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RESUMO

A producdo agricola brasileira gera uma grande quantidade de residuos, o que faz da sua correta
reutilizacdo um grande desafio enfrentado atualmente pelas agroinddstrias. Dentre os residuos
agroindustriais, esta incluso o bagaco de malte, que € um subproduto gerado a partir do processo
de producdo de cerveja. Uma das alternativas para o reaproveitamento de residuos
agroindustriais é sua utilizagdo como substrato para cultivo de microrganismos em fermentacao
em estado solido, visando a obtencdo de bioprodutos de interesse econdémico. Um destes
produtos sdo as amilases, grupo de enzimas que atuam sinergicamente na hidrolise de moléculas
de amido e possuem ampla utilizagdo em diversos tipos de industria. Diante disso, este estudo
teve como objetivo a avaliacdo da termoestabilidade e das condicdes de extragcdo das amilases
produzidas por Aspergillus sp. FSDE16 em cultivo composto por bagaco de malte umidificado
com solucdo de sais. Para avaliacdo da termoestabilidade das amilases, o extrato enzimatico foi
incubado nas temperaturas de 30 °C, 50 °C e 70 °C, durante 8 horas, e sua atividade foi
monitorada ao longo deste periodo. Ja para o estudo das condi¢Bes de extracdo, foi realizado
um planejamento fatorial experimental 23 com 3 repeti¢bes nos pontos centrais, avaliando-se
o0s parametros de velocidade de agitacao (100, 150 e 200 rpm), tempo de extracdo (20, 40 e 60
minutos) e razdo de solvente por massa de meio (10, 20 e 30 mL/qg), e utilizando-se das
atividades por massa de meio (U/g) e por volume de extrato (U/mL) como respostas de saida.
Os resultados mostraram que a termoestabilidade das amilases produzidas é comprometida com
0 aumento da temperatura, sendo que, ao final das 8 horas de incubacéo, as atividades relativas
para as temperaturas de 30 °C, 50 °C e 70 °C foram de 117,6%, 78,7% e 24,6%,
respectivamente. Com relacdo as condi¢cdes de extracdo, foi observado que os melhores
experimentos, para a resposta de atividade em U/g, foram 0 6 (100 rpm, 60 minutos e 30 mL/qg)
e 05 (200 rpm, 60 minutos e 30 mL/g), cujas atividades foram iguaisa 11,43 + 0,49 U/g e 10,86
+ 0,22 Ul/g, respectivamente. J& para a resposta de atividade em U/mL, os melhores
experimentos foram o 10 (150 rpm, 40 minutos e 20 mL/g), o 8 (200 rpm, 60 minutos e 10
mL/g) e 0 2 (200 rpm, 20 minutos e 10 mL/g), que proporcionaram atividades enzimaticas
iguais a 0,499 £ 0,011 U/mL, 0,497 + 0,055 U/mL e 0,487 = 0,080 U/mL, respectivamente.

Palavras-chave: Amilases, termoestabilidade, extracdo, Aspergillus sp. FSDE16, bagaco de

malte



ABSTRACT

The Brazilian agricultural production generates a large amount of waste, therefore its correct
reutilization is a great challenge currently faced by agro-industries. Among the agro-industrial
waste, it is included the malt bagasse, which is a by-product generated by beer brewing
processes. One of the ways to reuse agro-industrial waste is by utilizing it as a substrate to grow
microorganisms with the goal of producing bio-products of economic interest by solid-state
fermentation. An example of these bio-products are the amylases, a group of enzymes that act
synergistically to hydrolyze starch molecules and are utilized by several types of industries. In
the face of this, this study has the goal of evaluating the thermostability and the conditions for
extraction of amylases produced by Aspergillus sp. FSDE16 in a medium composed by malt
bagasse humidified with a solution of salts. Thermostability evaluation was carried by
incubating the enzyme extract at 30 °C, 50 °C and 70 °C during 8 hours, and by monitoring its
activity during the process. While the optimum conditions of extraction were obtained from an
experimental factorial design 2° with 3 center points. This design evaluated the effects of
agitation speed (100, 150 and 200 rpm), extraction time (20, 40 and 60 minutes), and
solvent/sample ratio (10, 20 and 30 mL/g) on the activity per mass of medium (U/g) and on the
activity per volume of extract (U/mL). The results showed that the thermostability of the
amylases is compromised by temperature increase, and that after 8 hours of incubation the
relative activities at 30 °C, 50 °C and 70 °C were equal to 117.6%, 78.7% and 24.6%,
respectively. In regard to the conditions of extraction, it was observed that the best experiments
for activity in U/g unit were the numbers 6 (100 rpm, 60 minutes and 30 mL/g) and 5 (200 rpm,
60 minutes and 30 mL/g), whose activities were equal to 11.43 + 0.49 U/g and 10.86 + 0.22
U/g, respectively. While for the activity in U/mL unit, the best experiments were the numbers
10 (150 rpm, 40 minutes and 20 mL/g), 8 (200 rpm, 60 minutes and 10 mL/g) and 2 (200 rpm,
20 minutes and 10 mL/g), whose activities were equal to 0.499 + 0.011 U/mL, 0.497 + 0.055
U/mL and 0.487 + 0.080 U/mL, respectively.

Keywords: Amylases, thermostability, extraction, Aspergillus sp. FSDE16, malt bagasse
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um dos lideres mundiais em producdo agricola, atividade que ocasiona uma
grande geracdo de residuos agroindustriais. A fermentacdo em estado solido é uma técnica que
apresenta alternativas de como lidar com esses residuos gerados, diminuindo possiveis
impactos ambientais e agregando valor econdmico a esses subprodutos, através da producéao de
substancias de interesse comercial (PINTO et al., 2005). Dentre esses produtos de interesse,

destacam-se as enzimas.

A producdo de cerveja no Brasil apresenta uma tendéncia crescente nos ultimos 30 anos,
e, em 2016, alcancou o patamar de 14 bilhdes de litros, colocando o Brasil como terceiro maior
produtor mundial de cerveja, atrds apenas da China e dos Estados Unidos (MARCUSSO;
MULLER, 2017). O setor cervejeiro € um dos mais relevantes para a economia brasileira e sua
extensa cadeia produtiva é responsavel por 1,6% do Produto Interno Bruto (PIB) e 14% da
inddstria de transformacdo nacional (CERVBRASIL, 2017).

Ao final de 2018, 210 novas fébricas de cerveja abriram as portas no Brasil, fazendo o
nimero total de cervejarias instaladas no pais chegar a 889 (MARCUSSO; MULLER, 2019).
O principal subproduto gerado pela producdo de cervejas é o bagaco de malte, com sua
producdo estimada entre 14 e 20 kg para cada 100 litros de cerveja processada (OLIVEIRA et
al., 2016). Portanto, é estimado que entre 1,96 milhdes e 2,8 milhdes de toneladas de bagacgo de
malte sejam produzidas anualmente no Brasil, tornando o bagago de malte um bom candidato

para ser utilizado como substrato para producdo de enzimas.

