriais vem se expandindo
consideravelmente devido & implementagdo de novas enzimas em novos ramos das industrias,
0 que consente na oportunidade de desenvolvimento de novas tecnologias (WANDERLEY et
al., 2011).

O mercado total de enzimas industriais chegou a US$ 3,3 bilhdes em 2010 e a um
valor de 4,4 bilhdes em 2015 (ADRIO e DEMAIN, 2014). As enzimas amiloliticas, dentre as
quais as a-amilases, estdo entre as enzimas mais importantes e sdo de grande importancia para
a biotecnologia, constituindo uma classe de enzimas industriais com aproximadamente 25 a
30% do mercado mundial de enzimas (RAJAGOPALAN e KRISHNAN, 2008; AZAD et al.,
2009; DEB et al., 2013).

3.2. ENZIMAS AMILOLITICAS

As enzimas amiloliticas, denominadas amilases, sdo importantes enzimas hidrolases
que tém sido amplamente utilizadas desde décadas. Estas enzimas clivam aleatoriamente as
ligacGes glicosidicas da molécula do amido e de oligopolissacarideos similares, produzindo
dextrinas e polimeros progressivamente menores formados por unidades de glicose (GUPTA
et al.,, 2003; SUNDARRAM e MURTHY, 2014). Elas estdo entre as enzimas mais
amplamente utilizadas em inddstrias como alimenticia, fermentacdo, processamento de
amido, téxtil e papel (VAIDYA e RATHORE, 2015).

O amido, principal substrato das amilases, € um polissacarideo composto por dois
tipos de polimeros: amilose e amilopectina, estruturas representadas na Figura 2. O contetido
relativo de amilose e amilopectina varia com a fonte de amido. A amilose consiste de 20 @
25% da molécula de amido e € formada por cadeias lineares helicoidais que consiste em
unidades de glicose unidas por ligagdes glicosidicas a-1,4. A amilopectina constitui 75 a 80%
do amido e é caracterizada por cadeias ramificadas de unidades de glicose. As unidades de

glicose lineares sucessivas sdo unidas por ligagdo glicosidica a-1,4, enquanto ramificacao
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ocorre a cada 15-45 unidades de glicose, onde ligagdes glicosidicas a-1,6 estdo presentes
(LEHNINGER et al., 2002; AMIRA et al., 2012; SUNDARRAM e MURTHY, 2014).

Ligagdo glicosidica
a(l —4)

a) " \

6CH,0H

b)

Cadeia principal (i'H:(I)H
0

H /1 "\ _HH

\/“H \/

.07\ OH H/ 07

H OH

a(l —4)

Figura 2 — Estrutura dos principais constituintes do amido: a) Estrutura parcial da amilose. b) Estrutura
parcial da amilopectina.
Fonte: Adaptada de SOLOMONS e FRAYHLE (2008).

O amido ocorre principalmente nas sementes, raizes e tubérculos de plantas
superiores. As plantas sintetizam o amido como resultado da fotossintese. E sintetizado em
plastidios como um composto de armazenamento para a respiracao durante periodos escuros.
Também é sintetizado em amiloplastos encontrados em tubérculos, sementes e raizes como
um composto de armazenamento de longo prazo (AMIRA et al., 2012).

Vérias enzimas amiloliticas sdo capazes de hidrolisar o amido ou outros polimeros de
glicose, podendo estas, de acordo com sua maneira de atuacdo sobre a molécula de amido,
serem classificadas como endoamilases ou exoamilases. As endoamilases catalisam a
hidrélise de um modo aleatorio no interior da molécula do amido, ocasionando a formacao de
ramos lineares de oligossacarideos com cadeias de varios comprimentos e, de tal maneira,
clivam as ligagdes glicosidicas a-1,4 presentes internamente nas cadeias de amilose ou
amilopectina. As exoamilases atuam a partir da extremidade ndo redutoras das ligacdes
glicosidicas, em sucessivas hidrdlises, resultando em produtos finais curtos (GUPTA et al.,
2003; BON et al., 2008).
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O processo de hidrolise enzimatica do amido é realizado em duas etapas: a
liqguefacdo e a sacarificacdo. Na liquefagéo, os granulos de amido s&o dispersos em solucdo
aquosa, aquecidos (gelatinizacdo) e hidrolisados parcial e irreversivelmente, com auxilio de
uma o-amilase (VAN DER MAAREL et al., 2002). A gelatinizacdo ocorre em variadas
temperaturas de acordo com os diferentes tipos de amido, oscilando na faixa de 65 a 105°C,
sendo necessario muitas vezes o emprego de altas temperaturas para a total gomificacao.

Apos a liquefacdo, a solucdo de maltodextrina € hidrolisada em glicose por uma
enzima desramificante, seja endoenzima (isoamilase e pululanase) ou exoenzima (-amilase e
glicoamilase), atuando sobre as ligagdes glicosidicas a-1,6 da amilopectina (VAN DER
MAAREL et al., 2002). O resultado dessa liquefacdo é uma solucdo de sacarideos de baixo
peso molecular como glicose e maltose.

O conceito adotado por Gupta et al. (2003), divide as amilases em trés grupos: as o-
amilases, que rompem as ligacfes no interior da cadeia (endoamilases); as [-amilases, que
hidrolisam unidades das extremidades ndo redutoras do substrato (exoamilases); e as
glicoamilases, as quais liberam unidades de glicose do terminal ndo-redutor das moléculas do
substrato.

Sdo conhecidas vérias enzimas que hidrolisam a molécula de amido em diferentes
produtos e a acdo combinada destas € necessaria para a completa hidrélise do amido. A
Tabela 2 apresenta uma variedade de enzimas amiloliticas com suas caracteristicas quanto ao
modo de a¢do, retencdo ou inversdo de configuracdo (o ou B), afinidade pelas ligacdes e
substratos, e resultados da hidrélise (KOBLITZ, 2008). Sendo as a-amilase, p-amilase e

glicoamilase as mais citadas nas literaturas.
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Tabela 2 — Exemplos de enzimas amiloliticas e suas caracteristicas.

) nga(;ao' Substrato Resultado da
Enzimas Preferencial . ot
s Preferencial Hidrolise
a Hidrolise
Endoenzimas
a-amilases . Dextrinas, maltose,
EC3.2.1.1 o-14 Amido glicose
Isoamilase . . Amilose (dextrinas
EC 3.2.1.68 0-16 Amilopectina lineares)
Isomaltase Maltose
-1 Dextrinas-limi o
EC 3.2.1.10 o-1,6 extrinas-limite Maltotriose
Ciclomaltodextrinase w14 Ciclodextrinas e Maltose,
EC 3.2.1.54 ’ dextrinas lineares Maltotriose
Pululanase el 6 Pupulana e Maltotrioses e
EC3.2.1.41 ’ Amilopectina dextrinas lineares
Isopululanase
EC 32157 o-1,4 Pupulana Isopanose
Exoenzimas
B-amilase i .
EC 3212 o-1,4 Amido maltose, B-dextrina
Glicoamilase . .
EC 3213 a-1,4, a-1,6 Amido B-glicose
a-glicosidase . i
EC 3.2.1.20 o-1,4 Diversos Glicose
Ciclomalatodextrina
glucano-transferase a-1,4 Amido Ciclodextrinas
EC2.4.1.19

Fonte: KOBLITZ, 2008.

3.2.1. a-Amilases

A a-amilase (E.C.3.2.1.1) é uma endo-hidrolase que catalisa a hidrolise,
aleatoriamente, das sucessivas ligacOes glicosidicas a-1,4 no amido para obter produtos tais
como glicose e maltose, ndo atuando sobre as ligagdes a-1,6 (SUNDARRAN e MURTHY,
2014).

A ac¢do da a-amilase sobre a amilose se d& em duas etapas. A primeira consiste no
ataque aleatorio e rapido do substrato, resultando maltose e maltotriose, enquanto que a
segunda, bem mais lenta, permite a formagéo de glicose e maltose (VITOLO, 2001). As

ligagdes 0-1,6 da amilopectina ndo séo hidrolisadas pela a-amilase, desta forma o ataque da
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amilopectina pela a-amilase gera produtos finais como glicose, maltose e as a-dextrinas limite
(oligossacarideo contendo 4 ou mais unidades de glicose unidas por ligacdes glicosidicas do
tipo a-1,6). A Figura 3 mostra uma representa¢ao esquematica da agao da a-amilase sobre a
amilose e amilopectina, para melhor visualizacdo das cadeias de ambas as moléculas, elas
foram apresentadas na forma linear ao invés da forma espiral. Segundo Bruchman (1980),
teoricamente, a acdo da a-amilase sobre a amilose conduz a 87% de maltose e 13% de
glicose; e sobre a amilopectina 73% de maltose, 8% de isomaltose e 19% de glicose.
Amilases de origens diferentes produzem dextrinas diferentes. A a-amilase ataca os granulos
de amido danificados, formando dextrinas, as quais sao hidrolisadas pela B-amilase
(VITOLO, 2001).

! !
..,,.,_,,__mm,_,.,;.,1;&:10?00;00%. »

Amilose

Amilopectina

Unidade de glicose

Ligacao glicosidica

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

Figura 3 — Representacao esquematica da agdo da a-amilase sobre a amilose e amilopectina.
Fonte: BRUCHMANN (1980).

A o-amilase também é denominada de enzima dextrinizante e de liquefagdo e
encontra-se nos tecidos e diversos meios: saliva, pancreas, cereais, bactérias, fungos. Sua
resisténcia a desnaturacdo térmica, a qual inativa a enzima, difere conforme sua origem ou
biossintese. A acdo da enzima se da devido ao efeito combinado dos seus sitios ativos, 0s
quais sdo formados por grupos carboxilicos e histidinicos (WISEMAN, 1987; AMIRA et al.,
2012).
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As a-amilases sdo de ocorréncia ubiqua, produzida por plantas, animais e
microrganismos. No entanto, as fontes microbianas sdo as mais preferidas para a produgdo em
grande escala. Atualmente, uma variedade de a-amilases microbianas é comercializada com
aplicacdes em diferentes setores industriais. A a-amilase detém a cota maxima do mercado de
vendas das enzimas com sua principal aplicacdo na industria de amido, assim como a sua
utilizacdo bem conhecida na padaria. Com o0 advento das novas fronteiras da biotecnologia, o
espectro de aplicagdo da a-amilase também se expandiu para quimica medicinal e analitica,
bem como em detergentes para lavagem automatica, desengomagem na industria téxtil e de
papel e celulose (GUPTA et al., 2003; SUNDARRAN e MURTHY, 2014).

3.2.2.p-Amilases

A B-amilase pode ser encontrada em vegetais, mas algumas cepas microbianas sdo
também capazes de produzi-las. Atua como exo-hidrolase na penultima ligagdo glicosidica a-
1,4- do amido, glicogénio e oligossacarideos relacionados, removendo a partir da extremidade
ndo redutora da cadeia sucessivas unidades de B-maltose, com inversdo da configuracdo do
carbono anomérico inicial do acucar liberado (PASIN, 2015). O resultado da hidrdlise da
amilose resulta em cerca de 90% de maltose e 10% de glicose e maltotriose. Uma vez que é
incapaz de clivar as liga¢des glicosidicas a-1,6, na amilopectina, resulta na degradacéo
incompleta da molécula, obtendo-se 50-60% de maltose e uma B-dextrina limite (PANDEY et
al., 2000; KOBLITZ, 2008)

As fontes primarias de f-amilase sdo as sementes de plantas superiores e batata-doce.
Durante o amadurecimento de frutas, f-amilase quebra o amido em maltose resultando na
docura da fruta. p-amilase pode ser usada para diferentes aplicacdes na investigacdo, para
estudos estruturais de amido e moléculas de glicogénio produzidas por varios métodos. Na
industria é utilizada para a fermentacdo na fabricacdo de cerveja e inddstria de destilacéo.
além disso, ela ¢ utilizada para produzir altos xaropes de maltose (SIVARAMAKRISHNAN
et al., 2006).

3.2.3.Glicoamilases

A amiloglicosidase (a-D-1,4 glicanglicohidrolase), também conhecida como
glicoamilase (EC 3.2.1.3), é uma exoenzima que catalisa a rea¢do de hidrdlise das ligagdes a-
1,4 ¢ 0-1,6 das extremidades ndo redutoras do amido, transformando-o em glicose. Sao

conhecidas como enzimas de sacarificacdo, pois sdo capazes de hidrolisar o amido



28

completamente. Além das fracdes amilose e amilopectina do amido, outras moléculas como
maltose, dextrinas e glicogénio sdo hidrolisadas pela enzima, que atua também sobre as
ligacbes a-1,3. A sintese de amiloglicosidase é regulada pelos mecanismos de inducgédo e
repressdo catabodlica. A inducdo € ocasionada pela presenca de amido ou polissacarideos
derivados do amido, enquanto a repressao € resultante da presenca de fontes de carbono mais
facilmente assimilaveis, como é o caso da glicose (PAMBOUKIAN et al., 1998; PANDEY et
al., 2005; ANTO et al., 2006).

A glicoamilase assume importancia industrial devido a habilidade de formar menos
produtos de reversdo que a hidrélise &cida (PARK E SANTI, 1977), bem como a sua alta taxa
de conversdo do polissacarideo em glicose. Assim, a amiloglicosidase é usada em amidos
liquefeitos com o-amilase para chegar a produtos que serdo usados como substratos para
fermentacdes, ou para a obtencdo biotecnoldgica de glicose e dextrinas (MACKENZIEA et al
2000).

