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RESUMO

Os produtos da hidrolise do amido séo, certamente, os ingredientes mais versateis
utilizados nas industrias de alimentos, reconhecidos tanto pelas suas
caracteristicas tecnoloégicas e nutricionais quanto pela variedade de produtos
deles obtidos. Dentre estes produtos, encontram-se os xaropes de acucares e
seus derivados, empregados tanto em processos fermentativos, quanto na
producao de bebidas, de produtos dietéticos e sorvetes, na produgcado de gomas,
sendo ainda aplicados nas industrias farmacéuticas e quimicas. Tendo as mesmas
origens, estes produtos sao diferenciados em fungcéo do processamento aplicado
durante a liquefagdao do amido, sendo sua qualidade dependente da fonte de
amido, das condi¢cdes de processamento e das enzimas aplicadas. Entretanto, as
enzimas apresentam como limitacdo a temperatura 6tima de operacdo, sendo
desnaturadas em altas temperaturas sem que ocorra a hidrolise do amido, o que
representa um decréscimo na rentabilidade e consequente desperdicio de
material. Por esta razao, intensificaram-se as pesquisas para producado de alfa-
amilase termoestavel, capaz de manter sua atividade hidrolitica em processos
industriais que utilizem altas temperaturas. Diversas linhagens do género Bacillus
tém sido utilizadas para a sintese de alfa-amilase com o6timas atividades a altas
temperaturas, mas estas enzimas ainda requerem a presenga de ions calcio
(Ca*") adicionados ao meio, o que significa mais uma etapa no processamento e
um entrave na etapa subsequente de refinacdo dos xaropes obtidos. O presente
trabalho isolou uma linhagem identificada como Bacillus subtilis produtora de alfa-
amilase termoestavel, extracelular e com pH e temperaturas maximos de
operacao de 6 e 80°C. A enzima foi parcialmente purificada em coluna com resina

X1V



butil, apresentando peso molecular estimado em 21,7 KDa. Os produtos de
hidrolise de quatro diferentes tipos de amido (batata, milho, mandioca e trigo)
foram analisados por cromatografia liquida e em papel e revelaram tratar-se de
uma enzima sacarificante por produzir, majoritariamente, glicose, maltose e

maltotriose em 12 horas de processo.

Palavras- chave: alfa-amilase, termoestavel, Bacillus, hidrélise, amido
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ABSTRACT

The products of starch hydrolysis are certainly the most versatile ingredients in use
in the food industry, being recognized for their technological and nutritional
features and for the variety of products derived from a simple raw material such as
starch. These products include the sugar syrup and their derivatives, used in
fermentative processes, in the production of soft drinks, dietary products, ice cream
and gums, in addition to their application in the pharmaceutical and chemistry
industries. These products have the same origin, being differentiated as a function
of the processing applied during the liquefaction of starch. The quality depends on
the starch source, the conditions of processing and the enzyme employed.
However, all enzymes usually applied are limited by the operational temperature,
being denatured by high processing temperature without completely hydrolyzing
the starch, which may represent a decrease in the yield and consequent loss of
material. Therefore, the search for thermo-stable alpha-amylase has been
intensified, in order to find an enzyme capable of maintaining its hydrolytic activity
during process that use high temperature. Some bacteria of the genus Bacillus
have been used to synthesize alpha-amylase with excellent activity at high
temperatures, but these enzymes require the presence of calcium ions (Ca?"),
which means an additional processing step and subsequent refinement step of the
final products. This research have isolated a bacteria identified as Bacillus subtilis
that produces a thermo-stable alpha-amylase. The enzyme, showing maximum

values for activity at pH and temperature of 6 and 80°C, was partially purified in a

butyl-resin column and showed a molecular weight of 21,7KDa by filtration in
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Sephadex G-200 gel. The hydrolysis products from four different types of starch
(potato, maize, cassava and wheat) were analyzed by both liquid and paper
chromatography, showing the enzyme to be a saccarifiying one, producing, mainly,

glucose, maltose and maltotriose after 12 hours of process.

Key-word: alpha-amylase, thermo-stable, Bacillus, hydrolysis, starch
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1. Introducao

1. INTRODUGAO

A producdo mundial de amido como matéria prima atingiu, em 2000, um
total de 48,5 milhdes de toneladas considerando-se, principalmente, a produgcao
de milho, trigo e batata (EU, 2002). Além do consumo regular como alimento
nutricional, o amido também ¢é utilizado para a obtengdo de produtos como a
glicose, maltose e maltooligossacarideos, largamente utilizados nas industrias de
alimentos, farmacéutica e de papel. Estes produtos sdo oriundos do processo de
hidrolise do amido, desenvolvido com grande eficiéncia quando utilizadas enzimas
amiloliticas, especialmente a alfa-amilase, atuante na primeira etapa do
processamento do amido, a liquefagao.

As enzimas amiloliticas representam o grupo enzimatico de grande
aplicacdo industrial e, consequentemente, de alta importancia econdmica. Isso
principalmente devido a versatilidade dos produtos obtidos da hidrélise do amido,
reconhecidos tanto pelas suas caracteristicas tecnoldgicas e nutricionais quanto
pelo seu amplo espectro de aplicagdes.