A utilizacdo de enzimas em processos industriais continua a crescer, impulsionada pelo
desenvolvimento de novas tecnologias, producdo através de engenharia genética e pelo
surgimento de novas aplicagcdes (REINHER et al., 2014). Enzimas, como celulases, amilases,
proteases, lipases e pectinases, tém sido aplicadas amplamente pelas industrias de tecidos,
detergentes, de alimentos e bebidas, de couro e na dieta de animais para 0 aumento da digestéo
de fibras (GRIEBELER et al., 2015).

Amilases sdo enzimas classificadas como hidrolases, que hidrolisam, especificamente,
moléculas de amido gerando maltose, dextrina e glicose. As enzimas amiloliticas possuem
grande destaque em processos biotecnolégicos da atualidade e podem ser obtidas a partir de
diversas fontes, como animais, plantas e microrganismos (COELHO et al., 2018). Sua

especificidade na hidrélise de substancias amilaceas faz com que sejam bastante utilizadas nas
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indUstrias de bebidas e alimentos, téxteis, de papel, farmacéutica, de detergentes, entre outras
(BENASSI, 2018).

De acordo com seu mecanismo de atuacao, amilases podem ser divididas em a-amilases,
B-amilases e glicoamilases, das quais as a-amilases sdo consideradas mais importantes (LUFT,
2016; CARVALHO et al., 2008). O po concentrado de a-amilases produzidas por Aspergillus
oryzae, com atividade enzimética de, aproximadamente, 30 U/mg, pode ser encontrado no
mercado pelo valor de R$ 29,80 por grama, para a embalagem de 50 gramas. Enquanto o pacote
contendo 1 grama das a-amilases produzidas por Bacillus subtilis, com atividade aproximada
de 380 U/mg, também sob forma de pd concentrado, é vendido por R$ 1921,00 (SIGMA-
ALDRICH, 2019).

A termoestabilidade é uma caracteristica desejavel para amilases em processos
industriais, visto que a hidrolise do amido deve ocorrer em altas temperaturas para obtencéo de
acucares simples (GONCALVES, 2006). Uma possivel termoestabilidade limitada afeta o uso
de amilases em processos industriais que necessitem de incubagdo prolongada a altas
temperaturas (LEMOS et al., 2003).

Para maxima producdo de enzimas, é fundamental a otimizacdo das condicdes de
extracdo, de modo a se obter um processo que conduza ao extrato enzimatico de maxima
atividade (MENONCIN, 2007). A eficiéncia do processo de extracdo é um fator critico para a
analise econbmica do processo geral e sua otimizacdo pode reduzir ainda mais o0s custos totais
do processo de producdo de enzimas (CASTILHO et al., 2000).
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar as condi¢cdes de extracdo e a estabilidade
térmica das enzimas produzidas pelo Aspergillus sp. FSDE16 por fermentacao em estado solido

com bagaco de malte como substrato.
2.2. Objetivos especificos

1. Produzir amilases através de cultivo do Aspergillus sp. FSDE16 em meio solido

umidificado com bagago de malte como substrato.

2. Avaliar a estabilidade térmica das amilases produzidas anteriormente para as
temperaturas de 30 °C, 50 °C e 70 °C, durante 8 horas de incubagao.

3. Delinear um planejamento experimental fatorial para avaliar as condi¢fes de extracao

das amilases;

4. Verificar as melhores condicfes de extracdo das amilases, com relacdo as variaveis de
velocidade de agitacéo (100, 150 e 200 rpm), tempo de extracdo (20, 40 e 60 minutos)

e razdo entre volume de solvente por massa de meio de cultivo (10, 20 e 30 mL/g).
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1. Residuos agroindustriais

Residuos agroindustriais sdo definidos como subprodutos obtidos a partir do
processamento industrial de alimentos. Estima-se que perdas consideraveis de produtos
agricolas ocorram durante as diversas etapas do processo produtivo, o que acarreta uma elevada
geragdo de residuos no processamento de produtos agropecuarios (NASCIMENTO FILHO;
FRANCO, 2015). A minimizacdo ou reaproveitamento de residuos tem sido foco das
agroindustrias, através do estabelecimento de novas utilizacbes para produtos e subprodutos

agropecudrios em substituicdo aos recursos ndo-renovaveis (ROSA et al., 2011).

Os avancos significativos no desempenho do agronegdcio provocaram o aumento do
consumo de matérias-primas e da geracdo de residuos pelas agroindustrias (ROSA et al., 2011).
Esta geracdo de residuos é um problema crescente, pois grande parte destes ndo possui
destinacdo adequada, mesmo possuindo grande potencial de reaproveitamento em processos
nos quais residuos ricos em matéria organica podem ser usados como fonte de nutrientes
(ORTENZIO et al., 2015). A producéo de residuos agroindustriais gera milhares de toneladas,
sendo de interesse agregar valor econémico a estes subprodutos através da sua reutilizacdo, uma
vez que sdo materiais ricos em compostos bioativos (NASCIMENTO FILHO; FRANCO,
2015).

Diversos tipos residuos produzidos pela agroindustria tém sido empregados para
obtencdo de produtos biotecnoldgicos, devido a sua alta disponibilidade e por representarem
uma fonte alternativa com baixo valor comercial (MANERA et al., 2011). Entretanto, em
muitos casos, 0s subprodutos séo considerados custo operacional para as empresas, levando a
seu descarte indevido, tornando-os fontes de contaminacdo (NASCIMENTO FILHO;
FRANCO, 2015).

Dentre os processos biotecnoldgicos que fazem uso de residuos agroindustriais, destaca-
se a producdo de enzimas. Estima-se que cerca de 30 a 40% do custo envolvido na producéo de
enzimas € atrelado ao meio de cultura utilizado para o crescimento dos microrganismos,
portanto a reutilizacdo de residuos permite uma reducdo nos custos de producdo (MANERA et
al., 2011). Residuos agroindustriais podem, ainda, ser utilizados para obtencdo de produtos

quimicos e biologicos de maior valor agregado, como proteinas, alcoois, aminoacidos, acidos
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organicos, fertilizantes, metabdlitos secundarios biologicamente ativos, 6leos essenciais e
aditivos (NASCIMENTO FILHO; FRANCO, 2015).

3.2. Bagaco de malte

O gréo de cevada é considerado o de quinta maior importancia econémica entre 0s
cereais no mundo e tem como seu principal uso a producdo de cervejas. Entretanto, as enzimas
presentes nos grdos in natura ndo sdo capacitadas para transformar o amido da cevada em
acucares fermentesciveis, necessarios para a producdo de cerveja (BELETI; DUARTE;
GEORG-KRAEMER, 2012). Para serem utilizados pela industria cervejeira, os graos de cevada
devem ser convertidos a malte. Dentre as diversas variedades de cevada, apenas a que apresenta
caracteristicas adequadas para a producdo de cerveja é cultivada comercialmente no Brasil
(SLEIMAN, 2006).

O malte é definido como o produto obtido apds germinacdo de cereais sob condi¢bes
controladas que estimulam a producgdo de enzimas amiloliticas e provocam modificacGes nos
carboidratos e proteinas que constituem os grdos (LUFT, 2016). Para sua obtencao, a cevada é
submetida ao processo de malteacdo, ou maltagem, no qual o cereal é acondicionado em
ambientes artificiais de germinacéo, passando por etapas de limpeza, maceracdo, germinacéo e
secagem (PORTO, 2011). Para um malte de exceléncia ser produzido, a cevada utilizada deve
apresentar caracteristicas, como poder germinativo e teor de proteina, que atendam as
exigéncias de qualidade (GOUVEA; MAIA, 2014).