3.3. PRODUCAO E CARACTERISTICAS DE ENZIMAS AMILOLITICAS
MICROBIANAS

Amilases microbianas estdo entre as enzimas hidroliticas mais importantes e tém
sido estudadas extensivamente. Podem ser produzidas em quantidades que satisfacam todas as
exigéncias do mercado devido a grande diversidade de enzimas disponiveis a partir de
microrganismos (PANDEY et al., 2000; HAG et al., 2003). O isolamento de microrganismos
a partir de recursos naturais, tais como solo, agua, plantas entre outros, sempre foi
considerado uma atividade de grande importancia para obtencdo de novas linhagens de
interesse industrial (SCHMIDELL et al., 2001).

Apesar do fato de existir diferentes amilases microbianas purificadas atualmente e
algumas delas terem sido usados e caracterizadas em aplicacfes biotecnologicas, as amilases
até agora conhecidas ndo sdo suficientes para atender a maioria das demandas industriais
(KARBALAEI-HEIDARI et al., 2007). Segundo Vaidya e Rathore (2015), o isolamento e
caracterizacdo de novos microrganismos promissores para producdo de amilases para
utilizacdo industrial é considerado um processo continuo.

Dado esse amplo espectro de aplicacdes industriais, € imprescindivel uma continua
busca de novas amilases com propriedades extremas para enfrentar os desafios em processos
industriais severos e condi¢cdes extremas, tais como o aumento do sal, baixa ou alta

temperatura e pH acido ou alcalino (LI et al., 2014).
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Konsoula e Liakopoulou-Kyriakides (2007) citam como principais razbes para o
aumento do interesse em fontes microbianas, o rapido crescimento dos microrganismos que
por sua vez ird acelerar a producédo de enzima, o facil manuseio quando em comparacdo com
animais e plantas, além de exigirem menos espaco e servirem como fontes mais rentaveis. Os
autores ainda destacam a facilidade dos microrganismos em serem manipulados atraves de
técnicas de engenharia genética ou por outros meios, submetendo-os a melhorias, mutagdes e
outras tais mudancas pela qual a producdo da enzima pode ser otimizada e, além disso, 0s
microrganismos podem ser adaptados para atender as necessidades das industrias com
caracteristicas desejadas, como estabilidade térmica, por exemplo. Amilases termoestaveis
séo desejadas uma vez que minimizam o risco de contaminacgéo e reduzem o tempo de reacao,
poupando assim uma quantidade consideravel de energia (KONSOULA E LIAKOPOULOU-
KYRIAKIDES, 2007; SUNDARRAM E MURTHY, 20014).

Amilases foram derivadas a partir de varios fungos, leveduras, bactérias e
actinomicetos, no entanto, as enzimas a partir de fontes bacterianas e fangicas tém dominado
os setores industriais (PANDEY et al., 2000). Entre as amilases bacterianas, Bacillus subtilis,
Bacillus stearothermophilus, Bacillus licheniformis e Bacillus amyloliquefaciens séo
conhecidos por serem bons produtores de oa-amilase termoestaveis e estes tém sido
amplamente utilizados na producdo da enzima para fins comerciais com varias aplicagdes.

Enzimas amiloliticas termoestaveis estdo sendo investigadas para melhorar o0s
processos industriais de degradacdo do amido e sdo Uteis para a producdo de produtos
valiosos, como glicose, a dextrose cristalina, xarope de dextrose, maltose e maltodextrinas.
Similarmente, o fungo termdfilo Thermomyces lanuginosus é considerado um excelente
produtor de amilase, autores como Kunamneni et al. (2005) provaram a termoestabilidade da
enzima produzida. Os fungos filamentosos, tais como Aspergillus oryzae e Aspergillus niger,
produzem quantidades consideraveis de enzimas que sdo usados extensivamente na indUstria
(PANDEY et al.,2000; SIVARAMAKRISHNAN et al., 2006; SUNDARRAM e MURTHY,
2014).

Producdo de amilase de origem microbioldgica pode ocorrer a partir de varias formas
de processo, tais como, fermentagdes em estado sélido (FES) ou submerso (FS). As condicoes
do bioprocesso, tais como, composi¢do do meio de crescimento, fontes de carbono, fontes de
nitrogénio, concentracdo de fosfatos, velocidade de agitacdo, pH e temperatura, entre outros,
afetam a producéo enzimatica e, de tal modo, podem ser modificadas de forma a otimizar o
crescimento microbiano e o processo de producdo (SIVARAMAKRISHNAN et al., 2006).
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De acordo com Francis et al. (2003), a otimizacdo das condi¢cOes de fermentacdo, em
particular os parametros fisicos e quimicos, sdo importantes para o desenvolvimento de
processos de fermentacdo devido ao seu impacto sobre a economia e a praticabilidade do
processo. Souza e Magalhdes (2010) destacam como parametros mais notaveis a composi¢ao
do meio de crescimento, o pH do meio, a concentracdo de fosfato, idade do indculo,
temperatura, agitacdo, fonte de carbono e fonte de nitrogénio.

Em relacéo a fonte de carbono, a produgao de a-amilase geralmente € induzida pela
presenca de amido ou de seu produto hidrolitico, a maltose. VVarios estudos demonstram que 0
amido e maltose funcionam como indutores da atividade de a-amilase e que na presenca de
outros aglcares como Xxilose e frutose, diminuem a atividade, pois podem reprimir a sua
producdo (GUPTA et al., 2003). O uso de residuos agroindustriais que fornecam essas fontes
de carbono € utilizado como alternativa para tornar o processo mais econdémico (PANDA et
al., 2016).

A fonte de azoto, nitrogénio, é de fundamental importancia para o crescimento
microbiano, e, portanto, para a producédo de enzimas. Em meios de cultura sintéticos, a adi¢cdo
de nitrogénio organico como extrato de carne e peptona, tem sido preferida para producéo de
amilases bacterianas. Entretanto, varias fontes de nitrogénio inorganico tém sido relatadas
para melhor producdo de amilase por fungos, como por exemplo, sulfato de amdnio, nitrato
de amonio, entre outros. A concentracdo de fosfato apresenta um importante papel regulatério
na sintese de metabolitos priméarios e secundarios dos microrganismos. O incremento de
fosfatos pode aumentar significativamente a producdo de amilases por microrganismos, no
entanto, em altas concentracGes podem atuar como inibidores (GUPTA et al., 2003).

O pH é um fator de forte influéncia na producdo de amilases. Estudos anteriores
revelaram que fungos necessitam de pH ligeiramente &cido e bactérias necessitam pH neutro
para um crescimento 6timo. A maioria das linhagens de Bacillus usadas comercialmente para
a produgdo de a-amilases bacterianas por fermentacdo submersa apresenta pH 6timo entre 6 e
7 (GUPTA et al., 2003; SIVARAMAKRISHNAN et al., 2006).

A temperatura é um dos fatores mais importantes na producdo enzimatica, pois atua
de maneira decisiva na funcdo das biomoléculas e manutencdo das estruturas bioldgicas,
estando, dessa forma, relacionado ao crescimento do microrganismo. Assim, a temperatura
Otima depende se a cultura é psicréfila, mesofila ou termdfila. Amilases bacterianas sao
produzidas em uma gama muito ampla de temperatura. Entre os fungos, a maioria dos estudos

de producdo de amilase foi realizado com fungos mesofilos, dentro da gama de temperaturas
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de 25-37°C (GUPTA et al., 2003; SIVARAMAKRISHNAN et al., 2006; AMIRA et al.
2012).

O processo de agitacdo influencia na producdo enzimatica uma vez que atua na
homogeneizacdo dos nutrientes e na taxa de transferéncia de oxigénio, além de influenciar na
morfologia micelial e na formacdo do produto. Altas velocidades de agitacdo prejudicam a
morfologia do micélio do fungo. Para a produgdo de amilases por diversos microrganismos,
tem sido utilizada velocidades de agitacdo de até 300 rpm (GUPTA et al.,, 2003;
SIVARAMAKRISHNAN et al., 2006).

A Tabela 3 apresenta alguns microrganismos produtores de a-amilase e suas

propriedades, como temperatura e pH 6timos e inibidores da atividade da enzima.



Tabela 3 — Propriedades de a-amilases microbianas.
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. . ~ - Temperatura o
Microrganismo  Fermentagdo pH o6timo 6tima (°C) Inibidores
chnlus _ ES 70 33 -
amyloliquefaciens
Chromo?;tlobacter FES 7.0-9.0 65 )
Caldimonas Galactose, sacarose,
; . - 7,0 55
taiwanensis sp. acetato
Halobacillus sp. FS 7,5-8,5 50 Cd?*, cu®
Bacillus sp. FS; FES 6,5-10 60-70 EDTA, HgCl,, NH,CI
Bacillus subtilis FS;FES 6,5-10 37-135 -
Bacillus FS 5,0-6,0 70 :
caldolyticus
Halo_m_onas FS 7,0 37 Glicose
meridiana
 Bacillus FS 75 40 :
licheniformis
Lactobacillus FS 5,5 55 Ni2* Cu?* Hg?* Fe™ Al
manihotivorans
Therm(_)myces FES 6.0 50 -
lanuginosus
Aspergillus niger FES 55 70 -
Aspergillus sp FES 6,0 50 -
Aspergillus niger FS 4,95 50 Cu2+, Hg2+ e Zn2
Uo-1
Aspergillus oryzae
CBS570.64 FES 70 35 -
Cryptococeus i 5,5 50 Hg2+, Fe2+ e Cu2+
flavus

Fonte: Adaptada de SOUZA e MAGALHAES (2010).
FES = fermentagdo em estado solido; FS = fermentacdo submersa
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3.3.1. Fermentagdo submersa na producéo de enzimas amiloliticas microbianas

As enzimas para o uso industrial sdo produzidas por bactérias e fungos em
fermentacgdo no estado sélido (FES) ou submerso (FS). O primeiro é um método relativamente
novo, enquanto o segundo ¢ um método tradicional de producdo de enzima que tem sido
utilizado durante um longo periodo de tempo. A FS é 0 modo de fermentacdo primaria e as
operacOes unitarias na producdo de enzimas envolvem primeiramente a prépria fermentacao,
seguido pela adicdo de células de perturbacgdo e posterior filtracdo ou centrifugacdo. A enzima
bruta é ainda purificada por precipitacdo, seguida de centrifugacdo e liofilizacdo, etapas
conhecidas coletivamente como “processamento dowsntream” (JEGANNATHAN e
NIELSEN, 2013).

O método FS apresenta diversas vantagens, como por exemplo, permitir a utilizacéo
de organismos geneticamente modificados com uma extensdo maior do que a FES, a
esterilizacdo do meio de processo e a purificagdo dos produtos finais podem ser feitas
facilmente. Além disso, o controle de parametros de processo, tais como temperatura, pH,
agitacdo, transferéncia de oxigénio e de umidade pode ser feito convenientemente
(KUNAMNENI et al., 2005).

A fermentacdo submersa (FS) emprega substratos liquidos de fluxo livre, tais como
melaco e caldos. Consiste na introducdo do microrganismo em meio liquido na forma de um
indculo. Os nutrientes encontram-se dissolvidos no meio liquido tornando-se facilmente
acessiveis para utilizacdo pelos microrganismos, e consequentemente escassos rapidamente e,
portanto, precisam ser constantemente reabastecidos. Este processo é executado em
fermentadores fechados, equipados com agitadores, dispositivos de aeracdo para introducédo
de ar estéril, camisas e serpentinas para o controle de temperatura. E se o processo de
fermentacdo submersa exigir assepsia, essa se consegue mediante a esterilizacdo do meio
(dentro ou fora do fermentador), a desinfeccdo ou esterilizagcdo do equipamento por injecédo de
vapor ou mediante o calor gerado por serpentinas, sendo essa medida extensiva a todos 0s
ductos de entrada e saida e as valvulas correspondentes e a esterilizagdo do ar mediante filtros
adequados. Esta técnica de fermentacdo € apropriada para 0s microrganismos, tais como
bactérias que necessitem de elevada teor de umidade para o seu crescimento. Este tipo de
fermentacgdo é usado primariamente para a extracdo de metabdlitos secundarios que precisam
ser utilizados em forma liquida (COUTO e SANROMAN, 2006).

Comparados com 0s processos solidos, os processos submersos oferecem varias vantagens

como: facilidade na manipulagdo, maiores volumes de meio, a massa de microrganismo fica
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totalmente submersa no meio de maneira uniforme, a absorgcdo de nutrientes e excrecdo de
metabdlitos sdo executados com mais eficiéncia, o que acarreta menor tempo de fermentacao
e, consequentemente, maior produtividade. Apresenta algumas desvantagens como o fato dos
produtos serem diluidos, dos extratos enzimaticos serem menos estaveis e o fato de gerar
volumes consideraveis de residuos (PANDEY et al., 2000; MALAJOVICH, 2004,
MONTEIRO e SILVA, 2009).