Por essa razdo, a descoberta de novas fontes de enzimas amiloliticas
termoestaveis, assim como a caracterizagdo e a viabilizacdo de sua aplicagao
industrial tém sido o foco de diversas pesquisas, em todo o mundo, visando a
obtencao de produtos especificos a cada necessidade (tailor made products) e a
reducao da formagao de subprodutos indesejaveis — possiveis com a utilizagao de

enzimas estaveis em ampla faixa de temperatura e pH.
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2. OBJETIVOS
O presente trabalho teve como objetivos:
a. Isolamento, selecao e identificacdo de linhagem altamente produtora de
alfa-amilase termoestavel;
b. Estudo das caracteristicas bioquimicas da enzima bruta e parcialmente
purificada;
c. Estudo da aplicacdo da enzima bruta na hidrdlise de amidos de batata,

milho, mandioca e trigo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Alfa-amilase

Em uma analise basica, as enzimas sao proteinas com estrutura quimica e
finalidades bioldgicas especificas, podendo ser encontradas tanto em procariotos
quanto em eucariotos. Para qualquer um dos reinos, sdo as unidades funcionais
do metabolismo, sendo sintetizadas e utilizadas com a intencdo da manutencgao da
vida do organismo produtor, favorecendo tanto a obtencdo de elementos
essenciais quanto a utilizacao de compostos externos como fonte de carbono e de
energia (Bobbio et al, 1992; Lehninger, 1976; Dixon et al, 1979).

A aplicacdo de enzimas em processos industriais € uma importante
ramificagdo da biotecnologia, permitindo um controle fino em processos de
transformacdo de compostos naturais, em substituicdo a processos quimicos
convencionais, geralmente requerentes de condigdes tecnoldgicas (equipamentos,
reagentes quimicos etc.) mais sofisticados.

A alfa-amilase € uma enzima produzida por diversos organismos, desde
plantas, microrganismos, até animais superiores como o homem (Kruger et al,
1987; Lehninger, 1976; Dixon et al, 1979). Entre os microrganismos, encontram-se
diferencas na produgao enzimatica e as enzimas obtidas diferem também entre si,
em fungdo de suas caracteristicas fisico-quimicas e modos de atuacdo sobre
diferentes substratos (Kruger et al., 1987).

Segundo Beynum et al. (1985) e Kearsley et al. (1995), durante décadas, a
alfa-amilase teve aplicagao restrita a processos de panificagdo, sempre utilizada

na forma nao purificada. Nos ultimos 20 anos, essa enzima foi extensivamente
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estudada e, em consequéncia disto, encontram-se hoje, no mercado, formas
diversas de alfa-amilases, com diferentes caracteristicas e aplicacdes.

Apesar de ser encontrada em muitos organismos, apenas as alfa-amilases
produzidas por algumas linhagens de bactérias, fungos e leveduras séao
comercializadas. Em geral, sdo diferenciadas em fungcdo da sua atividade,
termoestabilidade e faixas 6timas de pH de atuacao, fatores que determinam sua

adequacao aos processos industriais.

3.1.1. Nomenclatura, classificagdo e obtencgao
3.1.1.1. Nomenclatura

Alfa-amilase, 1,4-alfa-D-glucan-glucanohidrolase, EC 3.2.1.1, de acordo
com a classificagdo mencionada por Salzmann (1991), € uma endoenzima
carboidrase com atividade hidrolitica das ligagdes glicosidicas a-1,4 em
polissacarideos dispersos em meio aquoso, contendo, pelo menos, trés residuos
de glicose na cadeia. Algumas alfa-amilases apresentaram atividade de hidrdlise
das ligagdes glicosidicas a-1,6, mas com eficiéncia de reacdo reduzida
(Christophersen et al., 1998; Fitter et al., 2001; Pandey et al., 2000; Kuriki et al.,
1993; Salzmann, 1991; Lévéque et al., 2000; Salva, 1990; Kwak et al., 1998;
Lehninger, 1976; Suvd et al., 2001; Dixon et al, 1979).

De acordo com a padronizagao de nomenclatura de enzimas proposta em
1955 pela “Comissao de Nomenclatura e Classificacdo de Enzimas”, pela Unidao
Internacional de Bioquimica (Bobbio et al, 1992; Salzmann, 1991), trata-se de uma

enzima pertencente a classe Hidrolases (codificada com o numero 3).
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3.1.1.2. Classificagao
Segundo Salva (1990), Lévéque et al. (2000) e Cho et al. (2000), as alfa-
amilases podem ser classificadas de acordo com a origem de extragao ou fonte de
obtencéo:

- microbiana: produzida por bactérias, fungos e leveduras, de forma
intra  ou extracelular, em condigdes diversas de aeracao,
temperaturas, meios de cultivos, pH, concentragao de ions, etc.;

- animal: produzida por animais mamiferos e vertebrados como, por
exemplo, as alfa-amilases humanas (pancreas e saliva);

- vegetal: produzida em sementes, raizes, tubérculos e cereais;

Segundo Lévéque (2000), Pandey et al. (2000), Kim et al. (1994), Nebesny
et al. (1993), Odibo et al. (2001), Kichakova et al. (1998), Dobreva et al. (1994),
Christophersen et al. (1998), Lee et al.(1996), Uguru et al. (1997), Mamo et al.
(1999), Hamilton et al. (1999), Kwak et al. (1998), Fogarty et al. (1993), Doyle et al.
(1999) e Nishimura et al.(1994) podem ainda ser classificadas, de acordo com a
forma de acéo, em:

- Sacarificante: enzima que hidrolisa o amido produzindo,
majoritariamente, sacarideos de baixo peso molecular, como glicose,
maltose e maltotriose.

