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RESUMO

O Brasil possui grande quantidade de bagaco de malte disponivel no mercado com baixo
custo, o bagago de malte pode ser utilizado como suporte e fonte de nutrientes para
microrganismos que produzem enzimas em processos de cultivo em estado solido. Enzimas
sdo componentes organicos capazes de catalisar reacfes quimicas. A tecnologia enzimatica é
um dos campos mais promissores dentro das novas tecnologias para sintese de compostos de
alto valor agregado, quando comparadas a catalisadores quimicos, apresentam uma
caracteristica importante que € a especificidade pelo substrato e em promover somente uma
reacao bioquimica com seu substrato. Espécies do género Aspergillus tem sido utilizados para
a producdo de enzimas. Diante disso, este trabalho realizou o cultivo do Aspergillus sp.
FSDE16 em bagaco de malte com umidade de 70% utilizando dois tipos de solugdo de
umidificacdo: solucdo de sais (sulfato de amonio a 3,3 g/L, fosfato de potéssio a 1,5 g/L) e
apenas agua. Os melhores resultados de atividade foram obtidos com solu¢édo de umidificacédo
com sais, as 120h de cultivo com valores de CMCase 13,786 U/g, FPase 0,761 U/g e Amilase
18,336 U/g. A melhor faixa de pH para a atividade de amilase foi entre 4,5 e 5 e a melhor
temperatura para atividade de amilase foi de 70°C. Dessa forma o fungo Aspergillus sp.
FSDE16 apresentou capacidade de producédo de enzimas em bagaco de malte.

Palavras Chave: Aspergillus sp, Enzimas, Amilase



ABSTRACT

Brazil has a large quantity of malt bagasse available in the market with low cost, malt bagasse
can be used as support and source of nutrients for microorganisms that produce enzymes in
solid state cultivation processes. Enzymes are organic components capable of catalyzing
chemical reactions. Enzymatic technology is today one of the most promising fields within
the new technologies for the synthesis of high added value compounds, when compared to
chemical catalysts they have an important characteristic that is the substrate specificity and to
promote only a biochemical reaction with its substrate. Species of the genus Aspergillus have
been used for the production of enzymes. Therefore, this work carried out the cultivation of
Aspergillus sp. FSDE16 in 70% moisture malt bagasse using two types of humidification
solution: (3.3 g/L ammonium sulfate, 1.5 g/L potassium phosphate) and water only. The best
activity results were obtained with humidification solution with salts, the 120h culture with
CMCase values 13.786 U/g, FPase 0.761 U/g and Amylase 18.336 U/g. The best pH range for
amylase activity was between 4.5 and 5 and the best temperature for amylase activity was 70
°C. In this way the fungus Aspergillus sp. FSDE16 presented malt bag enzyme production
capacity.

Key words: Aspergillus sp, Enzymes, Amylase
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1- INTRODUCAO

Segundo o relatorio da Kirin Beer University (2015), o consumo de cerveja no mundo
em 2014 chegou a aproximadamente 189,06 bilhGes de litros, o Brasil foi o terceiro pais que
mais consumiu cerveja no ano, tendo 7% na quota de mercado global e apresentando valor
total de consumo de 13,146 bilhdes de litros de cerveja, 0s paises que mais consumiram
cerveja foram a China e os Estados Unidos com um consumo de 44,853 e 24,172 bilhdes de
litros de cerveja respectivamente.

O processo inicial da fabricacdo de cervejas gera o residuo bagaco de malte
(CORDEIRO, EL-AOUAR e GUSMAO,2012). O bagaco do malte é um dos principais
subprodutos da industria cervejeira e pode ser encontrado disponivel durante o ano todo em
grandes quantidades e a um baixo custo (MUSSATTO, DRAGONE e ROBERTO,2006). Este
bagaco € obtido a partir do processo de obtencdo do mosto, pela fervura do malte moido e dos
adjuntos, os quais apés a filtracdo resultam num residuo que € destinado para racdo animal
(AQUARONE,E. et al. 2001).