3.4. USO DE RESIDUO AGROINDUSTRIAL EM PROCESSOS
BIOTECNOLOGICOS

Nos Gltimos anos, o setor de agroindustria tem se destacado com um importante
papel no desenvolvimento da economia, porém gerando uma quantidade significativa de
residuos. Atualmente, toneladas de residuos agroindustriais, sejam solidos ou liquidos,
resultantes de atividades de processamento ou transformacdo de matéria-prima, tém sido
descartadas de forma incorreta gerando sérios problemas de poluicdo do solo, aguas
superficiais e subterraneas (WOICIECHOWSKI et al., 2013; OELOFSE e NAHMAN, 2013;
PANDA et al., 2016).

O aproveitamento de residuos agroindustriais em processos biotecnolégicos surge
como uma alternativa para reduzir o volume de residuos descartados diretamente para o
ambiente ou que envolve altos custos de tratamento de efluentes, reduzindo a poluicdo
causada pela destinacdo final inadequada. Além de diminuir o impacto sobre o meio
ambiente, pode ser um fator importante para a producdo de subprodutos de alto valor
agregado com diminuicdo dos custos de producdo e promocdo da sustentabilidade da cadeia
produtiva (BARROS et al., 2011; WOICIECHOWSKI et al., 2013).

Diversos trabalhos vém sendo desenvolvidos com objetivo de encontrar usos
alternativos para estes residuos, agregando valor a produtos antes descartados e viabilizando
assim projetos que levam a sustentabilidade através do reaproveitamento desses residuos nos
sistemas de producdo industrial (CASTRO et al., 2011; SOUZA et al., 2011).

Woiciechowski et al. (2013) afirmam que os residuos agroindustriais podem ser
transformados e/ou reaproveitados para a geracdo de novos produtos de importancia
comercial, econdmica e industrial. O autor ainda cita o uso de véarios dos residuos como
matérias-primas em bioprocessos, como fonte de carbono, destacando que eles possuem
atributos de um excelente substrato para o crescimento de microrganismos. O uso para a

producdo de varias biomoléculas de importancia comercial e produtos finais de valor
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agregado, como por exemplo, na area de biocombustiveis, na producéo do etanol e biodiesel,
na area alimenticia, na producdo de SCP (single cell protein — proteina unicelular), cogumelos
comestiveis, aditivos alimentares, enzimas, acidos organicos, aminoacidos, metabdlitos
secundarios biologicamente ativos, aromas, pigmentos entre outros.

A aplicacdo de residuos da agroinddstria como substratos em processos
fermentativos para a obtencdo de compostos de interesse comercial tem sido foco de muitos
estudos. Mukthar e Haq (2013) citam culturas agricolas e residuos de processamentos, tais
como farelo de trigo, farelo de soja, bagaco de cana, palha de milho, residuos de cafe, papel e
processamento de Oleo, farelos e cascas de cereais, entre outros como substratos para
fermentacdes. O uso destes residuos em processos de fermentacdo em estado sélido (FES),
ndo apenas representa um substrato alternativo, mas ajuda a reduzir o custo de fabricacdo do
produto com elevado valor agregado e, também, a resolver problemas de poluicdo ambiental
relacionados ao acumulo ou ma disposicdo desses residuos. Os subprodutos agroindustriais
quando utilizado em meio de cultura submersa sdo fontes excelente e barata de proteinas,
hidratos de carbono, e minerais necessarios para 0 crescimento de microrganismos, como por
exemplo, na sintese de enzimas microbianas (BOTELLA et al., 2007; MUKTHAR e HAQ,
2013).

Na producdo de amilases, a selecdo de fontes apropriadas de carbono, nitrogénio e
outros nutrientes como substrato é uma das etapas mais criticas dos processos industriais, uma
alternativa viavel e economicamente rentavel € a utilizacdo de residuo agroindustrial em
contrapartida a utilizacdo de substratos sintéticos considerados dispendiosos (SAXENA e
SINGH 2011; AKCAN, 2011). Nesse contexto, o uso de subprodutos de baixo custo como
substratos para a producdo de enzimas é especialmente interessante em paises que geram
grandes quantidades destes materiais, como ocorre no Brasil, por sua extensa atividade
agroindustrial (GUPTA et al., 2003).

O Brasil € um dos maiores produtores de mandioca, sendo a maior parte do seu
consumo na forma natural como farinha, cozida ou na forma fermentada. O processamento
industrial da mandioca com o objetivo de se obter a farinha e amido gera uma grande
guantidade de residuo que na maioria das vezes € descartado no meio ambiente de forma
inadequada. Em Sergipe, a mandioca tem grande destaque econdémico e em funcdo de sua
grande producdo, sdo geradas também grandes quantidades de residuos advindos de seu
processamento, dentre eles a agua residual, também denominada de manipueira.
Recentemente, muitas alternativas tém sido estudadas para utilizagdo da manipueira como

substrato em processos fermentativos, na producdo de biomassa de varios microrganismos e
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varias biomoléculas de interesse comercial (WOICIECHOWSKI et al., 2013; CERATTI,
2015; ASN, 2016).

3.4.1. Manipueira

A mandioca é a sexta cultura mais importante do mundo como fonte de alimento e
dieta calorica basica para mais de 700 milhdes de pessoas, em Varios paises do mundo. Na
Ameérica do Sul, o produto tem a caracteristica de ser base alimentar, consumido na forma in
natura, bem como ser matéria-prima para a indastria de fecula e farinha de mandioca,
principalmente. O Brasil ganha destaque no cultivo e no processamento industrial da
mandioca. Segundo dados do CONAB (2015), na safra 2015 produziu 24,5 milhdes de
toneladas de mandioca e que nas regides Norte, Sul e Nordeste houve um acréscimo de 6,4%,
3,4% e 11,5% respectivamente em relacdo a safra 2013. Em Sergipe, foi produzido cerca de
380.182 toneladas de mandioca no ano de 2015, e em novembro de 2016 uma producéo de
286.221 toneladas (IBGE, 2016).

A mandioca € considerada um dos principais produtos de cultivo devido ao
aproveitamento de quase todas as partes dessa espécie vegetal. Todavia, um problema que
vem sendo observado é a elevada producdo de residuos oriundos do processamento da
mandioca, gerando danos ao meio ambiente e a sociedade (WOICIECHOWSKI et al., 2013;
SOUZA et al., 2015).

O processo de industrializacdo da mandioca para obtencdo da farinha, representado
na Figura 4, gera residuos liquidos e sélidos, dentre estes, destaca-se a manipueira, que € um
residuo liquido gerado por ocasido da prensagem da massa ralada da mandioca no processo de
obtencdo da fécula ou farinha de mandioca, considerado altamente poluente e téxico devido
sua composicdo (FELIPE et al., 2009; FEMA, 2011; PINTO et al., 2013).
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Figura 4 — Esquema do processamento da mandioca para obtencao da farinha.
Fonte: Bezerra, 2012.

Cereda (2001) é mais explicita ao caracterizar a manipueira, em relacdo a origem,
como a agua de constituicdo da raiz, extraida na prensagem da massa ralada da mandioca na
confec¢do da farinha (Figura 5 a), sendo que, na extracdo da fécula a agua usada para diluir a
manipueira, diminuindo sua carga organica e o teor de cianeto, é denominada de agua vegetal
(FEMA, 2011). De acordo com Amaral et al. (2007), no Brasil, o processo de obtencdo de
fécula, incide em perda de quase um terco do amido presente na raiz, 0 que pode ser
considerado um fator de elevacdo do potencial poluidor dos efluentes liquidos industriais,
principalmente a manipueira, tendo em vista que tal situacdo contribui para a geracdo de um
despejo mais concentrado em termos de carga organica.

A manipueira possui um aspecto leitoso, cor amarelo-claro e odor fétido, apresenta-
se na forma de suspensdo aquosa com significativa concentracdo de material organico,
todavia os efeitos poluentes ndo ocorrem somente pelo alto nivel de DBO, mas também pela
guantidade significativa do composto linamarina (glicosideo cianogénico) das raizes, que a
torna toxico e a diferencia de outros residuos da agroindustria. Esta caracteristica da
manipueira consiste em sério problema ambiental quando despejada diretamente em corpos
hidricos, principalmente quando considerados os pequenos cursos d’agua, nas quais
comumente acontecem os langamentos oriundos das pequenas casas de fecularias (Figura 5 b)
(MAL, 2006; FELIPE et al., 2009; ARAUJO et al., 2014; SOUZA et al., 2015).
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Figura 5 — Casa de Farinha (a) massa da mandioca pre713aa e () maipueira Ianggda n solo.

Fonte: Autoria prépria, 2015.

Segundo Giongo (2011), um grande problema enfrentado pelas inddstrias
processadoras de mandioca € em relacdo ao destino dado a manipueira que, na maioria das
vezes, € descartado diretamente em efluentes e em terrenos proximos, e possibilita o
desenvolvimento de microrganismos anaerdbios facultativos que consomem o oxigénio livre
da agua e potencializam a destruicdo da vida aerdbia do rio, incluindo peixes e vegetal. Santos
(2008), em um estudo de caso, cita diversos impactos ambientais gerados pelo descarte da
manipueira, como por exemplo, relatos de morte de animais que beberam da &gua aonde
ocorreram descargas da manipueira, sendo a morte de peixes fato comum.

Cardoso (2003) atribui ao setor agricola e industrial a busca de uma solucdo viavel
para os residuos gerados com o processamento de mandioca, porém, afirma que ainda séo
pouco aliadas ao processo produtivo, havendo uma clara necessidade de ajustes das
alternativas existentes, visando a reducdo do impacto ambiental, mas também aumentar a
eficiéncia da cadeia, reduzindo os custos e consequentemente aumentando a receita.

O reaproveitamento da manipueira, assim como de qualquer residuo, tende nao
apenas reduzir o impacto ambiental, mas também proporcionar maior rentabilidade na
atividade agregando valor (GIONGO, 2011).

Segundo Santos (2008), a0 mesmo tempo em que a manipueira é um potente agente
poluidor, ela é também uma oportunidade devido ao seu multiaproveitamento, seja para fazer
tijolos, na alimentacdo animal, controle de pragas e doengas de plantas, assim como 0 seu uso
para producdo de biogas, dentre varias outras utilidades.

Costa e Pastore (2004) citam o aproveitamento da manipueira em processos
biotecnolégicos como na produgdo de biomassa oleaginosa, producéo de biossurfactantes, de
bioaromas, enfatizando a contribuicdo do uso deste efluente como substrato para
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microrganismos tanto na reducdo da poluicdo, bem como nos gastos de producdo de
subprodutos de interesse.

Rabalho (2002) e Barros et al. (2013) estudaram a producédo de enzimas utilizando a
manipueira como substrato através da fermentacdo submersa. Suman et al. (2011) e Urbano et
al. (2009) citam o aproveitamento da manipueira como substrato na obtencdo de etanol. A
recuperacdo de carboidratos, lipideos e proteinas entre outros compostos existentes para
utilizacdo em outros sistemas por meio de flotacdo foi citado por Pinto et al. (2013), como
forma de reaproveitamento da manipueira.

No estudo do aproveitamento da manipueira, Souza et al. (2015) comprovaram, em
seu trabalho, que a mesma apresenta teores consideraveis para macro, micronutrientes e
matéria organica, e, portanto, podem apresentar diversas aplicac@es, dentre elas o0 uso para
complementacdo na racdo de animais e principalmente na aplicacdo no solo como fertilizante,
em diversas culturas, gerando renda, diminuindo custos e consequentemente minimizando 0s
danos que vem trazendo ao meio ambiente.

Os teores de nutrientes, matéria organica e contaminantes presentes nos residuos de
uma forma geral, devem ser estudados antes de sua aplicacdo, evitando desperdicios e
aplicacdo inadequada e a0 mesmo tempo contribuindo para a diminui¢do do langamento
indiscriminado no ambiente que pode ocasionar desequilibrios ambientais (SOUZA et al.,
2015).

A composicdo quimica da manipueira varia de acordo com a variedade da mandioca
e das condicdes edafoclimaticas da regido do plantio. Sua composicdo sustenta a sua
potencialidade como nutriente, haja vista seu elevado teor de potéassio, magnésio, fosforo,
calcio, enxofre, ferro e micronutrientes em geral (CORDEIRO, 2006; NASU, 2008). Possui
apreciavel guantidade de amido (em farinheiras) sedimentavel e em suspensdo coloidal,
proteinas, glicose, restos de fibras, acido cianidrico, bem como outras substancias organicas
(SAMPAIIO, 1996).

Segundo Damasceno et al. (2001), a composi¢do média da manipueira em carbono é:
58,18g/L de acucares totais; 37,96g/L de acUcares redutores; 14,90g/L de frutose; 22,34 g/L
de glicose; 0,72g/L de maltose; 20,22 g/L de aglcares ndo-redutores; 1,52 g/L de dextrinas e
18,70 g/L de sacarose. Leonel e Cereda (1995) relatam a presenca de 5,71% de amido e
2,93% de agUcares redutores totais na manipueira coletada na prensa, antes do processo de
decantacdo. Suman et al. (2011) citaram valores de 6,3% amido e 1,96% de agucares sollveis
totais na caracterizagdo da manipueira. Pinto et al (2013) encontraram valores menores do que

os referidos nas literaturas, em torno de 1,17% de amido e 2,24% de acucares totais. A Tabela
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4 exibe os teores de macro e micronutrientes em amostras de manipueira caracterizada por

diversos autores.

Tabela 4 — Teores de macro e micronutrientes em amostras de manipueira.