Na maceracdo, o teor de agua de dgua nos grdos é ajustado para iniciar a ativacdo do
metabolismo, ja a germinacdo tem objetivo de promover enriquecimento enzimatico, além de
transformar as substancias de reserva, enquanto a secagem encerra 0S pProcessos quimico-
bioldgicos e fornece as caracteristicas sensoriais do malte (BELETI; DUARTE; GEORG-
KRAEMER, 2012). E necesséario manter o teor de umidade entre 44% e 48 %, e a temperatura

entre 14 e 18 °C para que a germinac&o ocorra de forma homogénea (GOUVEA; MAIA, 2014).

O bagaco de malte é o residuo sélido umido obtido ap0s filtracao ao final dos processos
iniciais da producdo de cerveja, sendo proveniente do processo de obtencdo do mosto, pela
fervura do malte moido (CORDEIRO; EL-AOUAR; GUSMAO, 2012). Representa,
aproximadamente, 85% dos subprodutos gerados, sendo considerado o principal residuo do

processo cervejeiro, correspondente a uma producéo de cerca de 14 a 20 kg de bagaco de malte
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para cada 100 litros de cerveja produzida (LUFT, 2016; OLIVEIRA et al., 2016). A Figura 3.1
mostra 0s processos que levam a obtencao do bagago de malte.

Figura 3.1 — Representacao do processo de obtencdo do bagaco de malte.
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A utilizacdo de bagaco de malte como substrato para producdo de enzimas amiloliticas
se apresenta como uma boa alternativa, uma vez que este possui entre 11,60% e 32,14% de teor
de amido em sua composi¢cdo (MATTQOS, 2010; LUFT, 2016).

3.3. Fermentacdo em estado solido

A fermentacdo em estado sdlido € descrita como o processo de crescimento de
microrganismos sobre substratos s6lidos sem a presenca de agua livre. A dgua presente neste
tipo de cultivo encontra-se ligada a fase sélida, formando uma fina camada na superficie das
particulas (PINTO et al., 2005). Devido a auséncia de agua livre, fermentadores menores podem
ser utilizados e ha uma maior facilidade na realizacdo dos processos de recuperacdo dos
produtos (NOVAKI et al., 2010). Os parametros de temperatura, aeragdo, pH e umidade, alem
dos tipos e concentragbes de substratos e microrganismos, sdo as principais variaveis
operacionais no processo de fermentacio em estado sélido (RODRIGUEZ-ZUNIGA et al.,
2011).
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Neste tipo de fermentacdo, o microrganismo se desenvolve sobre a superficie do
substrato, ou dentro de sua matriz, consumindo seus nutrientes e secretando metabolitos, dentre
0s quais se destacam as enzimas (SANTANA, 2012). Amilases, celulases, lipases, proteases e
invertases sdo exemplos de enzimas produzidas por fermentacéo em estado s6lido (GUSMAO
et al., 2014). Como principais vantagens, a fermentacdo em estado sélido apresenta maior
produtividade dos extratos enzimaticos, que, por sua vez, Sa0 menos suscetiveis a inibigdes e
suas enzimas produzidas sdo mais estaveis, mesmo quando sofrem variacdes de temperatura e
pH (RODRIGUEZ-ZUNIGA et al., 2011).

O interesse por esta categoria de fermentacdo vem crescendo devido a sua simplicidade,
manutencdo de condicGes similares as de crescimento natural dos microrganismos, do consumo
de energia reduzido e da baixa complexidade dos equipamentos e sistemas de controle
utilizados (NOVAKI et al., 2010). Alem disto, a fermentacdo em estado sélido se destaca por
permitir o aproveitamento de residuos sélidos (PINTO et al., 2005). Estes subprodutos
provenientes de processos agroindustriais sdo usados como substrato para o crescimento
celular, servindo de fonte de energia para o crescimento dos microrganismos e fornecendo
nutrientes necessarios para a sintese de biomassa celular e dos produtos do metabolismo
microbiano (MENONCIN et al., 2009). Os substratos utilizados na fermentagcdo em estado
solido sdo classificados de acordo com sua fonte de carbono principal, sendo estas amido,
celulose e acucares soliveis (ORLANDELLI et al., 2012).

Dentre as caracteristicas principais da fermentacdo em estado solido estdo a atuacdo do
substrato como fonte de nutrientes e suporte para o crescimento dos microrganismos, a aeracdo
do meio ocorre a pressdes baixas, o crescimento microbiano ocorre em condigdes proximas as
de seus habitats naturais e ha uma alta heterogeneidade do meio de cultivo (PINTO et al., 2005).
Os substratos utilizados possuem baixa atividade de agua, sendo semelhantes as condicdes
naturais de crescimento dos microrganismos em seus habitats, acarretando uma grande
producdo de enzimas (MENONCIN et al., 2009).

Os principais microrganismos cultivados em meio solido sdo fungos filamentosos, que
se beneficiam de suas estruturas de desenvolvimento vegetativo para realizar o crescimento em
matrizes sélidas porosas (SANTANA, 2012). Os fungos do género Aspergillus apresentam um
bom crescimento em substratos com baixo teor de atividade de 4gua e concentracdes elevadas
de acucares e sais, fazendo deste um género microbiano indicado para cultivo sob fermentagédo

em estado sélido (GUSMAO et al., 2014). Uma grande gama de enzimas extracelulares é
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produzida pelas diversas espécies de Aspergillus em cultivo em estado solido, das quais varias
possuem aplicagdes em processos da industria biotecnologica (SANTANA, 2012).

3.4. Amilases

As amilases, também conhecidas como enzimas amiloliticas, formam um grupo
enzimatico que atua na hidrolise de moléculas de amido. Estas enzimas tém ampla distribuicdo
na natureza e podem ser classificadas de acordo com o mecanismo de atuagcdo sobre as
moléculas de amido (FERNANDES et al., 2007; GRIEBELER et al., 2015). Podem ser obtidas
a partir de microrganismos, cereais e animais, sdo bastante utilizadas pelas indudstrias
farmacoldgicas, téxteis e alimenticias, e sdo responsaveis por cerca de 25 a 33% da produgéo
mundial de enzimas, sendo superadas apenas pelas proteases. Amido e residuos amilaceos séo
0s substratos mais adequados para se obter uma produtividade alta de amilases (BIAZUS et al.,
2010; CARVALHO et al., 2008).

As amilases podem ser divididas em duas categorias principais, sendo classificadas
como endoamilases e exoamilases. As endoamilases hidrolisam o interior das moléculas de
amido aleatoriamente, formando oligossacarideos de diversos comprimentos de cadeia,
enquanto as exoamilases hidrolisam as ligacfes glicosidicas a partir da extremidade néo-
redutora, resultando em produtos finais pequenos (GUPTA et al., 2003). As enzimas
amiloliticas também podem ser divididas em a-amilases, que clivam as liga¢des glicosidicas no
interior do substrato, em B-amilases, que fazem a hidrdlise nas extremidades ndo-redutoras, e
as glicoamilases, que liberam unidades de glicose das extremidades ndo-redutoras das
moléculas (LUFT, 2016). A Figura 3.2 mostra uma das formas de classificacGes das enzimas

amiloliticas.