- Liquidificante: enzima que hidrolisa o amido produzindo,
majoritariamente, maltodextrinas de variados pesos moleculares,
com grau de polimerizacdo acima de 4, ou seja, sem grande

producao de mondmeros ou dimeros.
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Urge ressaltar, entretanto, que essas enzimas encontram-se no mercado
diferenciadas prioritariamente em funcdo das condigdes otimas de atuacdo, em
geral temperatura e pH, e em termos do bindmio concentragao/produto final,
sempre visando a obtengao de polissacarideos de composi¢cao especifica (tailor-

made products) (Beynum et al., 1985; Kearsley et al, 1995).

3.1.1.3. Producao de alfa-amilase por microrganismo

Comercialmente sdo encontradas alfa-amilases produzidas por diversos
géneros de microrganismos. A produgao de alfa-amilase indica a necessidade de
adaptacdo e sobrevivéncia desses microrganismos em ambientes ricos em
polissacarideos disponiveis para utilizagdo como fonte de carbono e energia (Cho
et al, 2000; Salva, 1990; Lehninger, 1976; Dixon et al, 1979).

Segundo Salva (1990), quando um microrganismo sintetiza alfa-amilase em
meio de cultura composto por glicose como unica fonte de carbono, essa enzima é
considerada constitutiva para a linhagem, diferenciada das enzimas indutivas,
obtidas quando ha o crescimento do microrganismo em meio de cultura composto
por carboidratos com ligagbes glicosidicas a-1,4. No caso das linhagens
produtoras de alfa-amilase a presenca destes compostos nao induzem um
crescimento padronizado das linhagens, nem a certeza da produgdo da enzima.
Essas indefinicdes decorrem basicamente da quantidade de microrganismos
diferentes produtores da alfa-amilase e pelas diferentes respostas obtidas por

organismos pertencentes a8 mesma espécie.
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Quanto aos mecanismos de controle da sintese e da secre¢ado da enzima,
segundo Salva (1990), ha evidéncias de que sua sintese seja regulada por um
processo de repressao catabodlica, o que explicaria o fato de a sintese e de a
secrecao ocorrerem apos o final da fase de crescimento exponencial, ja na fase de
diminuicdo do crescimento/inicio da fase estacionaria. Existem outras teorias a
respeito dos mecanismos de sintese enzimatica e sua correlacdo com o
crescimento microbiano, mas essas nao serdao abordadas neste trabalho.
Entretanto, mesmo sem completo esclarecimento do mecanismo de producéo da
alfa-amilase, é consenso, segundo Salva (1990) e Mamo et al. (1999), ser sintese
de novo visando a adaptacdo ao meio.

Os fatores extrinsecos e intrinsecos pertinentes ao crescimento microbiano
e a produgdo de alfa-amilase sao tdo variaveis quanto aos microrganismos
produtores de tal enzima. Assim, ndo se pode generalizar a determinagédo de
condicOes ideais de temperatura, umidade relativa, composi¢ao gasosa do meio
ambiente, pH, atividade de agua e disponibilidade de nutrientes, visto que estes
microrganismos podem ser encontrados desde ambientes acessiveis como em
raspas de cascas de tubérculos até em solos submarinos e vulcanicos. A alfa-
amilase € encontrada em diversas espécies, desde archaebactérias como
Thermococcale sp, Sulfolobus sp. e Pyrococcus sp. até espécies largamente
estudadas como Bacillus sp., Aspergillus sp., Candida sp., Clostridium sp.,
Lactobacillus sp., entre outros (Kearsley et al., 1995; Deweer, 1997; Salzmann,
1991; Lévéque et al., 2000; Salva, 1990; Cho et al., 2000; Kato, 1999; Kwak et al.,

1998; Kindle et al., 1984; Nagodawithana et al., 1993).
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Apesar de microrganismos bastante diferentes produzirem a mesma
enzima, estudos realizados por Lévéque et al. (2000) de sequenciamento dos
aminoacidos e caracterizagao molecular das alfa-amilases obtidas em diferentes
organismos revelaram a proximidade/distanciamento entre esses metabdlitos.
Esses trabalhos mostraram similaridades entre as estruturas primarias, com
algumas sequéncias altamente conservadas, revelando proximidade evolutiva
entre as alfa-amilases obtidas de diversas fontes, como animal, vegetal e
microbiolégica. A figura 1 esquematiza a arvore evolutiva da enzima. O
distanciamento entre as ramificagdes € proporcional a divergéncia evolutiva entre

as enzimas.
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Ecoli
Liguefying
Bacili

Aerhy

Thtma

Altha

Stral

l Actinomycetes I

Drome

Shrimp

Chicken PigP
fMammals, birds, molluscs, insects I

Figura 1: Arvore evolutiva da alfa-amilase

Representada para enzimas produzidas por eucariotos, eubactérias e archaebactérias.
Notacao utilizada: BarHIG e BarLOW, cevada; Aspor, Aspergillus oryzae;

Stral, Streptomyces albidoflavus; HumanS, humana (saliva) e PigP, pancreas;

Bacsu, Bacillus subitilis; Bacli, Bacillus licheniformis

(Lévéque et al., 2000)
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3.1.2. Caracterizacao fisico-quimica da alfa-amilase

A maioria das alfa-amilases pesquisadas e disponiveis no mercado podem
ser agrupadas sob o mesmo modelo estrutural, apesar de apresentarem as

caracteristicas bioquimicas variantes analisadas a seguir.