Parametros Souzaet al. Bezerra Costa e Pastore
(2015) (2012) (2004)
Cobre (mg/L) 0,74 0,69 0,67
Ferro (mg/L) 21,42 2,07 -
Zinco (mg/L) 5,21 2,80 1,1
Manganés (mg/L) 2,28 0,89 -
Nitrogénio total (g/L) 0,98 1,68 0,61
Fosforo (mg/L) 390 210 161,3
Calcio (mg/L) 245 244,80 1228
Magnésio(mg/L) 222 718,18 366,8
Sodio (mg/L) 199 - -
Potassio (mg/L) 779 5450 2900

Fonte: Autoria propria.
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4. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Bioquimica Industrial (LBQI)
e no Laboratorio de Biotecnologia Ambiental (LABAM) do Departamento de Engenharia
Quimica (DEQ) da Universidade Federal de Sergipe (UFS).

A Figura 6 representa as etapas que foram realizadas neste trabalho visando atingir
todos os objetivos definidos para este estudo. A metodologia utilizada é uma adaptacdo de
Rabalho (2002) e Barros et al. (2013).

) )
Obtencéo L Selecéo dos
da Isolamento de Caracterizagdo isolados com
manipueira microrganismos dos isolados po_tengl_al
amilolitico
\
Caracterlzqgag _do Planejamento Producdo da enzima
extrato enzimatico Experimental amilolitica utilizando
bruto manipueira
J

Figura 6 — Fluxograma de representacéo das etapas desenvolvidas.

4.1. OBTENCAO DA MANIPUEIRA

Visando a aquisicdo de microrganismos produtores de enzimas amiloliticas, foi
utilizado como fonte de isolamento um residuo rico em amido: a manipueira. Esse residuo,
oriundo do processamento da mandioca para obtencdo de farinha, foi coletado em casa de
farinha comunitéaria localizada no municipio de Itaporanga D’Ajuda, distante 26 km da capital
do estado de Sergipe, Aracaju.

A manipueira recém-extraida foi agitada vigorosamente para liberacdo do cianeto de
hidrogénio, filtrada em gaze para remocdo dos contaminantes fisicos mais grosseiros e
acondicionada sob refrigeracdo para etapa de isolamento e, em seguida, encaminhada para o

freezer a -20°C para posterior uso como substrato.
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4.2. ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS

Para o isolamento, foi transferido uma aliquota de aproximadamente 2 mL da
amostra de manipueira para um tubo de ensaio contendo caldo de enriquecimento,
previamente aquecido em autoclave a 121°C durante 20 minutos, de composicdo: 1,5 g/L de
extrato de levedura; 5 g/L de NaCl; e, 1,5 g/L extrato de carne. Os tubos foram incubados em
estufa a 35°C por 24 horas, e, apds incubacdo, uma alcada do material foi utilizada na
semeadura por esgotamento em placas de Petri contendo meios de cultura &gar batata dextrose
(do inglés, “PDA”) e &gar nutriente (do inglés, “NA”). As placas com meio NA foram
incubadas a 35°C durante 24 horas, enquanto que as placas com PDA foram incubadas por 48
horas sob mesma temperatura. As cepas obtidas no processo de isolamento foram
caracterizadas quanto & morfologia macro e microscopica. A Figura 7 esquematiza a

metodologia seguida para etapa do isolamento dos microrganismos.

PDA- 42h refrigeracdo
35°C

L 24h NA-24h £ =
m 35°C 35°C identificadas e
[? —_— —_— mantidas sob

manipueira caldo semeadura

X . isolados
enriguecido esgotamento culturas

isoladas

a

Andalises macro e
~ microscopica

Figura 7 — Representacdo esquematica da etapa de isolamento das linhagens promissoras.

4.3. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DOS ISOLADOS

Foi realizada uma analise macroscopica (cor, forma, elevacdo, brilho, bordas das
colbnias) das cepas obtidas no isolamento e todas as colénias morfologicamente diferentes
foram purificadas por estriamento em placas de Petri contendo o meio NA para bactérias e
PDA para fungos. Apos a purificagdo, os isolados foram analisados por microscopia oOptica
através da técnica de coloracdo simples para a identificacdo das formas e arranjos das células
microbianas e confirmacdo da pureza das culturas. Cada cultura recebeu uma identificagéo e
foi estocada sob refrigeracdo em tubo inclinado contendo 0 mesmo meio de cultura de

isolamento.
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4.4. SELECAO DE CEPAS COM POTENCIAL AMILOLITICO

Nesta etapa foram realizados ensaios qualitativos e quantitativos para selecdo de

microrganismos com potencial amilolitico.

4.4.1.Ensaio qualitativo de atividade enzimatica

O teste foi baseado na metodologia descrita por Stamford (1998), onde a capacidade
de degradar o amido foi utilizada como critério de determinacéo da atividade amilolitica.
Cada microrganismo isolado foi inoculado no centro de uma placa petri por 96 horas a 28°C
contendo um meio composto por agar nutriente com 0,2 % (m/v) de amido sollvel e ajustado

em pH 6,5. Apo6s o periodo de incubacédo, as placas foram reveladas com 3 mL de Lugol

(2,0%) para evidenciagdo dos halos de hidrdlise, representados pela zona clara em torno da

colbnia, como esquematizado na Figura 8.

96h
1 alt;a 28°C
3 mL de
Lugol

isolado Meio NA+ amido 0,2% (m/v)
pH 6,5

Selecdo para
ensaio
quantitativo

Anahse de
indice Enzimatico (LE)

Figura 8 — llustracdo esquematica do ensaio qualitativo de atividade enzimética.

O experimento foi feito em triplicata, e os didmetros médios das coldnias e dos halos
de hidrélise foram medidos com um paquimetro. A atividade enzimatica foi expressa como
indice enzimatico (IE), que de acordo com Hankin e Anagnostakis (1975), é determinado
atraveés da relacdo entre o didmetro medio dos halos de hidrélise e o diametro médio das
colbnias. Os microrganismos produtores de amilase com valores maximos de I.E. foram

investigados quanto & producdo em meio liquido para quantificacdo da atividade.
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4.4.2.Ensaio quantitativo de atividade enzimatica

As cepas selecionadas no ensaio qualitativo foram testadas quanto & producdo da
enzima sob fermentacdo submersa utilizando amido soluvel como fonte de carbono. Os
experimentos foram baseados na metodologia de Rabalho (2002) com algumas modificacdes.

Inicialmente, foram preparados pré-indculos visando a ativacdo e renovacdo das
células. Uma alcada de cada linhagem foi cultivada em erlenmeyers contendo 50 mL de caldo
de enriquecimento (mesma composicao do item 4.2.), o quais foram incubados em shaker da
marca Certomart® BS-1 com agitacdo de 150 rpm a 30°C durante 24 horas.

Logo apds, visando uma melhor ambientacdo dos microrganismos ao meio de
producdo com amido como fonte de carbono, foram realizados in6culos contendo 10% (v/v)
do pré-inéculo e 30 mL de meio sintético, composto por (m/v): 0,1% KH,PQOy4; 0,5% K;HPOy;
0,05 % MgSO4 7 H20; 0,2% (NH4)2SO4; 0,2 % de extrato de carne; 0,5% de extrato de
levedura; 0,5% de peptona bacteriologica e 0,05% de solucdo de micronutrientes ( 5 mg/L
FeSO, 7H,0, 1,6 mg/L MnSO, H,0O, 1,4 mg/L ZnSO, 7H,0, 2,0 mg/L CoCl, 6H,0),
adicionado de 1% amido solu

vel como indutor para producdo de amilase. O pH do meio de producéo foi ajustado
em 6,5. Foram utilizadas as mesmas condicGes do pré-indculo.

As fermentacGes foram conduzidas em erlenmeyers de 125 mL contendo 30 mL de
meio sintético, inoculados com 10% (v/v) dos seus respectivos indculos e incubados por 48
horas com agitacdo de 200 rpm a 30°C. Foi retirado um erlenmeyer de cada meio fermentado
nos intervalos de tempo 24 e 48 horas e estes foram centrifugados a 3400 rpm por 30 minutos
para obtencdo do extrato enzimatico bruto, o sobrenadante, que posteriormente foi analisado
para quantificacdo da atividade enzimatica através das metodologias de atividade sacarificante
(MILLER, 1959) e dextrinizante (FUWA, 1954). A Figura 9 esquematiza o procedimento

descrito para realizagdo do ensaio quantitativo.
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centrifugacao: 3400 rpm
30 minutos
1 alca SmL :_; 3mL ; ;
; 24h 24h 48h extrato

30°C; 150 rpm 30°C: 150 rpm 30°C; 200rpm | |_ enzimitico bruto
= analises d
isolado pré-inéculo inéculo fermentacao ;l;:i:is:ii E
50 mL de caldo de 30 mL de meio 30 mL de meio enzimitica
enriquecimento sintético sintético

Figura 9 - llustracdo esquematica do ensaio quantitativo de atividade enzimatica.

4.5. PRODUCAO DE ENZIMAS AMILOLITICAS UTILIZANDO MANIPUEIRA

A linhagem que apresentou maior valor de atividade enzimatica no ensaio
guantitativo (item 4.4.2) foi testada quanto a producdo de enzimas amiloliticas utilizando
como substrato a manipueira, um residuo agroindustrial usado como forma de minimizar os

custos do processo de producdo e agregar valor econdémico ao produto.

4.5.1.Substrato

A manipueira foi selecionada como substrato visando a inducdo da producdo de
enzimas amiloliticas por ser um residuo agroindustrial com elevado teor de amido e nutrientes
necessarios para o crescimento do microrganismo. Além disso, a manipueira é altamente
produzida e descartada pelos produtores de farinha do estado.

A manipueira utilizada neste estudo foi caracterizada para quantificacdo dos teores
de macro e micronutrientes, de amido e de cianeto. As analises foram realizadas no Instituto
de Tecnologia e Pesquisa (ITP/Unit), através da metodologia padrdo para o exame de agua e
aguas residuais, dos Adolfo Lutz e de Lane-Eynon.

Para preparo do substrato, a manipueira foi diluida na proporcao 1:1 com o objetivo
de diminuir as concentracbes de cianeto que podem prejudicar o crescimento do
microrganismo e submetida a um tratamento (aquecimento, arrefecimento, centrifugacéo) —
sugerido por Barros et al. (2013), visando melhor solubilizacdo do amido, remocéo de solidos

suspenso e eliminacédo do cianeto.
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A fim de investigar a influéncia deste tratamento na producdo da enzima foram
realizadas fermentacdes utilizando a manipueira apenas diluida 1:1 (denominada bruta) e a
manipueira apos tratamento (denominada tratada) como meios de produgdo. Os meios foram
autoclavados a temperatura de 121 °C por 20 minutos. A Figura 10 (a) e (b) apresenta a

manipueira na sua forma bruta e tratada, respectivamente.

Figura 10 — Manipueira (a) bruta e (b) tratada.

4.5.2. Fermentacao submersa

Foi realizado o mesmo procedimento descrito no item 4.4.2 para reativacdo das
ceélulas, e para o indculo foi feito substituicio do meio sintético por manipueira bruta
(substrato 1) e tratada (substrato 2), mantendo-se as mesmas condi¢Oes de operacao.

Para inicio da fermentagdo, 3 mL de cada in6culo foram transferidos para
erlenmeyers de 125 mL contendo 30 mL de cada meio, com pH ajustado para 6,5 e incubados
em shaker da marca Certomart ® BS-1 com agitacdo de 200 rpm durante 120 horas. Para cada
ensaio, foi retirado um enrlenmeyer nos tempos de 24, 48, 72, 96 e 120 horas, e 0 meio
fermentado foi centrifugado a 3400 rpm durante 30 minutos para obtencdo do extrato
enzimatico bruto, utilizado nos ensaios de determinacdo da atividade enzimatica. A Figura 11

esquematiza o procedimento descrito acima.
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centrifugacao: 3400 rpm
30 minutos
1 alca 3mL 3mL ;—j ";\.
; 24h 24h 120h extrato
30°C; 150 rpm 30°C; 150 rpm 30°C; 200rpm enzimitico bruto

- N anilises de
isolado pré-indculo inéculo fermentacao arh-i(]iade
50 mL de caldo de 30 mL d_e meio 30 mL de meio enzimitica
enriquecimento manipueira bruta/ manipueira bruta/

tratada tratada

Figura 11 - llustragdo esquematica da producdo de amilase utilizando a manipueira.

4.6. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Os extratos enzimaticos bruto foram analisados quanto a atividade da amilase
sacarificante através do método do DNS (MILLER, 1959) e da atividade dextrinizante
(FUWA, 1954).

4.6.1. Atividade de amilase sacarificante pelo método do DNS

A atividade da amilase foi determinada através da quantificacdo do acucar redutor
liberado pela hidrélise enziméatica do amido e dosado pelo método do DNS, descrito por
Miller (1959), com modificacdes.

A mistura de reacdo foi constituida de 0,5 mL do extrato enzimético bruto com 0,5
mL de solucdo de amido soltvel 0,5% (m/v) gelatinizado em tampéo acetato de s6dio 0,25 M
e pH 5,0, e incubadas a 50°C durante 10 minutos. Apds incubacdo, foi adicionado 1 mL do
reagente DNS, composto por (g/L): 192 de tartarato de sodio e potassio (KNaC4H;Os 4H,0);
10 de NaOH; 10 de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS).