Figura 3.2 — Classificacdo das enzimas amiloliticas.
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As a-amilases hidrolisam ligagdes do tipo a-1,4, sendo divididas em sacarificantes, que
produzem glicose e maltose a partir da hidrélise de cerca de 50 a 60% do amido, e em
liquidificantes, que provocam répida reducdo da sua viscosidade. As B-amilases, por sua vez,
hidrolisam a pendltima ligacdo a-1,4, gerando duas unidades de glicose na forma de p-maltose.
Enquanto as glicoamilases clivam as ligacGes a-1,4 e a-1,6 do amido, levando a producéo de
glicose (CARVALHO, 2007). A Figura 3.3 representa 0 mecanismo da atuacao sinérgica das

enzimas amiloliticas.

Figura 3.3 — Representacao da atuacao sinérgica das enzimas amiloliticas.
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Fonte: Cucolo (2009)

Dentre as diversas enzimas amiloliticas, a a-amilase é considerada a mais importante,
pois tem atuacdo fundamental na conversdo do amido em produtos menores, que podem ser
utilizados por outras enzimas (CARVALHO et al., 2008). As a-amilases e f-amilases tém seus
pHs 6timos entre 4,5 e 6,5 e suas temperaturas 6timas estdo compreendidas entre 55 e 75 °C
(BIAZUS et al., 2010).

A termoestabilidade das enzimas determina a velocidade do processo, uma vez que
condigdes de temperaturas elevadas aumentam a taxa da reagdo (LEMOS et al., 2003). A
temperatura 6tima é aquela na qual sdo atingidos 0s maximos niveis enzimaticos e a molécula
apresenta uma conformacgdo ideal para sua maxima eficiéncia catalitica. Uma fragdo

consideravel dos processos industriais ocorre em temperaturas elevadas, o que faz da
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termoestabilidade uma propriedade de grande interesse para aplicagdo de enzimas em processos
industriais (GONCALVES, 2006). Bactérias, como as do género Bacillus, produzem a-

amilases mais termoestaveis que as de origem fangica. (DELATORRE et al., 2010).
3.5. Extracéo de enzimas

A extracdo sélido-liquido, também conhecida como lixivia¢do, € uma operagdo unitaria
que consiste na dissolucdo preferencial dos solutos desejados por meio do contato entre um
s6lido e um solvente liquido (SOUZA; SILVA; CONRADO, 2012). E um procedimento
utilizado como etapa inicial para a recuperagdo das enzimas obtidas por fermentacdo em estado
solido, sendo etapa preliminar a purificacdo e tendo como objetivo obter o extrato bruto
contendo a enzima na forma soltvel (MELO, 2016; VESCOVI, 2012).

Ao final da fermentacdo, os s6lidos contém células do fungo, substrato, enzimas e outros
metabolitos. As enzimas nao estdo distribuidas homogeneamente no meio fermentado, logo,
uma extracdo eficiente é determinante para a producdo comercial da enzima (NOVAKI et al.,
2010). Os solventes mais utilizados na recuperacdo de enzimas sdo a agua destilada, tampdes,

solucdes salinas diluidas e solugdes aquosas de glicerol (MELO, 2016).

Nos processos de extracdo de enzimas, observa-se a influéncia de diversas variaveis,
com destaque para a preparacao dos sélidos, razdo solido/solvente, temperatura do processo,
pH do solvente, tensdo superficial do liquido, velocidade de agitacdo do sistema, e a presenca
de reacdo quimica (FERNANDEZ, 2009). Varios estudos consideraram como principais fatores
para otimizacao de extracdo de enzimas a agitacao do sistema, tempo de contato entre solvente
e substrato fermentado, e a relacdo entre volume de solvente e massa de substrato (MELO,
2016).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Materiais
4.1.1. Bagaco de malte

O bagaco de malte utilizado neste trabalho, mostrado na Figura 4.1, foi um residuo
proveniente da produgéo de cerveja artesanal do tipo Blond Ale, tendo este sido seco em estufa
com circulagdo de ar a 55 °C e, posteriormente, armazenado a temperatura ambiente em

recipiente plastico.

Fonte: Autor (2019)

A caracterizacdo deste bagaco de malte foi realizada por Aleixo Janior (2018), tendo

este as caracteristicas descritas na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Caracterizagéo fisico-quimica do bagago de malte.

Parametro Bagaco de malte

Densidade Aparente (g/mL) 0,14
Massa Especifica (g/mL) 0,91
Porosidade 0,84
°Brix (%) 10,83

pH 5,8

Umidade (%) 8,5
Cinzas (%) 8,37
Proteinas (%) 21,83
Acucares Redutores (g/L) 1,07
Acucares Totais (g/L) 16,08

Fonte: Aleixo Janior (2018)
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4.1.2. Microrganismo

O fungo filamentoso utilizado para producéo de amilases foi 0 Aspergillus sp. FSDE16,
mostrado na Figura 4.2, sendo este isolado do solo de descanso da Usina Agroindustrial
Japungu, Santa Rita — PB, por Gongalves (2017). As culturas foram preservadas em placas de

Petri contendo meio BDA (&gar, batata, dextrose) e mantidas sob refrigeracéo.

Figura 4.2 — Placa de Petri contendo Aspergillus sp. FSDE16.
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~

Fonte: Autor (2019)
4.2. Métodos
4.2.1. Preparacdo do indculo

O indculo foi preparado através da suspensdo em agua destilada esterilizada dos esporos
produzidos pelo Aspergillus sp. FSDE16 na placa de Petri contendo meio BDA. Primeiramente,
agua destilada foi adicionada aos poucos sobre 0s esporos presentes na placa e, em seguida, a
raspagem da mesma foi realizada com alga de platina para facilitar a dissolugéo dos esporos na
agua. Ao final do processo de raspagem da placa e dissolucdo dos esporos na agua destilada,

foi obtida uma solugdo concentrada do indculo, como mostrado na Figura 4.3.
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Figura 4.3 — Solugéo concentrada de indculo.

Fonte: Autor (2019)

Para determinacdo do volume de inoculo a ser adicionado ao meio de cultivo, foi
necessario estimar a concentracdo de esporos presentes na solugao concentrada de inéculo. Para
isto, foi preparada uma solugdo diluida do in6culo inicial, através da adicdo de 0,5 mL do
mesmo a um tubo Falcon, posterior adi¢do de 3,5 mL de agua destilada ao tubo e, por fim,
homogeneizacdo do contetdo. Em seguida, foi realizada a contagem dos esporos se utilizando

da camara de Neubauer, mostrada na Figura 4.4.