3.1.2.1. Peso molecular
As alfa-amilases produzidas por microrganismos apresentam pesos
moleculares variando de 22.500 a 140.000 Da, dependendo da linhagem
produtora. As linhagens microbianas podem produzir diferentes alfa-amilases, com
pesos moleculares diferentes, apresentando a mesma atividade hidrolitica (Salva,
1990; Lévéque et al., 2000; Zhang et al., 1994; Uguru et al., 1997; Kichakova et
al., 1998; lkawa et al. 1998; Nishimura et al., 1994; Hayashida et al., 1988,

Hamilton et al., 1998).

3.1.2.2. Efeitos da temperatura sobre a atividade hidrolitica

Os efeitos da temperatura sobre a atividade hidrolitica da alfa-amilase
variam em fungao da fonte de obtencao (Kearsley et al., 1995; Kruger et al., 1987,
Bobbio et al. 1992; Salzmann, 1991; Salva, 1990; Lehninger, 1976; Dixon et al.,
1979). A origem da enzima esta diretamente relacionada com a configuragédo da
estrutura primaria da molécula, influenciando a configuragdo quartenaria e, como
consequéncia, a atividade enzimatica.

Os efeitos da temperatura sobre a alfa-amilase nao diferem daqueles em
outras enzimas. Segundo Bobbio et al. (1992), em toda reagédo bioquimica, o
aumento inicial da temperatura implica o aumento da atividade molecular,

13
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aumentando a velocidade da reacdo. No entanto, o continuo aumento da
temperatura leva ao rompimento de ligagcbes quimicas constituintes e
estabilizadoras da estrutura, ocasionando a desnaturagao e consequiente perda da
atividade. Para enzimas em geral, a inativagao pelo calor € iniciada aos 45°C, mas
esse valor € intrinsecamente relacionado com o pH, atividade de agua e
presenca/auséncia de ativadores/inibidores enzimaticos.

Kruger et al. (1987) afirma que, genericamente, as alfa-amilases produzidas
por cereais apresentam maior termoestabilidade do que as fungicas, e menores do
que as bacterianas. Entretanto, esta termoestabilidade & variavel entre variedades
produtoras dentro de uma mesma espécie, permitindo atividade em temperaturas
na ampla faixa de 36 a 110°C.

Da mesma forma que as caracteristicas bioquimicas das alfa-amilases
variam enormemente, 0s processos que envolvem sua aplicagao também variam.
Alguns processos exigem a presenga de enzimas com temperaturas de inativagao
na faixa de 30 a 45°C, com é o caso da panificagdo, on’de a desnaturacao da alfa-
amilase durante cozimento de paes garante a qualidade do produto final (Beynum
et al., 1985; Kruger et al., 1987; Salva, 1990; Nagodawithana et al., 1993). Ao
contrario, a enzima seria resistente ao aquecimento, mantendo a hidrélise do
amido com o produto pronto, causando problemas organolépticos que serao
analisados posteriormente. Ja na produgao de xaropes de agucares, por exemplo,
a aplicacado de enzimas com termoestabilidade na faixa dos 90°C € indicada por
propiciar a manutencao da atividade hidrolitica nestas condi¢cbes de temperatura,
permitindo maior hidrélise do amido, o que representa melhoria na qualidade final

do produto e na rentabilidade da processo (Beynum et al., 1985; Kearsley et al.,

14



3. Revisdo Bibliografica

1995; Salva, 1990; Deweer, 1997; Salzmann, 1991; Lévéque et al., 2000; Malhotra
et al., 2000; Kim et al., 1989; Kindle et al., 1984; Nagodawithana et al., 1993;
Kanno, 1986).

A termoestabilidade da alfa-amilase esta provavelmente relacionada com a
presenca de ions metalicos, como ativadores enzimaticos, e com a configuragao

da estrutura quimica da enzima, tema abordado posteriormente.

3.1.2.3. Ativadores e inibidores

Até poucos anos, era acreditado que todas as alfa-amilases possuiam ions
célcio ligados a molécula, mas a presenca de tais elementos nao era relacionada
com a variagdo da atividade da enzima ou da resisténcia desta a altas
temperaturas. A partir de estudos realizados, citados por Kearsley et al. (1995) e
Salzmann (1991), pode-se comprovar tal relagao e verificar que ions metalicos
agiam ou como estabilizadores protéicos ou como agentes desnaturantes.

A maioria das alfa-amilase responde da mesma forma a presenca de ions,
ora ativando ou inibindo a sua atividade. Em geral, sdo atribuidas fungdes de
ativadores para os seguintes ions: calcio (Ca?*), bario (Ba®*), manganés (Mn%"),
prata (Ag"), ferro (Fe?"), cobalto (Co®) e zinco (Zn**). De forma inversa, s&o
atribuidas fungdes de inibidores para os seguintes ions: merctrio (Hg®"), prata
(Ag"), cobre (Cu?*), chumbo (Pb®"), magnésio (Mg?*), cobalto (Co*"), rubidio
(Rb?), ferro (Fe** e Fe?") e bario (Ba®"). Pode-se notar a repeticdo de certos fons
citados como ativadores e inibidores e isso acontece em funcado da variedade de

enzimas alfa-amilase disponiveis (Kearsley et al., 1995; Salzmann, 1991; Salva,
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1990). E conhecido ainda o efeito de grupos prostéticos (histidina, diotiotreitol e

mercaptoetanol) como ativadores da atividade hidrolitica (Salzmann, 1991).