A mistura foi aquecida em banho de ebuli¢do durante 5 minutos, sendo, em seguida,
resfriada em banho de gelo e diluida em 10 mL de &gua destilada. Depois da
homogeneizacdo, foi realizada leitura em espectrofotémetro da marca BELL Photonics 20000
UV a 540nm contra um branco preparado como descrito acima, substituindo-se o volume da
mistura de reacdo por dgua destilada. O procedimento adotado estd esquematizado na Figura
12.
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%:de DN5 /
10mL HO

10 min™,_ Smin_ "~ _
50°C benho de
ebulicas
mistura reacional .
0,5 mL extrato enzimatico L Leitura em X
0,5 mL solugdo de amido 0,5% espectrofotometro

A=540nm

Figura 12 — Ilustracdo esquematica da analise de atividade de amilase sacarificante atraves do método
de DNS.

Foram realizados controles, conforme o processo descrito acima, fazendo
substituicdo do volume de enzima pelo volume equivalente em agua destilada e substituicdo
do volume de solucdo de amido pelo volume equivalente em tampédo para 0s respectivos,
controle de substrato e controle de enzima.

Uma unidade de atividade sacarificante por mL de enzima (U/mL) foi definido como
a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de glicose, por minuto, nas condi¢des
de ensaio.

Esse método quantifica atividade sacarificante das amilases, tendo como agucar
redutor padrdo a glicose. A conversao dos valores de absorbancia foi feita atraves da equacéo
de regressdo linear obtida pela curva padrdo de glicose com concentracfes de 0 a 1g/L.
Quando necessario, foram realizadas diluicbes do extrato enzimatico para obtencdo de
concentracéo de glicose dentro da faixa da curva padrao.

4.6.2. Atividade de amilase dextrinizante

A atividade dextrinizante foi determinada medindo-se a diminuicéo da capacidade de
complexacdo amido—iodo, segundo Fuwa (1954) com modificagbes. Neste ensaio,
esquematizado na Figura 13, a mistura de reagdo foi constituida por 0,7 mL de solucéo de
amido 0,3% (m/v) gelatinizado em tampé&o acetato de sodio 0,25 M, pH 5,0 e 0,3 mL de
solugdo enzimatica bruta. As amostras foram incubadas em banho maria a 50°C por 10

minutos.
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A reacdo foi paralisada com adicdo de 4,0 mL de HCI 0,2 M e, em seguida,
adicionou-se 0,5 mL de reativo iodo-iodeto composto por: 0,30% KI; 0,03% 1, e &gua
destilada na proporc¢éo de 1:1:3, respectivamente. Apds homogeneizagdo, a mistura de reacao
foi diluida com 10 mL de agua destilada e novamente homogeneizada. As amostras foram
lidas em espectrofotometro da marca BELL Photonics 20000 UV, a um comprimento de onda
de 600 nm, contra um branco constituido de agua destilada. A Figura 13 esquematiza o

procedimento adotado para analise da atividade dextrinizante.

) 4;:;&
] GAH:,: M +0,5 mL Todeto

10 min ; ;
S0°C

- " .
mistura reacicnal

Leitura em
0,2 mL extrato enzimatico espectrofotdmetro.
0,7 mlL solucdo de amido 0,3% A =500 nm

Figura 13 — llustracdo esquematica da andlise de atividade de amilase dextrinizante.

Foram preparados dois controles conforme o processo descrito acima, substituindo a
enzima por volume equivalente de agua destilada (controle de substrato) e, outro substituindo
0 volume da solucédo de amido pelo volume equivalente em tampéo acetato de sodio 0,25 M a
pH 5,0 (controle de enzima), considerando a possibilidade da existéncia de residuos de amido
Nnos Mesmos.

Uma unidade de atividade dextrinizante por mL de amilase (U/mL) foi definido
como 1 mg de amido degradado por mL de enzima por minuto de reac&o, detectado através da
diminuicdo da cor azul formada pelo complexo de ligacdo amido-iodo. A conversdao dos
valores de absorbancia foi feita através da equacdo de regressdo linear obtida pela curva
padrdo de amido. Quando necessario o extrato enzimético foi diluido para deteccdo de

resquicios de cor, oriundo do amido remanescente, dentro da faixa da curva padrao.
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4.7. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Foi realizado um estudo para identificar a regido de pontos 6timos das condigdes do
processo na producdo da amilase atraves da linhagem isolada e nomeada como TPO2,

utilizando como substrato a manipueira na sua forma bruta.
4.7.1. Planejamentos fatoriais

Segundo Schwaab e Pinto (2011) uma das hipdteses de se utilizar o planejamento
fatorial € quando o objetivo do estudo é avaliar se, e como as varidveis independentes
possuem vinculos com as dependentes. Ainda segundo os autores, tendo identificado a
influéncia de cada variavel sobre o processo, € comum buscar um ponto de 6timo, ou seja,
uma condi¢do que maximize ou minimize uma dada resposta.

Diante disto, uma estratégia sequencial de planejamentos foi adotada para estudar a
producdo de enzimas amiloliticas. Primeiramente, um delineamento fatorial fracionario 2%
acrescido de 1 ponto central executado em triplicata foi realizado para analisar o efeito das
quatros varidveis independentes: agitacdo, temperatura, concentracdo da manipueira e pH
inicial, tendo como variavel resposta a atividade enzimatica (U/mL), usando os niveis
mostrados na Tabela 5. Apo6s a andlise dos resultados desse primeiro delineamento, foi
escolhido um delineamento subsequente, o qual compreendeu um fatorial completo 3% com
duplicata no ponto central, usando apenas as variaveis independentes com maior efeito (pH e
concentracdo). Os niveis estudados para esse delineamento sdo apresentados na Tabela 6. O

planejamento e as analises dos resultados foram realizados com o software Statistica® 12.0.

Tabela 5 — Valores reais das variaveis utilizadas no delineamento fatorial fracionario 2™ com 3
pontos centrais.

Niveis
Variaveis
-1 PC* +1
Agitacédo 100 150 200
Temperatura 30 37,5 45
Concentracdo (% de manipueira em H,0) 50 70 90
pH inicial 5,0 7,0 9,0

* Ponto central
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Tabela 6 — Valores reais das variaveis utilizadas no delineamento fatorial completo 3° com duplicata
no ponto central.

o Niveis
Variaveis 1 0 1
pH inicial 8 10 12
Concentracdo (% de manipueira em H,0) 50 75 100

4.7.2.Condigdes de fermentacao

Na etapa do planejamento, foi realizado um acompanhamento da concentracdo de
células do indculo, visando a reducdo do tempo de fermentacdo e também a padronizacdo da
quantidade de inéculo, com maior nimero de células.

O inbculo foi preparado com 50 mL de caldo enriquecido (item 4.1.) acrescido de
0,3% de amido soltvel e 10% (v/v) de pré inoculo (item 4.3.2.). O crescimento de células foi
monitorado através da analise da densidade Optica (D.O.) em espectrofotdmetro da marca Bell
no comprimento de onda de 600 nm, durante 24 horas.

O tempo de incubacdo do indculo foi padronizado em 12 horas, correspondendo a
concentracdo de 0,5 a 0,7 de absorbancia. As fermentacdes foram conduzidas em erlenmeyers
de 125 mL contendo 30 mL de manipueira com 10% (v/v) de in6culo sob as condicdes
delineadas no planejamento (Tabela 5 e 6). Os ensaios foram centrifugados nos tempos de 72,
96 e 144 horas para o primeiro planejamento, e 96, 120 e 144 horas para 0 segundo. O
sobrenadante foi submetido as analises de atividade enzimética dextrinizante e sacarificante
(item 4.6.).

4.8. CARACTERIZACAO DO EXTRATO BRUTO ENZIMATICO

O extrato bruto enzimatico obtido através do ensaio nas condi¢fes Otimas definidas
foi caracterizado quanto a influéncia do pH e temperatura para determinagdo das condicGes

Otimas de hidrdlise.
4.8.1. Determinacéo do pH e temperatura 0timos

Foi avaliado o efeito do pH sobre a atividade enzimatica para determinac¢do do pH
Otimo de atuacdo da enzima. Para tal, foram preparadas solu¢cdes de amido em diferentes
tampdes com faixa de pH entre 4 e 10. Foram utilizadas as seguintes solugfes tamponantes na

concentracdo de 0,25 M: tampao acetato de sodio (pH 4 e 5), tampé&o fosfato de sodio (pH 6,7
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e 8) e tampdo glicina-NaOH (pH 9 e 10). O extrato enzimético bruto foi incubado nas
diferentes solugdes de amido, conforme metodologias descritas no item 4.6 para dosagem das
atividades dextrinizantes e sacarificantes.

Para determinacdo da temperatura 6tima de hidrdlise, o extrato enzimatico foi
incubado com a solucdo de amido no pH definido como 6timo, em faixa de temperatura de
30°C a 80°C (com variagdo de 10°C), seguindo as metodologias descritas no item 4.6. para

determinacéo das atividades.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. ISOLAMENTO DOS MICRORGANISMOS

Para o isolamento dos microrganismos presentes na manipueira foi utilizada a
técnica de semeadura por esgotamento, atraves da qual foram obtidos 08 isolados, sendo 05
em meio NA (identificados como TN) e 03 em meio PDA (identificados como TP). Os
isolados foram analisados e caracterizados morfologicamente, conforme apresentados na
Tabela 7.

Tabela 7 — Caracterizagdo das cepas isoladas.

Isolados Analise macroscopica Analise microscépica
TNO1 Transparente, regular, ondulada Bactéria — Cocos
TNO2  Vermelha, rizoide, bordos filamentosos Bactéria — Cocos
TNO3 Branca, cremosa, bordos lobados Bactéria — Bacilos

. . Bactéria — Diplococos
TNO4 Bege, puntiforme, bordos lisos Achatados
TNO5 Branca, cremosa, bordos regulares Bactéria — Micrococos
TPO1 Branca, aveludada, circular Fungos — filamentosos
TPO2 Branca, irregular, bordos ondulados Bactéria — Bacilos
TPO3 Branca, aveludada, irregular Fungos- Levedura ovoides

5.2. ENSAIO QUALITATIVO

As cepas isoladas foram submetidas a um ensaio qualitativo que avalia a hidrolise do
amido em meio sélido. Neste ensaio, a atividade enzimatica foi determinada através da

medida dos halos apresentadas na Figura 14.

g “ y
Figura 14 — Determinacéo do indice enzimatico através da medida dos halos.
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De acordo com Lealem e Gashe (1994), os microrganismos que apresentarem indices
enzimaéticos (I.E.) superiores ou igual a 2,0 sdo considerados como grandes promissores na
producdo de enzimas extracelulares. Assim, dos oitos isolados, quatro apresentaram halo de

hidrolise indicando alguma atividade enzimatica, como mostrado na Figura 15.
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Isolados
Figura 15 — Indice enzimatico dos microrganismos isolados.

Analisando os indices da Figura 15, é possivel observar que os isolados TNO3, TN04
e TP02 apresentaram indices enzimaticos superiores a 2,0, legitimando os potenciais desses
isolados na producdo da enzima, assim como a adequacdo da fonte manipueira como
precursor para o isolamento de microrganismos.

O isolado TPO1 se desenvolveu no meio contendo amido como fonte de carbono,
porém ndo apresentou nenhum indicio de degradacdo do amido, sendo descartado para o teste.
No entanto, o crescimento do microrganismo em um meio contendo amido como fonte de
carbono sugere alguma producdo da enzima, mesmo que, adsorvidas na parede celular do
microrganismo, uma vez que o amido possui alto peso molecular e ndo pode ser absorvido
pelas células do microrganismo. Os isolados TNO2, TNO5 e TP03 ndo se desenvolveram,
sendo considerados negativos para o teste qualitativo.

A cepa TNO4 apresentou um valor de 9,28, considerado destacavel quando
comparado com os resultados encontrados por Celestino et al. (2014), que isolaram fungos da
manipueira e ndo obtiveram nenhum isolado com I.E. maior que 2. Rehman e Saeed (2015)
rastrearam bactérias isoladas do solo e encontraram como valor maximo de I.E. 2,11. Rabalho
(2002) também isolou microrganismo de dgua de amido produzida nas casas de farinha para
triagem quanto a producdo de amilase, porém, eles ndo degradaram o amido presente no

meio, sendo descartados para producdo de enzimas amiloliticas. Vaseekaran et al. (2010)
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relataram que os mais altos indices de degradacéo dos seus isolados de fontes ricas em amido
(solo, gréos de arroz, chd) variaram de 3,4 a 4.

5.3. ENSAIO QUANTITATIVO

As linhagens bacterianas que apresentaram maiores indices no teste anterior, TNO4 e
TPO02, foram entdo estudadas quanto a producdo amilolitica em meio liquido. Os resultados
quanto a atividade dextrinizante e sacarificante para os isolados TP02 e TNO04, podem ser
observados na Figura 16 e Figura 17, respectivamente. As andlises foram realizadas em
triplicata, sendo os pontos representados pelas médias com suas respectivas incertezas. Por
apresentar erros minimos, as barras de erros ficaram sobrepostas aos pontos. Foi possivel
confirmar que os isolados selecionados foram capazes de produzir atividade amilolitica em
meio liquido sintético com amido solivel como indutor, detectada pelos dois métodos

propostos.
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Figura 16 — Cinética da atividade dextrinizante dos isolados TP02 e TNO4 através de fermentacéo
submersa utilizando como substrato meio sintético.
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Figura 17 — Cinética da atividade sacarificante dos isolados TP02 e TNO4 através de fermentagao
submersa utilizando como substrato meio sintético.