O bagaco de malte é o principal subproduto do processo cervejeiro, a cada 100 litros
de cerveja produzida sdo gerados em média entre 14 a 20 kg de bagaco (CORDEIRO, EL-
AOUAR e GUSMAO, 2012). Devido ao grande consumo e producdo de cerveja no Brasil 0
bagaco de malte pode ser encontrado facilmente no mercado com baixos custos e tanto em
pequenas quanto em grandes quantidades, podendo ser comprado a cerca de R$ 0,20 centavos
o0 quilograma ou comprado a cerca de R$ 175 reais a tonelada encontrados na MFRURAL.

O bagaco de malte pode ter diversas aplicacbes como alimentacdo e nutricdo animal,
producdo de energia por queima direta ou por producdo de biogas via fermentacdo anaerobia,
producdo de carvdo vegetal, cultivo de microrganismos e obtencdo de bioprodutos entre
outras aplicacfes (MATHIAS, MELLO e SERVULO, 2014).

Pelas caracteristicas 0 bagaco do malte pode ser utilizado como suporte e fonte de
nutrientes para microrganismos que produzem enzimas em processos de cultivo em estado
solido (ALEIXO JUNIOR, 2018). A utilizacdo desse meio de cultivo é uma alternativa de
aproveitamento do bagaco do malte e pode reduzir o custo de producdo enzimatica (WANG,
SAKODA e SUZUKI, 2001)

A obtencdo de enzimas, na maioria dos processos, ocorre a partir de microrganismos
devido a facilidade e o controle operacional via cultivo tendo os fungos como principais

microrganismos para a producgéo de enzimas (ORLANDELLI et al., 2012). No setor industrial
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as enzimas mais utilizadas sdo as proteases as quais ocupam 40% do mercado, seguidas das
amilases e celulases (SHARMA, R.; CHISTI, Y.; BANERJEE, U. C, 2001). As amilases
englobam entre 25% a 33% do mercado com diversas aplicacdes industriais (RAVINDAR e
ELANGOVAN, 2013).

O presente estudo tem o intuito de avaliar a producgéo de enzimas com foco na amilase
em um sistema de cultivo sélido utilizando o Aspergillus sp. FSDE16 e o bagaco de malte

como meio de cultivo.



2-

malte.

13

OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a cinética de producdo da amilase por Aspergillus sp. FSDE16 em bagaco de

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a producéo de amilases utilizando bagaco de malte como meio de cultivo com
diferentes solucdes de umidificacao.

Determinar a melhor hora de cultivo para a producdo de amilase pelo por Aspergillus
sp. FSDE16 ao longo de 240 horas.

Fazer a caracterizacdao da amilase produzida em relacdo ao pH e temperatura de maior

atividade enzimatica.
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3- REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cultivo em estado solido (CES)

O cultivo em estado sélido (CES) € o processo de crescimento de microrganismos em
substratos solidos com baixa quantidade de agua livre, essa dgua encontra-se ligada a fase
solida dessa maneira formando uma fina camada na superficie das particulas (ROCHA, 2010).

Dos parametros existentes que influenciam o processo a agua tem destaque no CES
devido ao seu acentuado grau de interagdo com as substancias que compdem a fase solida (
GERVAIS E MOLIN, 2003).

Desde 3000 a.C na China e em 1000 a.C no Japdo e sudoeste da Asia ja eram
reportados 0 uso do molho de soja (ARAUJO, 2004). Podendo concluir que o cultivo em
estado sdlido ja é utilizado h& muito tempo.

O CES e um processo vantajoso para a producdo de enzimas por fungos filamentosos
(ALEIXO JUNIOR, 2018). Esse tipo de processo apresenta condicdes de crescimento que se
aproximam as do habitat natural de fungos, dessa forma facilitando o crescimento dos
mesmos no substrato s6lido e consequentemente uma producdo de grandes quantidades de
enzimas (ROCHA, 2010).