3.1.3. Estrutura da alfa-amilase

Embora as diferentes origens de obtengcdo da alfa-amilase indiquem
particularidades em suas caracteristicas bioquimicas, todas essas enzimas
apresentam uma estrutura quimica conservada sob condicbées normais, isto &,
quando se encontram em seus pontos normais de temperatura e pH (Beynum et
al., 1985; Shetty et al., 1988; Salzmann, 1991; Lévéque et al., 2000; Malhotra et
al., 2000; Suvd et al., 2001; Fitter et al., 2001; Dixon et al., 1979).

A alfa-amilase é formada por um cadeia polipeptidica simples, distribuida
em trés dominios diferentes, A, B e C. O dominio A representa um cerne
compacto formado por barras (a/B)s, tratando-se de uma estrutura de uma barra
com oito cadeias 3, paralelas, rodeadas por 8 cadeias em a-hélice. O dominio B
representa a parte variavel da molécula, sendo composto, em geral, por uma
camada (placa) de quatro cadeias B, em sentido antiparalelo, com um par de
cadeias B antiparalelas formando longos lagos sobre esta camada. Neste dominio,
encontram-se os ions Ca®", Na* e Ca®*, dispostos em trinca linear, formando uma
interface com o dominio A. O dominio C forma um unidade globular formada por 8
cadeias B dobradas, retendo um terceiro ion Ca®* no local de ligagdo com o
dominio A (Lévéque et al., 2000; Mac Gregor, 1993; Suvd et al., 2001; Fitter et al.,
2001). A estrutura encontra-se reproduzida na figura 2.

O sitio ativo da enzima encontra-se no terminal carboxilico da cadeia B

pertencente a estrutura de barra do dominio A. Os residuos de trés aminoacidos
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formadores do sitio ativo da alfa-amilase sdo estritamente conservados, quando
comparadas diferentes alfa-amilases (Suvd et al., 2001).

A trinca de ions metalicos e o ion Ca?* na interface entre os dominios A e C
podem ser detectados durante as etapas de purificagdo da enzima, mostrando
picos de alto nivel de densidade eletrbnica caracteristicos da alfa-amilase
(Lévéque et al., 2000; Fitter et al. 2001). Os quatro ions s&o mostrados
esquematicamente nas figuras 2 e 3. Destes, 0 nomeado, na figura 2, de Ca | é
estritamente conservado em todas as alfa-amilases analisadas (Lévéque et al.,
2000).

A natureza da termoestabilidade, em fung¢ao da estrutura quimica, tem sido
largamente pesquisada, entretanto, como somente a estrutura da alfa-amilase
produzida pelo Bacillus stearothermophilus foi completamente desvendada, todos
os modelos propostos para predizer a estabilidade térmica entre duas diferentes
enzimas ainda necessitam de dados mais expressivos (Fitter et al., 2001).

Algumas teorias foram propostas com essa finalidade, relacionando
algumas possibilidades como, por exemplo:

- O efeito das ligagdes da alfa-amilase com os ions Na* e Ca?*, atuantes
como estabilizadores da estrutura (figura 3), enquanto algumas enzimas
menos estaveis apresentam ligagdes com moléculas de agua (Fitter et
al., 2001; Lévéque et al., 2000; Mac Gregor, 1993; Suvd et al., 2001;
Saborny et al., 2000). Na mesma linha, a diferente localizagao de trés
aminoacidos na cadeia polipeptidica também ¢é considerada como
possivel fator, pelo fato de um destes aminoacidos ligarem-se ao ion

Call;
17
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- Presenca de maior numero de ligagdes do tipo pontes de hidrogénio em
enzimas mais estaveis, mostrando a tendéncia a maior compactacao da
estrutura (Suvd et al., 2001; Fitter et al., 2001), gerando uma menor
superficie de contato do cerne da estrutura com o meio.

Em geral, atribui-se a presenca de ions Ca?* na solugdo enzimatica a
estabilidade a altas temperaturas, fato comprovado por testes termodinamicos
(Beynum et al., 1985; Kearsley et al., 1995; Shetty et al., 1988; Salva, 1990;
Deweer, 1997; Salzmann, 1991; Lévéque et al., 2000; Malhotra et al., 2000; Kindle
et al., 1984; Suvd et al., 2001; Mac Gregor, 1993; Fitter et al., 2001; Dixon et al.,
1979; Saborny et al., 2000; Kanno, 1986).

Entretanto, como ja mencionado, ainda nao foi estabelecido um modelo

definitivo correlacionando a termoestabilidade e a estrutura quimica dessa enzima.
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Faos

Figura 2: Modelo proposto para a
estrutura quimica da alfa-amilase

Os trés dominios formadores em
diferentes cores, os ions metalicos
representados por esferas e o sitio ativo

no terminal carboxilico (Suvd et al., 2001)

Figura 3: Residuos de aminoacidos envolvidos nas ligagcdes entre os ions metalicos e a alfa-

amilase.