Figura 4.4 — Representacdo da camara de Neubauer.
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Fonte: Rocha (2016)

A camara de Neubauer é uma lamina especial utilizada para contagem direta do numero
de esporos numa solucdo, com auxilio de um microscopio. Ela contém 25 quadrantes totais, dos
quais foram contados os esporos contidos nos cinco quadrantes destacados na Figura 4.4. Este
valor obtido foi extrapolado para os demais quadrantes e utilizado para estimar a concentragdo
de esporos na solucdo de indculo inicial concentrada, através da Equacgéo 4.1.
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N=5
esporos
Concentracio (I:n—L) = Z X; *5x10* « FD (4.1
i=1

Onde:

e X; = Quantidade de esporos num dado quadrante;
e 5 =Fator de expansédo dos quadrantes contados para o total de quadrantes;
e 10* = Fator de conversdo de mm? para cm?;

e FD = Fator de diluicéo.

Posteriormente, o volume da solucdo inicial de indculo a ser adicionado ao meio de

cultivo foi determinado através da Equacéo 4.2.

CD * Mg
G

Volume de inéculo (mL) = (4.2)

Onde:

e Cp = Concentracdo desejada de esporos (esporos/g);
e C;=Concentracdo da suspencdo de indculo (esporos/mL);

e ms = Massa de substrato usado como meio de cultivo (g).
4.2.2. Cultivo para producao de amilases

Para producdo de amilases, o Aspergillus sp. FSDE16 foi cultivado em meio sélido
composto por bagaco de malte, como substrato, cuja umidade foi ajustada para 70% através da
adicdo de uma solucdo de sais (sulfato de amonio 3,3 g/L e fosfato de potéssio 1,5 g/L),

condicdo descrita pelo trabalho de Aradjo (2018) como 6tima para producdo de enzimas.

A primeira etapa para realiza¢éo do cultivo foi 0 ajuste da umidade do meio para 70%.
De conhecimento da umidade do bagaco de malte utilizado como substrato, a solucdo de
umidificacdo, composta por sulfato de aménio 3,3 g/L e fosfato de potassio 1,5 g/L, foi
preparada e sua quantidade necessaria para manutencdo da umidade desejada foi calculada
através da Equacéo 4.3.

m =ms*(UD_Us)
v (1-Up)

(4.3)
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Onde:

e msu = Massa da solugéo de umidificacéo (g);
e sms = Massa de substrato usado como meio de cultivo (g);
e Up = Umidade desejada para 0 meio;

e Us = Umidade inicial do substrato.

Apds o devido ajuste da umidade do meio, foram adicionados, aproximadamente, 100
gramas do bagaco de malte umidificado em frascos Erlenmeyer de 1000 mL, em duplicata. Os
frascos foram fechados com tampdes feitos de algod&o, gaze e papel kraft e os meios de cultivo
foram esterilizados por calor umido sob pressdo em autoclave durante 20 minutos, a

temperatura de 121 °C.

Apbs resfriamento natural, a temperatura ambiente, os meios foram inoculados
utilizando-se de pipeta automatica com os volumes de indculo correspondentes a concentracéo
de 10° esporos por grama de meio de cultivo, sendo estes volumes calculados através da
Equacdo 4.2. Os meios inoculados foram homogeneizados e incubados em estufa durante 5

dias, a uma temperatura média de 30 °C.

Figura 4.5 — Meios de cultivo imediatamente apds inoculagéo.

Fonte: Autor (2019)

Ao fim do 5° dia de cultivo, o extrato enzimatico foi obtido através da retirada de uma
amostra de 10 gramas dos meios de cultivo, apds devida homogeneizacao, e adi¢do de agua
destilada na proporcéo de 30 mL por grama de amostra. A extracdo foi realizada durante 30
minutos, sob agitacdo manual, como descrito por Aradjo (2018). Apds passados 0s 30 minutos
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de extracdo, o extrato enzimatico obtido foi submetido a uma filtracdo simples com papel de
filtro qualitativo, armazenado em tubos Falcon e congelados para utilizacdo em analises

posteriores.
4.2.3. Avaliacdo da termoestabilidade das amilases

Para avaliagdo da termoestabilidade das amilases produzidas pelo Aspergillus sp.
FSDE16, foi realizado o acompanhamento da atividade de a-amilase em pH 5,0, sendo esta a
condicdo de pH 6tima descrita pelo trabalho de Araujo (2018), durante um periodo de 8 horas
de incubacdo do extrato enzimatico nas temperaturas de 30 °C, 50 °C e 70 °C.

Tabela 4.2 — Experimentos de estabilidade das amilases.

Experimento Temperatura (°C) pH Pontos Analisados
1 30 5,0 Oh, 1h, 2h, 4h, 6h, 8h
2 50 5,0 Oh, 1h, 2h, 4h, 6h, 8h
3 70 50 Oh, 1h, 2h, 4h, 6h, 8h

Fonte: Autor (2019)

A atividade de a-amilase foi determinada através de adaptacdo do procedimento
descrito por Aiyer (2004). Em tubos de ensaio, foram adicionados 0,25 mL de solucdo de amido
soltvel 1%, onde o amido foi dissolvido em tampdo citrato de sédio pH 5,0, e, em seguida,
adicionou-se 0,25 mL do sobrenadante do extrato enzimético a cada tubo de ensaio. Os tubos
foram colocados em banho térmico a respectiva temperatura do experimento durante 30
minutos para ocorréncia da reacdo. Apds esse tempo, foram adicionados 0,5 mL de &cido

dinitrosalicilico (DNS) a cada tubo para interrup¢éo da reacéo.

O branco das amostras foi preparado pela adicdo de 0,25 mL de tampao citrato de sédio
e 0,25 mL do sobrenadante do extrato enzimatico em tubos de ensaio. Em seguida, foi
adicionado 0,5 mL de reagente DNS a cada tudo de ensaio. O branco do espectrofotdmetro foi
preparado através da adicdo de 0,5 mL de tampdo citrato de sodio e 0,5 mL de reagente DNS

em um tubo de ensaio.

Por fim, foi realizada a quantificacdo de acucares redutores totais liberados pela reacao,
seguindo a metodologia proposta por Miller (1959). A partir do qual, foi possivel calcular a

atividade de a-amilase através da Equacéo 4.4, definindo uma unidade da atividade da enzima
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(U) como sendo a quantidade de enzima necessaria para produzir 1 umol de agucar redutor por
minuto a partir do amido soltvel, nas condic¢Ges do ensaio (CARVALHO, 2007).

_([A-B)xfxVgxd=xR

4.4
0,18 x tg * Vg (44)

U
Amilase (—)
g
Onde:

e A = Absorbancia da amostra;

e B = Absorbancia do branco da amostra;

e f=Fator de conversdo da curva do reagente DNS (mg/mL);

e VR =Volume do meio reacional (mL);

e d = Fator de diluicdo da amostra;

e R =Razdo entre volume de solvente por massa de meio de cultivo (mL/qg);

e 0,18 = Fator de conversdo de miligramas para micromol de glicose
(mg/umol);

e tr = Tempo de reacdo (min);

e Ve = Volume de enzima no meio reacional (mL).

Para facilitar a analise do comportamento de termoestabilidade das a-amilases ao longo
do periodo de incubacdo, os resultados também foram apresentados em funcdo das atividades
relativas. As atividades relativas para um dado tempo, nas diferentes temperaturas de
incubacéo, foram calculadas de acordo com a Equacéo 4.5.