A Figura 16 e Figura 17 mostram que o isolado TP02 foi mais habil na producéo de
amilase tanto com atividade dextrinizante quanto com atividade sacarificante. A atividade
dextrinizante foi considerada destacavel frente a sacarificante, exibindo um pico no tempo de
48 horas com valor de 16,15+0,16 U/mL. Em relacdo a atividade sacarificante, foi observado
valores de atividade ndo muito elevados, mesmo no ponto maximo, sendo que a maior
atividade foi obtida também no ponto de 48 horas com valor de 0,66+0,011 U/mL.

A cepa TNO4 apresentou baixos valores de atividade dextrinizante e sacarificante em
meio liquido. Sendo que, a atividade dextrinizante permaneceu aproximadamente constante
em todo o periodo, com valor maximo de 0,70+0,017 U/mL em 24 horas, e a atividade
sacarificante méaxima foi de 0,42+0,020 U/mL em 48 horas. Este resultado ndo pdde ser
correlacionado com a producdo de amilase em meio sélido para essa estirpe, que apresentou
valores altos de L.E. (Figura 15). Esta discrepancia nos ensaios em placas e submersos
também foi observada por Celestino et al. (2014), que justifica essa diferenca devido as
condi¢cBes ambientais mais favordveis apresentadas no estudo em placas frente a um
bioprocesso submerso.

Os baixos valores na producdo enzimatica em meio liquido pelo isolado TNO4
também podem ser justificados por uma possivel repressdo catabdlica sofrida pelo
microrganismo devido ao aumento da concentracdo de glicose no meio de cultivo,
proveniente da degradacdo do amido pela acdo das enzimas amiloliticas excretadas pelo
microrganismo (FERNANDES et al., 2007).
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Considerando o mesmo substrato e método de quantificagdo, as linhagens isoladas
por Rabalho (2002) exibiram atividade dextrinizante entre 1,5 e 2,52 U/mL e valores de
atividade sacarificante entre 2,28 e 4,01 U/mL. A Figura 16 mostra que o TP02 apresentou
uma atividade dextrinizante destacavel quando comparada com os valores apresentados no
trabalho de Rabalho (2002), evidenciando o potencial deste isolado para produgédo de amilase.

Os valores de atividade sacarificantes, observados na Figura 17, foram condizentes
com os apresentados por Baratto et al. (2012). Eles obtiveram picos de atividade sacarificante
em 48 horas com valores maximos de 0,68 U/mL e 0,60 U/mL, através de microrganismos
isolados do solo e do milho e utilizando meio sintético com amido como indutor.

Os experimentos para deteccdo de atividade enziméatica em meio liquido sintético
(Figura 16 e Figura 17) ratificaram os dados encontrados na triagem em meio solido,
destacando o potencial da linhagem TP02 como produtor de amilase em fermentacao
submersa, bem como o uso do residuo agroindustrial manipueira como fonte de
microrganismos produtores de enzimas amiloliticas.

Através dos resultados obtidos dentro do intervalo de tempo proposto para este
experimento ndo foi possivel observar o declinio da curva cinética de producdo, podendo,
entdo, serem encontrados valores superiores de atividade dextrinizante e sacarificante para as
duas linhagens em intervalos de tempo maiores. Porém, como o objetivo do ensaio foi apenas
confirmar o comportamento das linhagens isoladas quanto a producgéo de enzimas amiloliticas
em meio liquido, e selecionar aquela que apresentasse maior atividade para posterior estudo
da producéo de amilase utilizando residuo agroindustrial, o isolado TP02 foi selecionado para

etapa subsequente por apresentar melhor resposta dentro do tempo estabelecido.

5.4. PRODUCAO DE AMILASES UTILIZANDO RESIDUO AGROINDUSTRIAL
COMO SUBSTRATO

5.4.1.Perfil da producdo de enzimas amiloliticas utilizando manipueira como

substrato ao longo do tempo

A Tabela 8 apresenta a composi¢do do residuo manipueira utilizado como substrato
para producdo de enzimas amiloliticas. A presenca de altos niveis de varios micronutrientes
importantes para o desenvolvimento microbiano torna a manipueira um substrato importante e

promissor.
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Tabela 8 - Composicdo da manipueira utilizada neste trabalho.

Componentes Concentragao Método
Amido (%) 6,1 Adolfo Lutz
Carboidratos (%) 3,64 ME-LPA 13
Acucares redutores (g/100mL) 2,04 1EEYNON-LANE
Acucares ndo redutores (g/100mL) 1,53 1EEYNON-LANE
Acucar invertido (g/100L) 2,04 1EEYNON-LANE
Nitrogénio total (mg/L) 2240 SM 4500 N
Faésforo total (mg/L) 461 SM 4500 P-E
Enxofre total (mg/L) 0,010 EPA 6010 B
Zinco total (mg/L) 0,081 SM 3120 B
Manganés total (mg/L) 0,500 SM 3120 B
Ferro total (mg/L) 0,701 SM 3120 B
Cobre total (mg/L) 0,021 SM 3120 B
Célcio total (mg/L) 25,63 SM 3120 B
Magnésio (mg/L) 33,20 SM 3120 B
Potéassio (mg/L) 11,02 SM 3120 B
Cianeto total (mg/L) 48,6 SM 4500 CN E
pH 6,4

Uma das etapas mais caras no processo de fermentacao € a selecdo do substrato. O
uso de residuo agroindustrial como substrato torna este processo mais econémico e atraente.
Barros et al., 2013 utilizou a manipueira como substrato para estudo da producdo de enzimas
amiloliticas pelas linhagens LB5a e LB1, porém, o autor realizou um tratamento que consiste
em submeter o residuo a um aquecimento, arrefecimento e centrifugacdo, antes de utiliza-lo
como substrato.

Com o objetivo de estudar a produgdo de amilase pela linhagem TPO2 utilizando a
manipueira e métodos menos dispendiosos possiveis, optou-se por verificar a influéncia deste
tratamento realizado por Barros et al., (2013) na atividade amilolitica ao longo do tempo. A
Figura 18 e Figura 19 ilustram, respectivamente, as producgdes amiloliticas dextrinizante e
sacarificante, pela cepa TP02, utilizando o meio manipueira na sua forma bruta (apenas
diluida) e tratada. As andlises foram realizadas em triplicata e os pontos representam as
médias com suas respectivas incertezas. As barras de erros nem sempre sdo visualizadas,

ficando sobrepostas aos pontos, devido ao erro ser minimo.
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Figura 18 — Influéncia do tratamento da manipueira na atividade dextrinizante pela linhagem TP02.
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Figura 19 — Influéncia do tratamento da manipueira na atividade sacarificante pela linhagem TP02.

Inicialmente, é importante observar que a linhagem TP02 apresentou maior atividade
quando utilizado o residuo agroindustrial do que quando utilizado um meio sintético a base de
amido solavel (Figura 16 e Figura 17), o que nos leva a inferir que apesar de ambos meios
serem ricos em amidos, 0S macro e micro nutrientes presentes na manipueira estimulam a
producéo ou aumentam a eficiéncia da enzima.

Esse comportamento foi condizente ao de algumas linhagens utilizadas por Barros et
al. (2013) que apresentaram atividade amilolitica maior em manipueira do que em meio

sintético com amido puro como indutor. Tais resultados ressaltam o potencial da manipueira
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como substrato alternativo na producdo de enzimas, viabilizando os custos operacionais da
producdo enzimatica.

Os autores Abd-Elhalem et al. (2015) também obtiveram valores de atividade
amilolitica maior quando utilizaram como substrato um residuo agroindustrial rico em amido,
em substituicdo ao amido solUvel, enfatizando a importancia do uso de residuos para tornar o
processo de producdo menos dispendioso.

Analisando a Figura 18, é possivel verificar que, quando avaliada a atividade
dextrinizante, o pico maximo é revelado no tempo de 96 horas para manipueira tratada e 120
horas para manipueira bruta, com valores de 34,78+0,19 U/mL e 36,03+£0,24 U/mL,
respectivamente. A analise da atividade amilolitica sacarificante, Figura 19, revela picos de
producdo no tempo de 96 horas e 120 horas, com valores de 37,52+2,18 U/mL e 36,81+0,43
U/mL, respectivamente, para os meios de manipueira tratada e bruta.

Avaliando o comportamento da producdo de amilase dextrinizante no meio
manipueira bruta, de modo geral, pode-se verificar uma produgéo crescente com o surgimento
de um pico no tempo de 48 horas (31,81+0,96 U/mL), logo apds, houve um declinio da
atividade no tempo de 72 horas (26,71+1,09 U/mL), e em seguida a atividade voltou a
aumentar chegando ao pico maximo observado no tempo de 120 horas (36,03+0,24 U/mL),
porém, dando indicios de apresentar valores maiores caso se prolongasse o tempo de
fermentagdo. A atividade dextrinizante, utilizando manipueira tratada, teve um crescimento
consideravel nas primeiras 24 horas (25,51+0,29 U/mL), seguido de um aumento gradativo
até o pico maximo observado no tempo de 96 horas (34,78+0,19 U/mL) e um leve declinio no
tempo de 120 horas (33,77+0,19 U/mL). O comportamento da atividade sacarificante, de um
modo geral, foi similar a atividade dextrinizante.

Os dados indicaram que o comportamento da atividade quando utilizado manipueira
bruta ou tratada foi semelhante, e apesar do valor maximo de atividade para o meio
manipueira tratada ter sido obtido com 96 horas de cultivo e para bruta com 120 horas,
observou-se que os valores para ambos 0s meios no tempo de 96 horas foram muito proximos.
Sendo assim, o meio manipueira bruta foi considerado o melhor para ser utilizado na
fermentagdo, por ndo utilizar de técnicas que exigem gastos enérgicos e que tornam o

processo mais dispendioso.
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5.5. ANALISES ESTATISTICAS
5.5.1. Planejamento fatorial fracionario

O planejamento fatorial fracionario foi realizado para avaliar o efeito das quatro
variaveis de entrada temperatura, agitagdo, concentracdo de manipueira e pH na producdo de
amilases pela linhagem TPO02, tendo como varidveis resposta as atividades dextrinizante e
sacarificante.

A Tabela 9 exibe o planejamento fatorial para producdo da enzima amilolitica, com
seus codificados para cada ensaio, assim como os valores das variaveis resposta atividade
dextrinizante e sacarificante observadas nos tempos de 72, 96 e 144 horas. E possivel
observar que 91,66% dos ensaios exibiram atividade enzimatica maxima em 144 horas de
fermentacdo. Assim, o tempo de 144 horas foi escolhido para analise estatistica.

Analisando os resultados apresentados na Tabela 9, a linhagem TPO2 apresentou
maior atividade amilolitica nos ensaios 5 (100 rpm, 30°C, pH 9 e 90% de manipueira) e 8
(200 rpm, 45°C, pH 9 e 90% de manipueira) para dextrinizante e sacarificante,
respectivamente. A variacao dos fatores resultou em uma diferenca na atividade dextrinizante
de 35,098+0,006 a 146,78+0,014 U/mL, e uma diferenca na atividade sacarificante de
21,123+0,008 a 118,805+0,005 U/mL.

Esses resultados podem supostamente indicar que o microrganismo TP02 possui
caréater basofilo, pois o0s ensaios que resultaram nas maiores atividades foram aqueles com pH
inicial 9. Também inferem supostamente na importancia dos nutrientes e da quantidade de
amido fornecidos pela manipueira que quando em maiores concentracfes resultaram numa

maior producdo de enzima.
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Tabela 9 — Delineamento fatorial fracionario 2** para producdo de amilases em manipueira ap6s 72, 96 e 144 horas de fermentacéo.

_ Concentracao U/mL U/mL U/mL
~ Agitacdo Temperatura pH . .
Ensaio 0 o Manipueira 72h 96h 144h
(rpm) ((®)] inicial __ __ _ __ __ __
(%) Dextrinizante Sacarificante Dextrinizante Sacarificante Dextrinizante Sacarificante

1 -1 -1 -1 -1 16,126 25,262 35,003 47,860 92,298 83,375
2 -1 +1 +1 -1 33,106 26,587 42,117 30,974 37,153 28,077
3 +1 -1 +1 -1 29,659 20,019 49,201 28,629 58,338 40,659
4 +1 +1 -1 -1 13,723 26,587 68,014 58,043 77,026 65,494
5 -1 -1 +1 +1 47,999 65,991 79,46 97,365 146,78 105,616
6 -1 +1 -1 +1 20,015 12,183 29,881 19,550 35,098 21,123
7 +1 -1 -1 +1 29,975 22,227 54,133 29,291 65,927 51,145
8 +1 +1 +1 +1 47,920 65,991 56,916 73,690 91,824 118,805
9 0 0 0 0 - -* 77,975 48,883 105,233 62,293
10 0 0 0 0 _* -* 79,682 59,065 104,820 61,741
11 0 0 0 0 _* -* 77,406 55,947 100,296 64,282
12 0 0 0 0 - -* 87,793 65,936 106,053 68,253

*Nao foi possivel coletar dados nesse tempo
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As analises dos efeitos das varidveis sobre a producéo enzimética e dos coeficientes
de regressdao foram realizadas para os fatores principais e a interacdo entre dois fatores, com
base na atividade enzimatica sacarificante e dextrinizante, respectivamente, apresentadas na
Tabela 10 e Tabela 11. Para decidir os efeitos foi empregado o teste t “Student” ao nivel de
significancia de 5% (p < 0,05). Os valores de p séo utilizados para checar a significancia de
cada coeficiente e também indicam a importancia de cada varidvel ou interacdo entre
variaveis na resposta do modelo. Quanto maior o valor de t e menor a magnitude de p, maior
sera a significancia do coeficiente. Foi considerado estatisticamente significante o efeito cujo

valor absoluto excedeu o valor do t tabelado, t(3); 0,95 = 3,182.