Os processos de cultivo em estado solido necessitam das etapas de selecdo da matéria-
prima ou substrato, escolha de um microrganismo especifico, controle dos parametros de
cultivo e separacdo e/ou purificacdo dos produtos (GUTIERREZ-ROJAS et al, 1998). Os
fatores considerados mais importantes no processo sdo: umidade do meio de cultivo,
temperatura, pH e aeracao.

3.1.1 Umidade: O papel da &gua no CES é primordial devido ao seu encargo da
difusdo de solutos, metabdlitos inibitorios, gases e absorcao celular. Rocha (2010) afirma que
a umidade do substrato é um dos fatores que tem maior influéncia no processo e é variavel de
acordo com a natureza do substrato. Niveis de umidade muito elevados resultam em
diminuicdo da porosidade, elevacdo do risco de contaminacdo, baixa difusdo de gases como
oxigénio, reducdo do volume de gas e de trocas gasosas, ja niveis de umidade reduzidos
podem levar a um crescimento menor em comparagdo ao 6timo crescimento possivel para
aquele substrato especifico (LOSANE et al., 1985).
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3.1.2 Temperatura: O cultivo em estado solido é caracteristicamente exotérmico
apresentando grandes quantidades de calor liberadas as quais séo diretamente proporcionais a
atividade metabolica do microrganismo (ROCHA, 2010).

3.1.3 pH: Devido a heterogeneidade do CES o pH néo é facilmente controlado mesmo
sendo um fator relevante ( PANDEY, 2003). Dessa forma como uma tentativa de evitar
variagOes bruscas do pH é interessante a utilizacdo de substratos que apresentem uma elevada
capacidade tamponante ou uma adicdo na etapa de umidificacdo de solugdes-tampédo ao
substrato (DEL BIANCHI, MORAES, CAPALBO, 2001).

3.1.4 Aeracdo: A aeracdo tem como fungdes bésicas: eliminar didxido de carbono
formado, regulacdo da temperatura do substrato, ajuste do nivel de umidade e manter
condicdes aerdbicas (CORREIA, 2004). Existem diferentes maneiras de promover aeracdo do
substrato proporcionando uma melhor transferéncia de oxigénio, dentre elas: utilizacdo de
material poroso, utilizacdo de bandejas perfuradas, agitacdo do substrato, adicdo de ar forcado
dentro do reator, entre outros (DEL BIANCHI, MORAES, CAPALBO, 2001).

3.2 Producdo de enzimas a partir de fungos

Industrialmente enzimas de origem microbiana tem um grande potencial devido a
possibilidade de serem produzidas em ampla escala (SENA et al. 2006).

O reino Fungi apresenta um potencial elevado de aplicagdo em pesquisas, 0os fungos
sdo microrganismos heterotréficos, podem existir como saprofitos, como parasitas ou
simbiontes, para sobreviver absorvem nutrientes a partir de substratos (ALEIXO JUNIOR,
2018). Por serem um dos principais decompositores de matéria organica os fungos estdo
sendo usados como fonte preferencial para a producio de enzimas (CORREA et al. 2014).

Espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium tem sido utilizados para a producéo de
enzimas (GAUTAM, KUMAR e DUTT, 2016). Normalmente enzimas produzidas pelos
microrganismos citados estdo associadas a degradacdo de polissacarideos de plantas como
celulose, hemicelulose, amido e outros carboidratos (SAINI, SAINI e TEWARI, 2015).

O género Aspergillus ¢ um dos mais comuns entre os fungos filamentosos e também
um dos mais estudados, as espécies desse género podem ser encontradas na superficie, no ar e
na agua tanto em animais quanto em vegetais e associados a deterioracdo de materiais
organicos principalmente em regides de clima tropical (ROCHA, 2010).