Atividade (t)

Atividade Relativa % (t) = Atividade (¢ = 0) * 100% (4.5)

4.2.4. Condicdes de extracdo das amilases

O estudo para obtencdo da melhor condigdo de extracdo das amilases produzidas por
um novo cultivo do Aspergillus sp. FSDE16 em bagaco de malte foi realizado através de
planejamento experimental fatorial 23 + 3 pontos centrais, avaliando a influéncia da variagdo
dos pardmetros de velocidade de agitacdo, tempo de extracao e razdo entre volume de solvente
por massa de meio de cultivo nas respostas de saida, que foram determinadas como as atividades

de a-amilase, em U/g e U/mL.
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As velocidades de agitacdo avaliadas foram as de 100, 150 e 200 rpm, os tempos de

extracdo escolhidos foram de 20, 40 e 60 minutos, enquanto as razdes entre volume de solvente

por massa de meio de cultivo foram de 10, 20 e 30 mL/g, como descrito na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 — Planejamento fatorial 22 + 3 pontos centrais para as condicdes de extrago.

Variaveis -1 0 +1

Velocidade de agitacéo (rpm) 100 150 200
Tempo de extracdo (min) 20 40 60
Razéo solvente/massa de meio (mL/g) 10 20 30

Fonte: Autor (2019)

Com base na variacdo destes 3 fatores, foram realizados 11 experimentos: 8

experimentos através da variacdo das condigcdes de extracdo com os valores dos pontos

extremos e 3 experimentos com os valores dos pontos centrais. A matriz obtida para o

planejamento experimental fatorial esta representada pela Tabela 4.4.

Tabela 4.4 — Matriz do planejamento experimental fatorial das condi¢des de extracdo.

Velocidade de agitacéo

Experimento

Tempo de extracéo

Razéao solvente/massa do meio

(rpm) (min) (mL/g)
1 100 (-1) 20 (-1) 10 (-1)
2 200 (+1) 20 (-1) 10 (-1)
3 100 (-1) 60 (+1) 10 (-1)
4 100 (-1) 20 (-1) 30 (+1)
5 200 (+1) 60 (+1) 30 (+1)
6 100 (-1) 60 (+1) 30 (+1)
7 200 (+1) 20 (-1) 30 (+1)
8 200 (+1) 60 (+1) 10 (-1)
9 150 (0) 40 (0) 20 (0)
10 150 (0) 40 (0) 20 (0)
11 150 (0) 40 (0) 20 (0)

Fonte: Autor (2019)
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As extracdes foram realizadas em amostras de 5 gramas do meio de cultivo apos
fermentagdo solida, utilizando &gua destilada como solvente, sob agitacdo em incubadora
shaker, a temperatura de 30 °C. Apds cada extracdo, 0s respectivos extratos enzimaticos foram
submetidos a filtracdo simples com papel de filtro qualitativo e armazenados para utilizacdo em
analises posteriores. A atividade de a-amilase foi determinada através de adaptacdo do

procedimento descrito por Aiyer (2004).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Avaliagédo da termoestabilidade das amilases

Os extratos enzimaticos foram incubados em banho térmico, durante 8 horas, nas
temperaturas de 30 °C, 50 °C e 70 °C. Nos temposde 0 h, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h e 8 h foram realizadas
analises da atividade de a-amilase dos extratos. Os resultados obtidos para a termoestabilidade
das amilases a diferentes temperaturas podem ser visualizados no grafico representado pela
Figura 5.1. Enquanto os resultados obtidos para as atividades relativas das amilases a diferentes

temperaturas podem ser vistos na Figura 5.2.

Figura 5.1 — Termoestabilidade das amilases a diferentes temperaturas.
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Os resultados mostraram que as a-amilases produzidas pelo Aspergillus sp. FSDE16 em
bagaco de malte possuem uma melhor termoestabilidade para a temperatura de 30 °C, tendo
aumentado sua atividade de 2,67 + 0,00 U/g no tempo inicial para 3,14 + 0,05 U/g ao final das
8 horas de incubacdo, sem sofrer alteracBes bruscas ao longo do tempo, resultando num

aumento de, aproximadamente, 17,6% em compara¢do com atividade enzimatica inicial.

Jé& para a temperatura de 50 °C, as a-amilases ndo apresentaram uma termoestabilidade
satisfatoria, uma vez que a atividade enzimatica variou bastante ao longo do tempo, fato
evidenciado pela queda brusca de 9,27 + 1,17 U/g para 4,00 + 0,20 U/g ao final das 4 horas
iniciais de incubacéo e posterior recuperagdo da atividade para 7,30 = 0,96 U/g ao final das 8
horas de incubacdo, valor correspondente a, aproximadamente, 78,7% da atividade enzimética
inicial. Isto pode ter ocorrido devido a uma concentracdo do extrato enzimatico ao longo do
processo de incubacdo. Entretanto, mesmo com as variagdes bruscas na atividade ao longo do
tempo, a incubagdo a 50 °C promoveu uma atividade maior que as outras incubac6es para todos
0s tempos do intervalo entre 1 hora e 8 horas, como pode ser observado na Figura 5.1.

Os dados experimentais também indicam que ha uma grande queda no valor da atividade
das a-amilases incubadas a 70 °C j& na primeira hora de incubacéo, tendo esta caido de 11,57
+ 0,70 U/g no tempo inicial para 2,51 = 0,31 U/g na primeira hora e estabilizado em torno deste
valor nas 7 horas seguintes, finalizando a incubacdo com atividade de 2,84 + 0,12 U/g, o que
corresponde a, aproximadamente, 24,6% da atividade enzimatica inicial.

O estudo de Silva et al. (2018) reporta que as amilases produzidas por Metarhizium
anisopliae ndo possuem termoestabilidade satisfatoria a 30 °C, sendo observada grande

variacdo nos valores da atividade enzimatica ao longo dos 60 minutos de incubac&o.

Garcia (2013) observou que a atividade das amilases produzidas por Colletotrichum
graminicola tem queda continua até atingir, aproximadamente, 28% da atividade inicial,
guando o extrato enzimatico é incubado a 50 °C por 60 minutos. Enquanto Oliveira (2013)
relata que a atividade das enzimas amiloliticas produzidas por rizébio INPA R020 varia de 6,12
U/mL até 1,00 U/mL entre 5 e 45 minutos de incubacdo a 50 °C, o que representa uma queda

de, aproximadamente, 83,7% na atividade enzimatica.

Bernardes et al. (2014) relatam que a atividade das a-amilases produzidas pelo fungo
Rhizomucor miehei e incubadas a 70 °C decresce para, aproximadamente, 27% da atividade
inicial ao final de 12 minutos de incubacdo. Astolpho, Carmo e Astolfi-Filho (2017) observaram
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uma queda de 52,6% na atividade das a-amilases produzidas por clone recombinante de
Bacillus licheniformis DSM13 e Pichia pastoris ap6s 60 minutos de incubacdo, a 70 °C.
Enquanto o estudo de Freitas, Martins e Ferreira (2014) relata uma diminuicdo de,
aproximadamente, 70% na atividade das o-amilases produzidas por Syncephalastrum

racemosum apds incubagdo por 60 minutos, a 70 °C.
5.2. Avaliagao das condicGes de extracao das amilases

Seguindo o planejamento experimental elaborado para determinar as melhores
condicdes de extracdo das amilases produzidas, foram obtidos os resultados mostrados na
Tabela 5.1.