Tabela 10 — Estimativa dos efeitos e o coeficiente do modelo de regresséo para a producdo de amilase,
por atividade sacarificante, no delineamento fatorial fracionario 2** com 144h de fermentacao.

Coeficiente de

Fatores Efeito Erro padréo t(3) p-valor B
regressao
Média 64,29* 1,0429 61,641 0,0000 64,287
Temperatura (T) -11,82 2,0859 -5,669 0,0109 -5,912
Agitacédo (A) 9,48 2,0859 4544 0,0200 4,739
Concentracao (C) 19,77 2,0859 9,479 0,0025 9,886
pH 18,01 2,0859 8,632 0,0033 9,003
TxA 58,07 2,0859 27,841 10,0001 29,036
TxC 3,41 2,0859 1,634 0,2008 1,704
T x pH 12,13 2,0859 5,814 0,0101 6,064

t tab 3, 0,95 = 3,182; * considerados significativos estatisticamente

Com excecdo da interagcdo temperatura/concentracdo, os outros efeitos dos fatores
principais e interacGes foram significativos (p < 0,05) para a atividade sacarificante. Ja
quando avaliados pela atividade dextrinizante, com excecdo do fator agitacéo, todos os outros
fatores e suas interacOes foram significantes estatisticamente. Diante desses resultados, foi
realizada uma analise dos fatores que apresentaram maior efeito na variavel resposta,
objetivando selecionar apenas dois fatores para serem estudados através de um delineamento
fatorial completo por questdes de limitacGes do aparato laboratorial, todavia, mantendo-se os

outros parametros fixos por serem considerados imprescindiveis para 0 processo.
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Tabela 11 — Estimativa dos efeitos e o coeficiente do modelo de regressdo para a produgéo de amilase,
por atividade dextrinizante, no delineamento fatorial fracionéario 2** com 144h de fermentac&o.

Coeficiente de

Fatores Efeito Erropadrdo t(3) p-valor regressio

Média 75,54 0,9143 82,62  0,0000 75,55

Temperatura (T) -30,54 1,829 -16,703 0,0005 -15,272
Agitacdo (A) -4,54 1,829 -2,481  0,0892 -2,268
Concentracdo (C) 18,69 1,829 10,219 0,0019 9,343
pH 15,92 1,829 8,706  0,0032 7,960

TxA 52,83 1,829 28,893 0,0001 26,418
TxC -12,31 1,829 -6,735 0,0067 -6,158

T x pH -7,49 1,829 -4,098 0,0263 -3,747

T tab 3, 0,95 = 3,182; * considerados significativos estatisticamente

Os gréaficos de Pareto para atividade sacarificante e dextrinizante, Figura 20 e Figura
21, respectivamente, apresentam os valores de t, em ordem decrescente, para cada um dos
efeitos analisados, confirmando os resultados apresentados na Tabela 10 e Tabela 11, e
facilitando a identificagc&o dos fatores e interagcdes de maior efeito.

TxA 127 84061

()C (%) 9,478641

(4)pH 8.531979

Tpo : 5814184

(HT(°C) 5,66866

(2)A (rpm) 4544191

TxC 1633792

|-.080197

Curvat
urvatr
|

p=05
Figura 20 — Efeitos principais e de interac6es dos fatores estudados no planejamento fatorial
2*1 com triplicata no ensaio de ponto central, baseado no teste t “student” t(3; 0,95)= 3,182, para
atividade sacarificante.
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Tea .

Curvatr 18.02904

(HT(*C) 16,7029

(3)C (%) 1021887

{4)pH 8,705925

TxC -6,73477

TxpH -4,09792

(2)A (rpm) -2.48123

p=.05
Figura 21 — Efeitos principais e de interagdes dos fatores estudados no planejamento fatorial 2** com
triplicata no ensaio de ponto central, baseado no teste t “student” t(3; 0,95)= 3,182, para atividade
dextrinizante.

A varidvel agitacdo apresentou efeito positivo considerado significativo
estatisticamente na faixa estudada para analise da atividade dextrinizante, porém exibiu menor
efeito em comparagdo aos outros fatores principais quando analisados através da atividade
sacarificante. No entanto, a sua interacdo com a temperatura exerceu o maior efeito sobre as
duas variaveis resposta. A variavel temperatura apresentou um efeito negativo para ambas as
respostas, sendo que teve um maior efeito na atividade dextrinizante, o que significa que na
maior parte dos ensaios um aumento na temperatura resultou em uma diminuicdo na
atividade, induzindo a fixacdo dessa variavel na temperatura de 30°C (nivel -1). Contudo, por
apresentar forte interacdo com agitacdo, foram plotados graficos que mostram o
comportamento das médias das variaveis atividades dextrinizante e sacarificante, Figura 22 e
Figura 23, respectivamente, resultantes dessa interacdo. Através desses graficos foi possivel

fazer uma analise e determinar o melhor nivel a ser fixado para temperatura e agitacao.
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Figura 22 — Médias marginais da atividade dextrinizante sob a influéncia da interacéo entre
Temperatura e Agitagéo.
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Figura 23 — Médias marginais para atividade sacarificante sob a influéncia da interacéo entre
Temperatura e Agitagéo.

Avaliando a Figura 22 e Figura 23, observa-se que combinacgdes entre temperatura de
30°C com agitacdo de 100 rpm, e, entre temperatura de 45°C com agitacdo de 200 rpm,
resultam em médias maiores da varidvel resposta, e quando trocadas essas combinacgdes
ocorre uma diminuicdo. Baseado neste comportamento, foram fixados os valores das
variaveis temperatura e agitacdo em 30°C e 100 rpm, respectivamente, tendo em vista serem
condicBes que proporcionariam menores custos energéticos para o processo de producéo.

A influéncia dos efeitos das outras interagdes de temperatura, consideradas

significantes estatisticamente, também foi analisada para incluir uma nocdo dos valores
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meédios das atividades quando interagidos e, assim, uma maior confianga na escolha do valor
do nivel fixado. A Figura 24(a) e (b) apresentam, respectivamente, as médias marginais das
variaveis resposta dextrinizante e sacarificante sob influéncia dos efeitos de interacdo entre a
temperatura e o0 pH, e, a Figura 25(a) e (b) sob a influéncia dos efeitos de interacdo entre

temperatura e concentracao.
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Figura 24 — Médias marginais das atividades (a) dextrinizante e (b) sacarificante, sob a
influéncia da interacdo entre Temperatura e pH.
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Figura 25 — Médias marginais das atividades (a) dextrinizante e (b) sacarificante, sob a influéncia da
interacdo entre Temperatura e Concentracéo.

E possivel verificar que o nivel negativo estudado (-1) neste trabalho para
temperatura (30°C), quando combinado com o pH (Figura 22) ou a concentragdo (Figura 25)
em ambos 0s niveis, positivo e negativo, apresentaram valor maior ou equivalente para ambas
atividades, confirmando, assim, a fixacdo do parametro temperatura em 30°C.

O pH e a concentracdo foram as varidaveis de maior efeito positivo, depois da
interacdo temperatura versus agitacdo, em ambas atividades, ou seja, @ medida que houve um
aumento nos valores dos niveis estudados, houve também uma elevacdo no valor das

variaveis resposta. Esses dois fatores foram selecionados e estudados através de um
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planejamento fatorial completo 3% para obtencdo das condicBes 6timas de operacdo na
producéo da amilase.

5.5.2. Planejamento fatorial completo

Com base nos resultados do planejamento anterior, foi realizado um planejamento
fatorial completo 3%, com 2 repeticées no ponto central, totalizando 11 ensaios. A Tabela 12
apresenta os valores codificados utilizados no planejamento e os resultados das variaveis
resposta atividade dextrinizante e sacarificante.

Como foi observado no planejamento anterior que a maioria dos ensaios ainda estava
apresentando um aumento da atividade, coletaram-se amostras no tempo de 168 horas para
certificacdo do tempo maximo de atividade.

Analisando os dados da Tabela 12, observa-se que a maior parte dos ensaios
apresentaram valores maximos de atividade no tempo de 144 horas, com valores bem
proximos no tempo de 168 horas, indicando uma possivel constancia nos valores de atividade.

Com isso, os resultados obtidos no tempo de 144 horas foram utilizados para o planejamento.
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Tabela 12 — Delineamento fatorial completo 3° para producéo de amilases em manipueira ap6s 120, 144 e 168 horas de fermentacéo.

Concentracéo U/mL U/mL U/mL
Ensaio pH inicial  Manipueira 120h 144h 168h
(%) Dextrinizante Sacarificante Dextrinizante Sacarificante Dextrinizante Sacarificante

1 -1 -1 58,50 56,73 75,73 55,44 67,86 55,25
2 -1 0 76,28 62,03 95,73 66,23 95,65 72,85
3 -1 1 97,94 74,70 97,39 79,86 105,48 72,68
4 0 -1 88,22 59,05 58,34 45,03 61,47 41,82
5 0 0 43,00 23,48 70,12 44,48 57,17 38,29
6 0 1 94,15 59,22 90,60 58,36 90,59 63,51
7 1 -1 41,74 10,24 37,31 21,10 42,31 26,88
8 1 0 53,88 43,13 59,13 48,26 55,81 17,52
9 1 1 64,82 34,66 73,52 44,37 94,07 75,25
10 0 0 56,92 43,17 81,27 78,70 81,70 75,80
11 0 0 46,79 38,00 77,47 74,09 74,00 89,16
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A Tabela 13 apresenta os efeitos da influéncia estatistica sobre a producdo
enzimética e os coeficientes do modelo de regressdo das variaveis escalonadas com 95% de

confianca.

Tabela 13 — Estimativa dos efeitos e o coeficiente do modelo de regressao para a producéo de
amilase, por atividade dextrinizante, no delineamento fatorial completo 32 com 144h de

fermentacao.
) Coeficiente de
Fatores Efeito Erropadrdao t(3) p-valor 3
regressao
Média 77,257* 2,906 26,582 0,0014 77,258
pH (L) -32,964 4,626 -7,126  0,0191 -16,482
pH (Q) -2,576 7,119 -0,362 0,7521 -1,288
Concentracdo (L) 30,039 4,626 6,494 0,0229 15,020
Concentracdo (Q) -8,505 7,119 -1,195 0,3547 -4,252
pH (L) x C (L) 7,272 5,665 1,284 0,3279 3,636

* considerados significativos estatisticamente

Através da analise dos efeitos, foi possivel observar que apenas os termos lineares
para pH e concentracdo foram considerados significantes estatisticamente diante da resposta
atividade dextrinizante, sendo que o pH apresentou efeito negativo e a concentracdo um efeito
positivo.

A validade do modelo foi verificada pela analise de variancia (ANOVA), Tabela 14,
considerando apenas 0s coeficientes estatisticamente significativos. O coeficiente de relacdo
ajustado (R?) foi igual a 92% e o valor do teste F calculado foi maior que o do F tabelado para
distribuicdo de F a 95% de confianca com os respectivos graus de liberdade, o que significa
que o modelo proposto representa o processo desenvolvido e estd adequado aos dados
experimentais. Os coeficientes ndo estatisticamente significativos foram excluidos do modelo

sendo incorporados ao residuo total.
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Tabela 14 — Anélise de variancia para U/mL dextrinizante com 144h de fermentacéo.

Soma Grau de Média
Fatores o ) . Fealc p-valor
guadratica liberdade quadratica
pH (L) 1629,923 1 1629,923 50,78153 0,019129
Concentracgéo
L 1353,512 1 1353,512 42,16973 0,022902
Falta de ajuste 141,795 6 23,632 0,73629 0,673823
Puro Erro 64,194 2 32,097
Total SS 3189,424 10

Ftab (0,95,1,10) = 4,96; e (L) = parametro linear

A partir da validacdo dos parametros de estudo, obteve-se 0 modelo linear de primeira
ordem que representa o comportamento da atividade enzimatica (U/mL) pelo método
dextrinizante, em fungdo do pH (x1) e da concentracdo (x2) (Equacdo 1), e descreve a
superficie de resposta e as curvas de contorno da producdo de amilase pela linhagem TP02, as

quais sdo respectivamente apresentadas na Figura 26 (a) e (b).
U/ML goxtrinizante = 77,258 — 16,482x; + 15,020x, (1)
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Figura 26 — Producédo de amilases em funcdo da concentracdo e do pH, quantificada através da
atividade dextrinizante. (a) superficie de resposta (b) superficie de contorno.