Rosa, Campos e Baroni. (2002) declarou que a taxonomia reconhece 150 espécie do

género todavia apenas 30 sdo bem definidas e facilmente distinguiveis. As coldnias
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inicialmente sdo brancas, amarelas e passam para uma coloragdo marrom ou negra (ROCHA,
2010).

E possivel classificar Aspergillus sp a partir da classificacdo de Couri, (1993) dessa
forma temos: Reino Fungi; Divisdo Eumycota; subdivisdo Deuteromycotina; Classe
Hyphomycetes; Ordem Moniliales; Familia Moniliaceae; Género Aspergillus; Espécie sp.

Rocha (2010), cita diversas classes de enzimas produzidas pelo Aspergillus niger com

relevancia comercial como celulase, lactase, protease, amilase e diversos outras enzimas.

3.3 Amilases

Enzimas sdo componentes organicos capazes de catalisar reagbes quimicas. A
tecnologia enzimatica é um dos campos mais promissores dentro das novas tecnologias para
sintese de compostos de alto valor agregado. Comparadas a catalisadores quimicos
convencionais apresentam uma caracteristica que ¢é a especificidade pelo substrato e também

promovendo somente uma reacdo bioquimica com seu substrato (ROCHA, 2010).

Os processos industriais biocatalisados apresentam menor impacto ambiental e
também menor consumo energético, uma vez que as enzimas sao biodegradaveis e sendo
altamente especificas minimizam os efeitos indesejaveis, além disso podem ser usadas para
substituir produtos quimicos como compostos causticos, acidos e solventes tdxicos que

agridem e provocam o desgaste de materiais (ROCHA, 2010).

As amilases comecaram a ser produzidas no comeco do século XX em decorréncia do

interesse industrial da producéo de glicose a partir de materiais amilaceos (ROCHA, 2010).

O amido é o principal polissacarideo de reserva do reino vegetal, com destaque para as
producdes mais importantes economicamente, como o trigo, o arroz, milho, mandioca e batata
(ALEIXO JUNIOR, 2018).

Em relacdo ao seu modo de acdo as enzimas amioliticas podem ser divididas em duas
grandes categorias: as endoamilases, as quais catalisam a hidrolise das ligacfes glicosidicas
do tipo a-1,4 de maneira aleatoria no interior da molécula de amido gerando oligossacarideos
ramificados e lineares de varios comprimentos de cadeias, e as exoamilases, as quais
hidrolisam sucessivamente ligacGes glicosidicas e partir da extremidade ndo redutora das
mesmas, resultado em produtos finais pequenos (ROCHA,2010; GUPTA et al, 2003).
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No setor industrial as mais utilizadas sdo as proteases, que ocupam 40% do mercado
de enzimas, seguidas das carboidrases (amilases e celulases) e lipases (SHARMA, CHISTI,
BANERJEE, 2001). As amilases podem atuar em diversos setores industriais como na
industria de producdo de detergentes na etapa de remocdo de manchas de amido, na
panificagdo para o aumento da acidez e volume do p&o e na inddstria de bebidas (GUPTA et
al. 2008).
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4- METODOLOGIA
4.1 Microrganismo
O microrganismo utilizado foi o Aspergillus sp. FSDE16 isolado durante a realizagdo
do trabalho de Carvalho-Gongalves (2017). A cultura foi mantida em placas de Petri com
meio Agar Batata Dextrose (BDA) incubadas durante 7 dias a 30°C e posteriormente

mantidas sob refrigeracdo. A Figura 1 mostra o crescimento do fungo em uma placa de Petri.

Figura 1: Aspergillus sp. FSDE16 em placa de petri.