Os atomos sao coloridos: carbono (verde), nitrogénio (azul) e oxigénio (vermelho). As moléculas de

agua sao representadas por pequenas esferas. A figura (a) mostra a interface entre os dominios B

e A com a trinca de ions e (b) mostra a interface entre A e C (Suvd et al., 2001).
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3.1.4. Microrganismos produtores de alfa-amilase

. _ Habitat do Temperatura de | pH 6timo de Localizagao da L.
Género e espécie ) ) o . ) Referéncia
microrganismo | atividade (°C) atividade enzima
) A. oryzae Sarikaya, 2000
Aspergillus sp. ) Solo 30 -60 50-55 Extracelular
A. niger Shetty, 1988
Darias, 2002
Sarikaya, 2000
B. acidocaldarius
Marchal, 1999
B. licheniformis
Ali, 1999
B. stearothermophillus *
Bacillus sp. ) ) Solo 60 —até 110 55-8,0 Extracelular Hamilton, 1999
B. amyloliquefaciens
Lévéque, 2000
B. subtilis
Suvd, 2001
B. thermooleovorans
Fitter, 2001
Malhotra, 2000
P. furiosus Marinho e Kwak, 1998
Pyrococcus sp ] 100 50-7,5 Intra e extracelular
P. woesei solos sulfurosos Lévéque, 2000
Staphylococcus marinus Solos marinhos 100 50 nd’ Lévéque, 2000
. ) * Tanaka, 1987
Clostridium sp C. butyricum T-7 nd 37 50 Extracelular
Pandey, 2000
S. solfataricus Lévéque, 2000
Sulfolobus sp solos vulcanicos 70 -80 50-6,0 Extracelular
S. acidocaldairus Kato, 1999
T. celer Solos marinhos Lévéque, 2000
Thermococcus sp 75-100 5,0-6,0 Extracelular
T. profundus (deep sea) Kawk, 1998

Tabela 1: Microrganismos produtores de alfa-amilase

" _ nao determinado

"2 _ notificada necessidade de ions calcio
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3.2.Hidrdlise enzimatica do amido

3.2.1. Substrato: o amido

O amido é produzido em plantas como reserva energética, permitindo a
sobrevivéncia em periodos criticos como, por exemplo, a germinagdo, o
crescimento e a propagacao (Beynum et al., 1985, Kearsley et al., 1995). Analogo
ao glicogénio reservado em animais, o amido exerce a fungédo energética em
vegetais. Composto basicamente por moléculas de glicose sintetizadas nos
cloroplastos durante a fotossintese, a polimerizagdo das moléculas de amido
realiza-se em organelas especializadas em reserva, sob condigbes de
temperatura, pressdao osmotica, disponibilidade de nutrientes, entre outras,
peculiares a cada espécie produtora. Por essa razdo, diferencas estruturais séo
encontradas entre variadas espécies vegetais (Sarikaya et al., 2000; Kearsley et
al., 1995; Oates, 1997; Bobbio et al., 1992; Beynum et al., 1985; Lehninger, 1976).

Amido esta presente em diversos tecidos vegetais, sendo depositado tanto
na forma amorfa quanto na granular. Comercialmente, é extraido na forma
granular e as caracteristicas de tamanho e formato do granulo sao especificos
para cada espécie utilizada (figura 4). Pode ser encontrado em sementes (milho,
trigo, sorgo e arroz), tubérculos e raizes (batata, mandioca e batata doce) e frutas
(banana), apresentando basicamente a mesma composigao (Sarikaya et al., 2000,
Kearsley et al., 1995). Teoricamente seria possivel obter-se industrialmente o
amido a partir de qualquer vegetal, entretanto apenas o milho, trigo, batata e
mandioca sao comercialmente explorados (Sarikaya et al., 2000; Kearsley et al.,
1995). Isso € devido tanto a fatores econdmicos de disponibilidade de produgao

quanto a viabilidade das técnicas industriais de extragao (Kearsley et al., 1995).
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Figura 4:Microscopia eletronica dos granulos de amido

As figuras sao referentes a: (A) batata; (B) batata doce; (C) arroz; (D) trigo; (E) milho. As
figuras (A1), (B1), (C1), (D1) e (E1) séo referentes a estes granulos de amido tratados
com alfa-amilase obtida de linhagem de Bacillus amiloliquefaciens. As figuras (E2) e (E3)
mostram estes grénulos apos tratamento com duas enzimas beta-amilase obtidas de
linhagem de Bacillus cereus e de sementes de soja (enzima de cereal), respectivamente
(Sarikaya et al., 2000)
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3.21.1. Histéria do uso do amido

As origens do uso industrial do amido remotam ao Egito antigo, quando era
utilizado na manufatura de papiros e pergaminhos, sendo ainda usado na
confecc¢ao de roupas durante o império romano (Kearsley et al., 1995). Na Europa
dos séculos seguintes, a extracdo de amido era feita a partir de batatas e visava
basicamente atender a industria téxtil. A “descoberta” da aplicagdo do amido para
fins alimenticios como matéria prima na producgao de “xaropes de glicose” foi feita
durante as guerras napolebnicas, quando a Europa encontrava-se sob o bloqueio
continental imposto pela Inglaterra. A falta do actcar importado da india levou a
pesquisa de fontes alternativas de sintese e obteng¢ao de acucar. Nesse contexto,
o cientista alemao G. Kirchoff demonstrou, em 1811, a obtencdo de um xarope
doce a partir do aquecimento de solugbes de amido de trigo com acido sulfurico
diluido. Em poucos anos, o processo estava esclarecido e era praticado em larga
escala, utilizando, para tanto, o amido extraido de batatas, o acido cloridrico e o
aquecimento indireto em trocadores de calor. Esse processo de hidrolise do
amido, conhecido como hidrdlise acida, permaneceu ativo por muitos anos, sendo
caracterizado pela necessidade de altas temperaturas no tratamento térmico e
emprego de acidos fortes (Kearsley et al, 1995; Saha et al, 1987; Shetty et al,
1988).