Analisando a Figura 26(b), na qual ha uma relacdo entre a concentracdo e o pH com
a atividade dextrinizante, pode-se notar que existe uma tendéncia para maiores atividades
dextrinizante (area mais escura da Figura) quando a concentracdo de manipueira estd em 100
(%). Esta faixa Otima esta relacionada quando o pH esta em torno de 7,5 e 9, que corresponde
aos pontos dos minimos. Quando diminuidos os valores da concentra¢do e aumentando o pH,

a atividade dextrinizante diminui. Dessa forma pode-se supor que existe uma tendéncia, como
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mostra o grafico de superficie de resposta, na diminuicdo da atividade quando o pH for maior
que 10.

A andlise para atividade sacarificante ndo apresentou nenhum valor estatisticamente
significante, porém, tal resultado foi justificado por interferéncias ocorridas durante a
realizacdo dos ensaios no ponto central. Contudo, analisando qualitativamente a tendéncia da
superficie de resposta gerada com a interacdo pH e concentragdo, apresentada na Figura 27,
pode-se observar um comportamento semelhante aquele descrito para atividade dextrinizante.
A faixa 6tima do pH esté voltada para os pontos de minimo, enquanto a faixa da concentracédo

esta acima do ponto central tendendo aos pontos de méximo.
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Figura 27 — Produgdo de amilases em fungdo da concentracéo e do pH, quantificada através da

atividade sacarificante. (a) superficie de resposta e (b) superficie de contorno.

Analisando os resultados obtidos através do planejamento, a melhor condigédo
estudada apresentou uma atividade enzimatica de 97,39 U/mL dextrinizante e 79,86 U/mL
sacarificante, cerca de 2 a 3 vezes maior em relagcdo ao ensaio com as condigdes iniciais
apresentados no item 5.4.2 para manipueira bruta (36,03 U/mL dextrinizante e 38,81 U/mL
sacarificante). Tal resultado ressalta a importancia dos estudos das variagdes nas condi¢des de
fermentacdo como alternativa para aumentar os niveis de producdo enzimatica por
microrganismos.

Trabalhos disponiveis na literatura demonstram estudos das diversas condigdes de
cultivo visando a maxima producdo de enzimas, seja através de planejamentos de
experimentos ou de outras ferramentas estatisticas. A maior parte dos trabalhos utiliza como
variavel de entrada, além dos parametros temperatura, agitacédo e pH, a composi¢do do meio
(diferentes tipos de fonte de carbono, de nitrogénio, suplementacGes com residuos, entre

outros), tendo em vista que é considerado como umas das etapas mais caras do processo e de
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extrema influéncia na produgéo (ANTO et al., 2006; EL-BANNA et al. 2007; KAMMOUN et
al., 2008; ROCHA, 2010; SILVA, 2012; DEB et al., 2013; ABD ELHALEM et al. 2015;
DASH et al., 2015).

El-Banna et al. (2007) estudou a producdo de amilase por Bacillus subtilis em
diferentes condicGes de fermentacdo. A méxima producgdo de amilase ocorreu no tempo de 48
horas, temperatura de 40°C e pH 7,5. Entre os carboidratos testados, a maxima producéo de
amilase ocorreu quando utilizado uma concentracdo de 1% de amido como fonte de carbono.
O microrganismo produziu altos niveis de amilase usando a peptona como fonte de
nitrogénio.

Kammoun et al. (2008) demonstraram que o0 uso de quantidades acrescidas de muitas
fontes de nitrogénio conduz a um aumento de expressdo de a-amilase, também, e seus
resultados experimentais mostraram claramente que o fosfato e magnésio desempenham um
papel importante na expressdo da enzima, destacando a importancia desses minerais para
producédo enzimatica.

Carvalho et al. (2007) estudou a influéncia das condicdes de cultivo sobre producéo
de a-amilase pelo termofilico Bacillus sp. SMIA-2. Os autores observaram uma producao
maxima de amilase pelo microrganismo Bacillus sp SMIA-2 quando utilizado amido soldvel
(2,5¢/L) como fonte de carbono. A suplementacdo com proteinas do soro de leite (0,25 g/L) e
peptona (2 g/L) proporcionaram uma maior atividade e uma reducdo no tempo de cultivo. Os
microrganismos crescido na temperatura de 50°C e com pH inicial de 8,5 tiveram um maior
desempenho na producdo da enzima.

E importante ressaltar que nesse trabalho foi utilizada apenas a composicao natural
da manipueira como meio de cultivo para producéo de amilases pelo microrganismo TP02. O
uso de suplementac6es nutricionais para encontrar as condi¢es 6timas do meio de producéo
poderia resultar em valores maiores de atividade enzimatica, uma vez que os resultados deste
planejamento mostraram um efeito positivo para variavel concentracdo de manipueira e a
mesma esta sendo utilizada no seu valor maximo (100%) impossibilitando um aumento da
faixa de estudo e, desta forma, limitando o fornecimento de nutrientes importantes para a
producdo aqueles presentes apenas na composi¢do da manipueira.

Apesar da existéncia de um bom numero de trabalhos sobre a producdo e as
propriedades de a-amilases bacterianas, as informagOes apresentadas na maioria dos casos
dificilmente podem ser generalizadas para diferentes linhagens. Isto se deve ao fato de que os
diferentes microrganismos se comportam de maneira variada frente a uma mesma condicdo de

incubacéo, podendo produzir enzimas com propriedades diversas.
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5.5.3.Condicdes otimas definidas

De acordo com Rodrigues e lemma (2005), a obtencdo de uma faixa 6tima das
variaveis € mais relevante do que um valor pontual, pois ele fornece informacdo sobre a
robustez do processo. No caso deste trabalho, sabendo-se que as regides de ponto 6timo dos
fatores variaram entre 80 a 100% para concentracdo de manipueira e 7,5 a 9 para pH, para
ambas as atividades, os valores propostos para corresponderem a condi¢do otimizada foram
pH 7,5 e concentracdo de manipueira 100%, além dos outros parametros ja fixados
anteriormente: agitacdo de 100 rpm, temperatura de 30°C e 144 horas de fermentacéo.

Essa fixacdo dos valores de pH e concentracdo, dentro da regido 6tima, foi tomada
com objetivo de utilizar somente o residuo manipueira e a menor quantidade possivel de base
(NaOH) para elevar o pH natural da manipueira, que € em torno de 6,5. Foi realizada uma
fermentacdo nas condicdes descrita acima, a fim de obter-se o caldo bruto enzimético para

caracterizacdo quanto ao pH 6timo e temperatura 6tima de hidrolise.

5.6. CARACTERIZACAO ENZIMATICA

5.6.1. Temperatura e pH 6timo de hidrdlise

De acordo com Macedo (2005), a determinacdo da faixa de pH e temperatura de
atuacdo de uma enzima é considerado de extrema importancia para manutencdo da sua forma
ativa durante uma reacdo enzimatica ou para sua inativacdo quando isso se fizer necessario.

As analises foram realizadas em triplicatas e os pontos representam as médias. As
barras de erros ficaram sobrepostas aos pontos, ndo sendo possivel visualiza-las, devido o erro
ser minimo.

A Figura 28 exibe o perfil da atividade enzimatica frente as variagdes de pH. O
extrato enzimatico bruto produzido pela estirpe TP0O2 apresentou atividade dextrinizante e
sacarificante maxima no pH 7, considerado como pH 6timo. No entanto, é possivel observar
que houve mais de um pico para atividade sacarificante, 0 que sugere a presenca de mais de
um tipo de enzima no extrato bruto. Tais resultados indicam a preferéncia dessa enzima por

meios &cidos e/ou neutro.
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Figura 28 — Caracterizagdo fisico-quimica da enzima bruta quanto a influéncia do pH sobre atividade
enzimatica.

Segundo Gupta et al. (2003), as amilases bacterianas apresentam uma faixa de pH
6timo de ligeiramente &cido a alcalinos. A maioria das linhagens de Bacillus usadas
comercialmente para a produg¢do de a-amilases bacterianas por fermentacdo submersa
apresentam pH 6timo entre 6 e 7. No entanto, o pH pode variar de acordo com o género e a
espécie da bactéria produtora.

As amilases bacterianas obtidas no trabalho de Rabalho (2002) apresentaram pH
6timo de 6,5. Deb et al. (2013) caracterizaram uma amilase extracelular produzida por
Bacillus amyloliquefaciens P-001 com o pH 6timo de 6,5. A estirpe Bacillus subtilis BI19
(DASH et al., 2015), isolada de amostras de solo, produziu amilases com pH 6timo na faixa
de 5-7.

A temperatura € um dos fatores que mais interferem na atividade enzimatica, uma
vez que regulam as reagOes catalisadas pela enzima, podendo acelerar ou inibir sua atividade.
E possivel observar que existe uma temperatura limite para cada enzima, acima da qual
comeca a perda gradativa da atividade possivelmente devido a desnaturacdo protéica pelo
calor, como resultado da perda da conformacéo nativa.

O perfil da influéncia do efeito da temperatura sobre a atividade enzimaética é
mostrado na Figura 29. Foi utilizada solu¢do de amido com pH 7, considerado 6timo para as
duas atividades. Observa-se que a melhor temperatura para atividade enzimatica esta entre 50-
70°C, sendo a maior atividade obtida na temperatura de 70°C. Como houve uma elevada

atividade sacarificante com o pH 5, foi analisada também a influéncia da temperatura sobre a



76

atividade quando a reacdo ocorre com o pH 5. E possivel verificar que a temperatura Gtima
quando utilizado o pH 5 esta na faixa de 60 a 70°C. E possivel observar que acima de 70°C, a
atividade da amilase caiu significativamente.

O extrato bruto produzido apresenta caracteristicas termofilas, ou seja, a enzima
produzida apresenta uma méaxima eficiéncia quando expostas a temperaturas mais elevadas
(70°C). Essa caracteristica torna a enzima produzida mais vantajosa, pois atende as exigéncias
de alguns processos de hidrolise nas industrias (GOMES et al., 2007; SUNDARRAM e
MURTHY et al., 2014).

Gupta et al. (2003) cita que a maioria das amilases bacterianas tem uma temperatura
6tima na faixa de 30 a 100°C, corroborando com os resultados alcangados nesse trabalho e em
diversos outros disponiveis na literatura.
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Figura 29 — Caracterizagdo fisico-quimica da enzima bruta quanto a influéncia da temperatura
sobre atividade enzimética.

As amilases produzidas, através de fermentacdo submersa no meio nutriente-
mandioca, pelas linhagens bacterianas isoladas por Rabalho (2002), apresentaram temperatura
méaxima na faixa de 50 a 80°C e um pH 6timo de 6,5.

A temperatura étima para a producdo da enzima por Bacillus sp., isolado a partir de
residuos da industria Dhal, foi de 60° C e um pH otimo de 6.5 (THIPPESWAMY et al.,
2006).
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Saxena e Singh (2011) encontraram um pH méaximo de 6 e uma temperatura maxima
de 50°C para amilase produzida pela bactéria RSA-27, isolada do solo. A atividade méxima
alcancada pela enzima produzida por Cronobacter sakazakii Jor52, foi obtida no pH 8 e
temperatura de 37°C (SAMANTA et al. 2013).
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6. CONCLUSAO

A manipueira é um residuo com potencial para processos biotecnologicos, desde
fonte de isolamento de microrganismos promissores na producdo de enzimas amiloliticas,
bem como substrato para fermentacéo.

A técnica de semeadura por esgotamento foi bem-sucedida. Foram obtidos oito
isolados sendo que trés apresentaram indices enziméaticos em meio sélido. O microrganismo
TP02 se destacou, pois se desenvolveu melhor em fermentagfes submersas. As maiores
atividades dextrinizante e sacarificante em fermentacdes submersas foram encontradas
quando utilizado manipueira como substrato do que quando utilizado um meio sintético.
Evidenciando o potencial do residuo como substrato para fermentaces.

O tratamento realizado na manipueira por alguns autores ndo apresentou grande
influéncia na producdo de enzimas amiloliticas, sendo, desta forma, mais vantajoso empregar
a manipueira na sua forma bruta.

A busca pela regido 6tima das condicfes de processo resultou em um aumento de 2 a
3 vezes maior que nas condi¢Oes iniciais, demonstrando a importancia do planejamento de
experimentos. As condi¢des otimizadas foram pH inicial de 7,5, temperatura 30°C, agitacao
100 rpm e concentragdo de manipueira 100%.

O extrato enzimatico bruto produzido apresentou um pH 6timo de 7 e uma
temperatura 6tima entre 50 a 70°C. Sendo considerado um extrato enzimatico com
propriedades termdfilas, caracteristica favoravel para diversas industrias.

Dessa forma, estudos de isolamento de microrganismos com atividade para amilases,
e do uso de residuos como substrato, visando a diminuicdo dos custos de producdo e o
aumento da disponibilidade de amilases, sdo considerados interessantes para 0 setor

industrial.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdo para trabalhos futuros seria estudar a cinética completa da producéo
da enzima e da hidrolise de diferentes fontes de amido.

Aplicar a enzima para producdo de &lcool tendo como matéria prima o amido e
estudar a cinética de producao.

Outra sugestdo seria recuperar e concentrar o caldo enzimatico bruto visando a

purificacdo da enzima e posterior imobilizacao.
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