Fonte: Autor

Para obtencdo dos esporos foi utilizada agua destilada esterilizada com quantidade
suficiente para cobrir a placa. Apos raspagem dos esporos, foi retirado 1mL da suspenséo e
diluido com 6mL de agua destilada esterilizada. A contagem foi realizada em camara de
Neubauer, contando um total de 5 quadrantes (4 extremidades e o central), utilizando a

equacdo 1 abaixo € possivel encontrar a concentragdo de esporos por mL .

5
Ce (esporos/mL) = Z n x5x 10%x fd (eql)

1
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Em que:

Ce = Concentracdo de esporos (esporos/mL);

¥n = soma algébrica do nimero de esporos contados na camara de Neubauer (quatro
extremidades e o centro);

5 = fator para expandir para os 25 quadrantes da camera;

10* = constante para a conversdo de mm?3 para cm3nimero total de quadriculos na cdmara;

fd = fator de diluicéo utilizado.

Para inocular o meio de cultura foi calculado o volume necessario para ter uma

concentragio de 10° esporos por grama de meio de cultivo, a equacéo 2 é apresentada abaixo.

Cd (m) xm (g)

Vi = granelzzporo (eq2)
e (=)

Em que:

Vi = volume de inéculo (mL);

Cd = concentracéo de indculo desejada (esporos/g) = 10°
m = massa de meio de cultivo usada (g) = 100 gramas;

Ce = concentragéo de esporos da suspenséo (esporos/mL).

4.2 Cultivo

O meio de cultura utilizado para a producdo de enzimas a partir do Aspergillus sp
FSDE16 foi o bagaco de malte. O bagaco de malte foi 0 mesmo utilizado no trabalho Aleixo
(2018) sendo residuo da producdo de cerveja artesanal do tipo Blond Ale, que foi seco em
estufa com circulacdo de ar a 55°C, posteriormente armazenado a temperatura ambiente. A
Figura 2 mostra o bagaco de malte utilizado.
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Figura 2: Bagago de malte usado nos cultivos.

Fonte: Autor

Para avaliar a solucdo de umidificacdo do bagaco de malte foram realizados cultivos
usando como solucdo de umidificacdo agua destilada e cultivos usando solucdo de sais (
sulfato de amonia 3,3 g/L e fosfato de potéssio 1,5 g/L). Todos os cultivos foram realizados
em duplicata.

A umidade do bagago de malte foi ajustada para 70%. O ajuste da umidade seguiu a

equacdo 3 abaixo:

Ms * (Ud — Us)
Mgy = T —Ud (eq3)

Em que:

Msu = massa da solucdo de umidificagéo adicionada (g);
Ms = massa do substrato (g);

Ud = umidade desejada (%);

Us = umidade do substrato (%).

Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 1000 mL com 100 gramas de
bagaco de malte umidificado. Os meios de cultivo foram esterilizados em autoclave a 121°C e
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1 atm durante 15 minutos. A Figura 3 abaixo apresenta o bagago de malte umidificado apos
esterilizag&o.

Figura 3: Bagaco de malte esterilizado pronto para inoculagéo.

Fonte: Autor

O volume de in6culo encontrado usando a equacéo (2) foi adicionado ao frasco de
Ernlemeyer de 1L com meio j& esterilizado e foi realizada uma agitacdo manual a fim de
espalhar os esporos na maior parte possivel dos 100g de meio de cultivo. O cultivo ocorreu
durante 5 dias a pressdo atmosférica e temperatura média de 30°C.

Nos cultivos para verificar a influéncia da solugdo de umidificagcdo apds o quinto dia
de cultivo foi realizada extracdo das enzimas produzidas. Escolhida a solugdo de umidificacéo
foram realizados cultivos com a solucdo escolhida, nas mesmas condi¢des, agora retirando
amostra a cada 24 horas de cultivo durante 10 dias.