Tabela 5.1 — Resultados obtidos para os experimentos de extracdo das amilases.

Experimento Velocidade Terr-lpo Razéo Atividade Atividade
(rpm) (min) (mL/g) (Ulg) (U/mL)
1 100 (-1) 20 (-1) 10 (-1) 2,95 + 0,31 0,295 + 0,031
2 200 (+1) 20 (-1) 10 (-1) 4,87 +0,80 0,487 + 0,080
3 100 (-1) 60 (+1) 10 (-1) 4,31 +0,17 0,431+ 0,017
4 100 (-1) 20 (-1) 30 (+1) 9,44 + 0,07 0,315 + 0,002
5 200 (+1) 60 (+1) 30 (+1) 10,86 + 0,22 0,362 + 0,007
6 100 (-1) 60 (+1) 30 (+1) 11,43+ 0,49 0,381 + 0,016
7 200 (+1) 20 (-1) 30 (+1) 9,92+0,11 0,331 + 0.004
8 200 (+1) 60 (+1) 10 (-1) 4,97 + 0,55 0,497 £ 0.055
9 150 (0) 40 (0) 20 (0) 9,71 +£0,07 0,485 + 0,004
10 150 (0) 40 (0) 20 (0) 9,98 £ 0,22 0,499 + 0,011
11 150 (0) 40 (0) 20 (0) 9,64 £ 0,05 0,482 + 0,003

A partir dos resultados mostrados na Tabela 5.1, as avaliagbes das melhores condicdes
de extracdo foram realizadas de acordo com as duas respostas de saida monitoradas, que foram
as atividades das a-amilases por massa de meio (U/g) e por volume de extrato (U/mL). A anélise
estatistica dos resultados também foi realizada, com auxilio do Software Statistica, verséo 12,

visando ilustrar os efeitos das varidveis nas respostas de saida.
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5.2.1. Atividade por massa de meio como resposta de saida

Com os dados experimentais mostrados na Tabela 5.1, foi possivel plotar o gréfico de
barras com os resultados, para facilitar a determinacdo da melhor condigcdo de extracdo das
amilases, utilizando-se de atividade de a-amilase por massa de meio (U/g) como resposta de

saida. O grafico obtido esta representado na Figura 5.3.

Figura 5.3 — Atividade de a-amilase por massa de meio para cada experimento.
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Observando os resultados mostrados no grafico da Figura 5.3, é possivel constatar que
os experimentos 6 e 5 proporcionaram as maiores atividades de a-amilase por massa de meio
de cultivo, sendo os valores de atividade obtidos iguais a 11,43 £ 0,49 U/g e 10,86 + 0,22 U/q,
respectivamente. Logo, os resultados mostram que as extracfes mais eficazes, quando
analisadas quanto a resposta de saida de atividade U/g, foram as realizadas nas condi¢des de
100 rpm, 60 minutos e 30 mL/g, e 200 rpm, 60 minutos e 30 mL/g, respectivamente.

Os resultados da analise estatistica realizada no Software Statistica estdo representados
na Tabela 5.2, que relaciona os parametros do modelo estatistico. Para o intervalo de confianca
utilizado, que foi de 95%, o modelo estatistico obtido teve coeficiente de determinacdo (R?)
igual a 0,86094, o que indica que o modelo possui boa correlagdo entre os valores experimentais

e 0S previstos.
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Tabela 5.2 — Pardmetros do modelo estatistico para U/g.

Fatores Cosficientes Desvio Valor p Limite Inferior  Limite Superior
Padrao (-95%) (+95%0)

Média 8,007273  +0,054132 0,000046 7,774360 8,240185
Velocidade (V) 0,311250  +0,063476 0,039164 0,038136 0,584364
Tempo (t) 0,548750  +0,063476 0,013118 0,275636 0,821864
Razao (R) 3,068750  +0,063476 0,000428 2.795636 3,341864
V*t -0,288750  +0,063476  0,045082 -0,561864 -0,015636
V*R -0,333750 +0,063476 0,034321 -0,606864 -0,060636
*R 0,183750 +0,063476 0,101490 -0,089364 0,456864
V**R 0,026250 +0,063476 0,719334 -0,246864 0,299364

De acordo com a Tabela 5.2, pode-se observar que os efeitos das interagdes entre 0s
fatores de tempo e razdo e entre os fatores de velocidade, tempo e razdo, destacados pela cor
vermelha na tabela, ndo sdo considerados estatisticamente significativos para a elaboracdo do
modelo matematico, pois possuem valor p > 0,05 e seus intervalos de confianca para 95%

compreendem o valor zero.

Outra forma de determinar quais sdo as variaveis significativas em um experimento é
através da analise do diagrama de Pareto, que esta mostrado na Figura 5.4. As variaveis sdo
consideradas estatisticamente significativas quando seus respectivos graficos de barras

ultrapassam a linha do coeficiente de significancia.
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Figura 5.4 — Diagrama de Pareto para U/g como resposta de saida.
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O diagrama de Pareto representado na Figura 5.4 mostra que os efeitos das interacfes
entre os fatores de tempo e razdo e entre os fatores de velocidade, tempo e razdo ndo sao
estatisticamente significativos para o processo, confirmando o que os resultados mostrados na
Tabela 5.2 ja haviam evidenciado. O diagrama também mostra que o fator de razéo é o que
possui maior influéncia nos resultados, sendo esta influéncia positiva. Logo em seguida, vem 0
fator de tempo, que também possui influéncia positiva, de interacdo entre os fatores de
velocidade e razdo, que possui influéncia negativa, o fator de velocidade, com influéncia
positiva e de interacdo entre os fatores de velocidade e tempo, com influéncia negativa. Os
quatro fatores citados anteriormente possuem, aproximadamente, uma influéncia de mesma

ordem no processo de extracao das amilases.

A partir dos resultados mostrados na Tabela 5.2, a equacdo do modelo estatistico foi
obtida, desconsiderando os fatores que ndo sdo estatisticamente significativos. A Equacéo 5.1

representa a equacao obtida para 0 modelo estatistico.
U
Atividade (5) = 8,007273 + 0,31125V + 0,54875 t + 3,06875 R — 0,28875V * t — 0,33375V xR (5.1)

Onde:

e V =Velocidade de agitacao (rpm);

e t=Tempo de extragdo (minutos);
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e R =Razdo entre volume de solvente/massa de meio (mL/qg).

A partir do Software Statistica, também foi possivel gerar as superficies de resposta dos
resultados do planejamento experimental. Esses gréficos permitem realizar a otimizacdo das
condigdes de extragdo através da plotagem da atividade de a-amilase em funcdo de duas de suas

variaveis, como mostrado nas Figuras 5.5, 5.6 ¢ 5.7.

Figura 5.5 — Superficie de resposta em funcao do tempo e velocidade.