Para atender a demanda, a produgao de batatas cresceu vertiginosamente
nas porgoes central e oeste da Europa, entretanto, ao ser transferida a tecnologia
para os EUA, houve a adaptagdo e o rapido aperfeicoamento do processo de
hidrolise do amido do milho. Apds a Segunda Guerra Mundial, os paises da

Europa foram obrigados a comprar, dos EUA, a tecnologia para a produgéo
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economicamente competitiva de xarope de glicose a partir do amido (Kearsley et

al., 1995).

3.2.1.2. Composigcao do amido

O granulo de amido é inerte, estruturalmente estavel, densamente
condensado e insoluvel em agua, sendo rompido na presengca de enzimas de
origem vegetal e microbiana (Kearsley et al., 1995; Beynum et al., 1985; Oates,
1997; Bobbio et al., 1992). Por essa razdo, a analise do processo de sua quebra
visando a hidrdlise das suas ligagées quimicas requer um prévio estudo sobre sua
estrutura, assim como da acdo da temperatura e das enzimas adotadas no
processo.

Como mencionado anteriormente, o amido apresenta basicamente a
mesma composicao entre as diferentes origens. Genericamente, trata-se de um
carboidrato formado de moléculas de carbono, hidrogénio, oxigénio, nas
propor¢gdes de (CgH10Os),, considerado um polimero de condensagao de
moléculas de glicose. O amido, na verdade, é formado pela combinagao de dois
polissacarideos, amilose e amilopectina, em quantidades médias de 15-30% e 70-
85%, respectivamente (Kearsley et al., 1995; Beynum et al., 1985; Oates, 1997;
Bobbio et al., 1992; Lehninger, 1976; Luallen, 1988). Ambas cadeias sdo formadas
exclusivamente por moléculas de glicose, entretanto diferem em relagdo ao
tamanho de cadeia e disposi¢cao das moléculas componentes.

Em seu estado nativo, ou cru, trata-se de uma estrutura semi-cristalina. O
material interno do granulo esta disposto na forma de anéis concéntricos. Essa

estrutura pode ser visualizada em microscopio em todos os granulos de amido e
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sugere o processo biolégico de deposicado de polissacarideo a partir de um centro
(chamado “hilum”), seguindo periodicamente, camada a camada, aumentando o
tamanho do granulo (Oates, 1997). O centro do anel possui a maior parte dos
grupos redutores das moléculas do amido e é usualmente menos organizado que
o restante da molécula (figura 5).

O primeiro nivel de arranjo estrutural do granulo refere-se ao polissacarideo
amilopectina disposto em “cluster’, ou cachos. Esse arranjo descreve uma
estrutura caracterizada por alternacdo entre regides de cadeias de glicose
paralelas, ordenadas e firmemente condensadas, chamada de lamela cristalina e
regides compostas pela maioria dos pontos de ramificagdes, de forma menos
ordenada, chamada lamela amorfa (Oates, 1997). Dessa forma, a amilopectina
pode ser considerada formadora destas duas regides, a lamela amorfa e a lamela
cristalina, integradas na composi¢céo e no cerne da estrutura do amido, conforme
mostra a figura 6. O granulo do amido contém de 15 a 45% de material cristalino

(Oates, 1997).

3.2.1.2.1. Amilopectina
Amilopectina € um polissacarideo ramificado formado por moléculas de
glicose em cadeias curtas unidas por ligagdes glicosidicas a-1,4 e estas cadeias
sdo ligadas entre si por ligagdes o-1,6 (figura 6). E a maior fracdo de
polissacarideo no amido (107 - 10° Da), sendo altamente ramificado. Os modelos
aceitos para a estrutura da amilopectina sugerem a presenca destas duas

cadeias, chamadas de A e B; a cadeia A € linear e ligada apenas a uma cadeia
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por simples ligagbes, enquanto a B é ramificada e conectada a duas ou mais
cadeias. Essas cadeias apresentam-se fisicamente dispostas em “clusters”, ou
‘em cachos” (Oates, 1997; Luallen, 1988). Estruturalmente e, em alguns casos
também funcionalmente, a amilopectina é a fragdo mais importante do granulo,

responsavel pela sua rigidez.

3.2.1.2.2. Amilose

Amilose é um polissacarideo linear de cadeia longa, formada por moléculas
de glicose unidas por ligagdes glicosidicas na posicao a-1,4 (figura 6). As ligacoes
glicosidicas s&o estaveis em condi¢des alcalinas e hidrolisaveis em acidas. A
unidade de glicose no final da cadeia apresenta um grupo aldeido e por esta raz&o
€ chamado de grupo redutor (Oates, 1997; Bobbio et al., 1992).