A extracdo foi realizada com a incubacdo do meio cultivado com &gua destilada
seguindo uma proporg¢do substrato solvente de 1g de substrato para 30mL agua destilada, a
extracdo ocorreu durante 30 minutos sob agitacdo manual. Por fim foi filtrado com papel de

filtro qualitativo e congelado para futura analise da atividade enzimatica.
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4.3Atividade enzimética

4.3.1 Atividade de Amilase

A determinacdo da atividade enzimatica seguiu a equacgdo 4, apresentada abaixo, foi
utilizado o método de Aiyer(2004) com modificagdes. Em banho termostatico a 50°C foi
adicionado um tubo de ensaio contendo 0,25mL de amido soltvel 1% em tampao citrato de
sodio pH 5,0 e 0,25mL da amostra proveniente da extracdo enzimatica. A reacao ocorreu por
30 minutos, os agucares redutores foram determinados pela técnica do &cido dinitrosalicilico
(DNS).Foram preparados ensaios controle contendo 0,25mL de extrato enzimatico e 0,25mL
de tampdo citrato de sodio pH 5,0. O branco do espectrofotdmetro foi preparado com 0,5 mL
de tampdo citrato de sodio pH 5,0 e 0,5mL de DNS. As leituras foram realizadas em 540nm, a
conversdo das leituras de absorbancia em concentracdo foi realizada utilizando solucéo de
glicose como padrdo (MILLER, 1959).Uma unidade de atividade enzimatica corresponde a
guantidade de enzima capaz de liberar 1,0 pumol de glicose por minuto nas condi¢des do
método proposto (ALVA et al., 2007).

) u\y ((A-B).f.d.v.R)
Amilase <§) T 018.t.Ve (eq®)

Em que:

A = absorbancia da amostra;
B = absorbancia do branco da amostra;
f = fator de conversdo da curva;
d = diluicdo da amostra;
V = volume total do meio de reacdo (mL);
0,18 = fator de conversao de miligramas para umol de glicose;
t = tempo de reacdo (min);
Ve = volume da enzima no meio de reac¢do (mL);

R = razéo volume de solvente por grama de meio cultivado (mL/g).
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Foram também realizadas atividades de amilase, para determinar a melhor condicgéo de
pH, variando o pH de 3 a 6,5 com um passo de 0,5 na solugdo de amido 1% mantendo a
temperatura a 50°C. Na melhor condicé@o de pH encontrado foi determinada a temperatura de
maior atividade de amilases variando a temperatura de 30 a 70°C com um passo de 20°C,

mantendo o pH a 5,0.

4.3.2 Atividade CMCase e FPase

As atividades enzimaticas CMCase e FPase foram realizadas de acordo com a
metodologia de Ghose (1987). Para CMCase foi utilizado solucdo a 4% de
carboximetilcelulose (CMC) em tampdo citrato de sodio (pH = 5,0) durante 10 minutos e para
FPase foi utilizado uma tira (1x6 cm) de papel de filtro e tampéo citrato de sodio (pH = 5,0)
durante 1 hora de reacdo. A quantificacdo dos agUcares redutores liberados foi realizado pela
andlise de DNS .

Para a determinacdo dos valores de CMCase foi utilizada a seguinte equacao:

(A—B).£.d.V
CMCase (U/g) = W (€q5)

Em que:

A = Absorbancia da amostra;

B = Absorbancia do controle da amostra;

f = Fator de conversdo da curva de calibracdo (mg/mL);
d = Dilui¢cdo da amostra (mL/qg);

V = Volume total do meio de reagdo (mL);

0,18 = Fator de converséo de mg para pumol de glicose;
t = Tempo de reacdo (min);

Ve = Volume da enzima no meio de reagdo (mL).

Para a determinagéo dos valores de FPase foi utilizada a seguinte equag&o:



(A—B).f.d.V

FPase (U/8) = 518 1.ve

Em que:

A = Absorbancia da amostra;

B = Absorbancia do controle da amostra;

f = Fator de converséo da curva de calibragdo (mg/mL);
d = Diluicdo da amostra (mL/qg);

V = Volume total do meio de reacdo (mL);

0,18 = Fator de converséo de mg para pumol de glicose;
t = Tempo de reacdo (min);

Ve = Volume da enzima no meio de reacdo (mL).