Fitted Surface; Variable: A (U/g)
2**(3-0) design; MS Pure Error=.0322333
DV: A (Uig)

(AR |

I >3

<75
Bl <65
Figura 5.6 — Superficie de resposta em fungéo do razéo e velocidade.
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Figura 5.7 — Superficie de resposta em funcdo do tempo e razéo.

Fitted Surface: Variable: A (U/g)
2**(3-0) design; MS Pure Error=.0322333
DV: A (Uig)

12
I <12
B < 10
=<8
B <6
<

A partir da visualizacao das superficies de resposta obtidas, € possivel observar o quanto

a atividade das amilases varia de acordo com a varia¢do dos parametros da extracéo.

A superficie de resposta representada pela Figura 5.5 mostra que a atividade (U/g) das
amilases aumenta de acordo com o aumento da velocidade de agitacdo e o tempo de extragéo,
quando a razao € fixada no ponto central de 20 mL/g, atingindo os valores mais elevados a

partir de 200 rpm e 50 minutos.

Por sua vez, a Figura 5.6 indica que, quando o tempo de extracdo é fixado no ponto
central de 40 minutos, a razdo ¢ o fator mais determinante para a atividade (U/g) das amilases,
e a velocidade de agitacdo possui pouca influéncia, tendo esta atingido os valores mais elevados
a partir de uma razéo de 24 mL/qg.

Por fim, observa-se na Figura 5.7 que, quando a velocidade de agitacdo é fixada em seu
ponto central de 150 rpm, a razdo €, mais uma vez, o fator mais determinante para a atividade
(U/g) das amilases, e 0 tempo de extracdo possui moderada influéncia, tendo esta atingido os

valores mais elevados a partir de uma razéo de 30 mL/g.
5.2.2. Atividade por volume de extrato como resposta de saida

Similarmente & se¢do anterior, o grafico de barras com os resultados mostrados na

Tabela 5.1 foi plotado para determinacdo das melhores condi¢des de extracdo das amilases,
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desta vez considerando a atividade de a-amilase por volume de extrato (U/mL) como resposta

de saida, como representado pela Figura 5.8.

Figura 5.8 — Atividade de a-amilase por volume de extrato para cada experimento.
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A partir da analise do grafico da Figura 5.8, € possivel constatar que os melhores
resultados para atividade por volume de extrato enzimatico foram obtidos para os experimentos
8 e 2, sendo seus valores iguais a 0,497 + 0.055 U/mL e 0,487 = 0,080 U/mL, respectivamente,
e para 0s pontos centrais do experimento, em especial o experimento 10, que apresentou a maior

atividade dentre os experimentos realizados, sendo esta igual a 0,499 + 0,011 U/mL.

Desta forma, os resultados mostram que as extracGes mais eficazes, quando analisadas
quanto a resposta de saida de atividade U/mL, foram as realizadas nas condi¢des de 200 rpm,
60 minutos e 10 mL/g, nas condicBes do ponto central (150 rpm, 40 minutos e 20 mL/g), e 200

rpm, 20 minutos e 10 mL/g, respectivamente.

A Tabela 5.3 mostra os resultados da anélise estatica realizada no Software Statistica.
Para o intervalo de confianca utilizado, que foi de 95%, o modelo estatistico obtido teve
coeficiente de determinacdo (R?) igual a 0,64782, o que indica que 0 modelo n&o possui uma

boa correlacédo entre os valores experimentais e 0s previstos.



39

Tabela 5.3 — Pardmetros do modelo estatistico para U/mL.

Fatores Cosficientes Desvio Valor p Limite Inferior  Limite Superior
Padrao (-95%) (+95%0)

Média 0,415000  +0,002736 0,000043 0,403229 0,426771
Velocidade (V) 0,031875  +0,003208 0,009978 0,018072 0,045678
Tempo (t) 0,030375  +0,003208 0,010971 0,016572 0,044178
Razao (R) -0,040125  +0,003208 0,006332 -0,053928 -0,026322
V*t -0,020125  +0,003208 0,024481 -0,033928 -0,006322
V*R -0,032625 +0,003208 0,009531 -0,046428 -0,018822
*R -0,006125 +0,003208 0,196433 -0,019928 0,007678
V**R 0,011375 +0,003208 0,071155 -0,002428 0,025178

A Tabela 5.3 informa que os efeitos das interagdes entre os fatores de tempo e razdo e
entre os fatores de velocidade, tempo e razdo, destacados pela cor vermelha na tabela, ndo sao
considerados estatisticamente significativos, similarmente ao caso onde a atividade por massa
de meio era a resposta de saida, pois possuem valor p > 0,05 e seus intervalos de confianca para

95% compreendem o valor zero.

O diagrama de Pareto mostrado na Figura 5.9 confirma a conclusdo tirada a partir da
Tabela 5.3, pois os graficos de barras dos efeitos fatores de interacdo referidos anteriormente

ndo ultrapassaram a linha do coeficiente de significancia.
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Figura 5.9 — Diagrama de Pareto para U/mL como resposta de saida.
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O diagrama também mostra que o fator de raz&o, novamente, € 0 que possui maior
influéncia nos resultados para a atividade das amilases, entretanto, ao contrario dos resultados
obtidos para a atividade em U/g, esta influéncia foi negativa. Logo em seguida, vem o fator da
interacdo entre velocidade e razdo, que também possui influéncia negativa, os fatores de
velocidade e tempo, ambos com influéncia positiva e o fator da interacdo entre velocidade e

tempo, que possui influéncia negativa na atividade das amilases extraidas.

Como o coeficiente de determinacdo (R?) obtido para o modelo foi baixo, sendo este
considerado um modelo de baixa preditibilidade, optou-se pela ndo obtencdo da equacdo do

modelo estatistico e das superficies de respostas.
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6. CONCLUSOES

Através dos experimentos realizados neste trabalho, foi observado que a
termoestabilidade das amilases produzidas por cultivo de Aspergillus sp. FSDE16 em bagaco
de malte € comprometida com o aumento da temperatura de incubacdo do extrato enzimatico.
Entretanto, apesar da ndo-manutencao satisfatdria da termoestabilidade pelas amilases a 50 °C,
esta temperatura foi a que proporcionou a maior atividade enzimatica ao longo das 8 horas de

incubacéo.

Na avaliacdo das condi¢des de extracdo das amilases, utilizando-se da atividade por
massa de meio como resposta de saida, 0 modelo estatistico obtido teve uma boa correlacdo
com os valores experimentais, e seu diagrama de Pareto evidenciou que a razéo foi o fator de
maior influéncia nos resultados, sendo esta positiva, e que os efeitos das interacdes entre 0s
fatores de tempo e razdo e entre os fatores de velocidade, tempo e razdo ndo foram

estatisticamente significativos.

Por fim, para a avaliacdo das condi¢Oes de extracdo, tendo a atividade por volume de
extrato como resposta de saida, 0 modelo estatistico foi considerado pouco preditivo, e seu
diagrama de Pareto apresentou que o parametro de razdo foi o mais influente nos resultados,
sendo sua influéncia negativa, e que os efeitos das interacfes entre os fatores de tempo e razéo

e entre os fatores de velocidade, tempo e razdo ndo foram estatisticamente significativos.
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