24

(eq6)
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacao da solucdo de umidificacdo do bagaco de malte

Como solucédo de umidificacdo foram avaliadas a utilizacdo de agua destilada (sem
sais) e uma solucdo com sulfato de amonia e fosfato de potassio (com sais). O bagago de
malte foi umedecido com as respectivas solugcdes e apos inoculagdo foi incubado durante 5
dias.

A atividade enzimatica foi maior no meio de cultivo umidificado com sais (sulfato de
amonio a 3,3 g/L, fosfato de potéssio a 1,5 g/L). A Figura 4 apresenta os valores de CMCase,
FPase e amilase para o cultivo de 120h.

Figura 4: Atividade enzimatica para cultivos com e sem sais.

25

18.336

20
~—
= 13.786
2 15
a) -
= ® Sem sais
o .
S 10 m Com sais
©

5
1.212
0 —
CMCase Fpase Amilase

Fonte: Autor

Os sais adicionados ao bagaco de malte sdo fontes de nitrogénio e fosforo para o
microrganismos, sendo estes componentes essenciais para o desenvolvimento do mesmo, a
adicdo dos sais trouxe beneficios a sintese das amilases.

Cunha et al. (2012) obteve em sua melhor producdo de CMCase 0,432 U/mL
utilizando Aspergillus niger A12 em 30h de cultivo em estado submerso onde a melhor
atividade de CMCase do Aspergillus sp. FSDE16 foi de 0,919 U/mL . J& Rocha (2010) obteve
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maior atividade celulasica igual a 7,20 U/g a partir do Aspergillus nigerATCC 16404 com
fermentacdo em estado sélido utilizando residuo de arroz e maracuja como meio de cultivo.

Aleixo Janior (2018) utilizou Penicillium sp. FSDE 15, bagaco de malte com 70% de
umidade como substrato com 10° esporos/g para producdo de enzimas, obteve maiores
resultados as 120h de cultivo com CMCase de 12,4 U/gms, FPase 11,02 U/gms e amilase de
30,6 U/gms.

5.2 Cinética de producéo de amilases

Com os resultados obtidos do ajuste da umidade do meio de cultivo, foi escolhido o
ajuste utilizando sais para a realizacdo de uma curva de producdo de amilase durante 240h (10

dias) com o intuito de encontrar o dia em que ocorre o pico de producdo de enzimas.

A Figura 5 apresenta os valores da atividade enzimatica da amilase de 0 a 240h com

um passo de 24h.

Figura 5 :Atividade de amilase durante 240h de cultivo.
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Fonte: Autor

Constatou-se que a maior producdo de amilase ocorreu as 120h (5° dia) 17,427 U/g e
apos esse periodo ocorreu uma reducdo da atividade de amilases até as 240h. Este fato é
comum de ocorrer na producao de enzimas e pode estar associado as transformagdes ocorridas

no meio de cultivo, com o acimulo de outros metabolicos que podem degrada a amilases
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produzidas. Rocha (2010) realizou um estudo cinético da atividade amilésica durante 12 dias
utilizando Aspergillus nigerATCC 16404 com cultivo em estado solido utilizando residuo de
arroz e maracuja como meio de cultivo a 28°C, obteve ao quinto dia 12,10 U/g de atividade

amilasica.

As Figuras 6, 7, 8, 9 e 10 ilustram o crescimento do microrganismo no meio de cultivo

em dias especificos, sendo 48h, 72h, 96h, 120h e 240h respectivamente.

Figura 6, 7 e 8 :Crescimento do cultivo em 48h, 72h e 96h.

Fonte: Autor

Figura 9 e 10 :Crescimento do cultivo em 120h, 240h.

Fonte: Autor
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5.3 Caracterizagdo da amilase produzida em relagéo ao pH
Na caracterizacdo da amilase em relacdo ao pH, foram realizadas atividades
enzimaticas a 50°C e com o pH variando de 3 a 6,5. A Figura 11 apresenta os valores da

atividade enzimaética para as solug¢fes de amido 1% com diferentes pH.

Figurall :Atividade amilase com diferentes pH
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Fonte: Autor

Foi observado que a faixa de pH que apresenta maior atividade amilasica (U/g) é entre
4.5 e 5 com valores de atividade enzimética de 15,180 (U/g) e 17,427 (U/g) respectivamente.
No entanto observando os dados pode-se ver que entre o pH 3 a 5,5 a variagéo da atividade de
amilase é pequena, ou seja, podemos considerar que a enzima produzida atua bem na faixa de
pH &cido de 3 a5,5.

No trabalho de Aleixo Janior (2018) que utilizou Penicillium sp. FSDE 15 e o bagaco de
malte a atividade de amiliase 6tima também foi em pH 5, mas a atividade reduziu a
aproximadamente 20% do valor inicial para pH entre 3 e 4. Como o pH € uma variavel que sofre
alteracdo ao longo do processo, trabalhar com uma enzima que apresente uma faixa maior de pH

pode ser interessante.
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5.4 Caracterizacdo da amilase produzida em relacdo a temperatura

Foram realizadas atividade enzimatica da amilase nas temperaturas, 30°C, 50°C e

70°C a um pH constante de 5. A Figura 12 apresenta os valores da atividade amilasica (U/g).

Figura 12 :Atividade amilase com diferentes temperaturas.
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Fonte: Autor

A atividade realizada a 70°C apresentou maior atividade enzimatica com 19,878 U/g
qguando comparado com 30°C e 50°C os quais apresentaram atividade de 15,453 U/g e 17,427
U/g respectivamente. Aleixo Janior (2018) encontrou resultados semelhantes quando utilizou
Penicillium sp. FSDE 15 e bagaco de malte, ou seja, maior atividade de amilase a 70°C, mas
com reducdo de atividade de 80% quando utiliza temperatura de 30°C. A depender do
processo em que a enzima seré utilizada pode ser interessante ter uma condicdo de trabalho
Otima em temperatura mais baixas, proximas a temperatura ambiente.

Este € um estudo inicial da producdo de amilases usando o bagago de malte por fungos
que foram isolado da regido. Neste trabalho foi percebido o potencial do Aspegillus sp FSDE
16 na producdo de amilases, e a enzima produzida possue caracteristicas de atuagdo em
condicbes de pH e temperatura em ampla faixa. E necessario estudos que avaliem a
estabilidade da enzima nestas condi¢cGes de operacdo bem como realizar a hidrolise de

matéria-prima que contenha amido.
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6- CONCLUSAO

E possivel a producdo de enzimas a partir do cultivo do Aspergillus sp. FSDE16
utilizando como substrato o bagagco de malte. O trabalho apresentou resultados de producao
de amilase satisfatorio com base na producéo de outros pesquisadores.

A fermentacdo apresentou vantagens pelas condigdes de crescimento do
microrganismo se apresentaram viaveis em temperatura média de 30°C, dessa forma sendo
uma producdo vantajosa na regido, alem disso a melhor producdo de enzimas necessitou de
uma solucdo de umidificacdo simples composta apenas com uma solucdo de sulfato de
amonio e fosfato de potéassio.

O bagaco de malte se apresentou como um meio de cultivo bastante viavel e promissor
por ser um residuo industrial com disponibilidade o ano todo no mercado brasileiro, por
apresentar baixo custo e ter facilidade em encontrar no mercado tanto em pequenas quanto em
grandes quantidades.

Os valores de pH e temperatura para melhor atividade de amilase mostrou que a
enzima produzida trabalha bem em amplas faixa, podendo assim ser utilizada em diferentes

aplicacdes.
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