Sendo a menor dentre as duas fragcbes componentes do amido (105 -10°
Da), a amilose € um polissacarideo pouco ramificado. A relagdo estrutural entre
amilopectina e amilose ainda ndo esta completamente esclarecida, mas é aceito
que ambos polissacarideos encontrem-se separados entre si, independentes um
do outro. Varios estudos revelaram que a amilose forma uma estrutura helicoidal
que pode ser encontrada entre as cadeias de amilopectina (os “clusters”), em
ambas regides amorfa e cristalina do granulo, apesar de ser majoritariamente
encontrada na regido amorfa. Essa estrutura helicoidal tem a habilidade de reter
moléculas de iodo, formando complexos amilose-iodo caracterizados pela

coloragdo azul proporcional ao tamanho da cadeia de amilose (Oates, 1997).
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Figura 6. Esquema estrutural das fragdes componentes do amido
(a) — Polissacarideos Amilose

(b) — Polissacarideo Amilopectina (Luallen, 1988)
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A localizagdo da amilose entre as lamelas constituintes do granulo é

dependente da origem do amido, variando entre as espécies, da mesma forma

que a fragdo destinada a cada cadeia (amilose e amilopectina), seus respectivos

pesos moleculares e graus de polimerizagdo variam entre as diversas espécies

produtoras de amido, tornando-se uma caracteristica intrinseca do produto

(Beynum et al., 1985, Oates, 1997).

A tabela 2 mostra a composicdo das variedades comercialmente

exploradas. A quantidade de amilose esta relacionada com a densidade de

condensacao do granulo e o grau de polimerizagao (DP) relacionado com a

viscosidade do amido em solugao, sendo alterado com o processo de liquefagao,

que é a quebra das ligagdes glicosidicas.

Grau de

Grau de

. Amilose | Amilopectina )
Amido (%) (%) polimerizagdo da| polimerizagao da Propriedades
’ ’ amilose (DP) " | amilopectina (DP) "™
Gel firme, pasta
opaca, textura
Milho 27-28 72 800 2.000.000
de massa
amanteigada
Batata 21 79 3000 2.000.000 -
Trigo 28 72 800 2.000.000 -
Mandioca 17 83 - 2.000.000 -

Tabela 2. Caracteristicas de diversas fontes de amido

" — Beynum et al., 1985.
2 Kearsley et al., 1995.
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3.2.2. Processo de gelatinizagao e hidrélise do amido

Esquematicamente, o processo de hidrolise enzimatica do amido é
realizado em duas etapas: a liquefacdo e a sacarificagdo. Como o amido € uma
estrutura rigida, inicia-se o processo com a gelatinizagcéo visando facilitar a agéao
enzimatica, o que reduz o tempo de processamento e melhora a qualidade final

dos produtos.

3.2.2.1. Gelatinizagao do amido

No processo de liquefagao, os granulos de amido séo dispersos em solugao
aquosa, aquecidos (causando a gelatinizagdo) e hidrolisados parcial e
irreversivelmente, com auxilio de enzima alfa-amilase (Beynum et al., 1985;
Kearsley et al., 1995; Deweer, 1997; Shetty et al., 1988; Salva, 1990; Lévéque et
al., 2000; Kindle et al., 1984; Dixon et al., 1979; Kruger et al., 1987; Oates, 1997;
Nagodawithana et al., 1993). A temperatura de gelatinizacdo varia bastante,
oscilando da faixa de 65 a 105°C (tabela 3); para a maioria dos amidos utilizados
comercialmente, ha a necessidade de emprego de temperaturas altas, entre 105-
110°C, visando a total gelatinizagdo (Beynum et al., 1985; Kearsley et al., 1995,
Deweer, 1997; Kindle et al., 1984).

O aquecimento de uma solugao de amido em tais temperaturas resulta no
inchaco da regido amorfa do granulo, causando a ruptura das liga¢gées quimicas
mantenedoras da estrutura ordenada e a abertura da lamela cristalina, tornando o
amido altamente hidratado e vulneravel a reagbes quimicas, como a agao de
enzimas amiloliticas (Kearsley et al., 1995, Oates, 1997; Kruger et al., 1987; Dixon

et al., 1979; Nagodawithana et al., 1993). Esse primeiro passo € adotado em todos
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0s processos industriais de producdo de derivados do amido. Mesmo sem o

processo de gelatinizagdo, é possivel ocorrer a agcao de enzimas amiloliticas,

como ocorre naturalmente em vegetais, entretanto esse processo é menos

eficiente em niveis industriais.

Milho
Alto teor de Batata Mandioca Trigo
Normal Ceroso )
amilose

Granulo (um) 2-30 2-30 2-24 5-100 4-35 2-55
% Amilose 28 <2 50-85 21 17 28
Tgelatinizacao (°C) 62-80 63-72 66-170 58-65 52-65 52-85
Viscosidade Média | Média alta | Muito baixa | Muito alta Alta Baixa
Claridade Opaca Opaca Opaca Translucida | Translucida | Opaca
Tendéncia a

Alta | Muito baixa | Muito alta | Média baixa Média Alta
retrogradagao

Tabela 3. Caracteristicas dos granulos de amido comercialmente explorados
Beynum et al., 1985.

3.2.2.2.

Hidrolise do amido

Por muitos anos, a hidrolise do amido foi realizada com tratamento térmico

e uso de acidos fortes. O controle do processo e da qualidade dos produtos finais

era feito principalmente em funcao da temperatura, da concentracdo dos acidos e

do tipo e quantidade de amido utilizado (Shetty et al., 1988). As condi¢cdes de

processamento eram extremas, usando acidos em solucédo de pH entre 1,5-2,0

e temperaturas mantidas por 10 minutos na faixa de 140 - 150°C (Saha et al.,

1987; Shetty et al., 1988). As desvantagens eram inumeras, iniciando-se na
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necessidade de utilizacdo de equipamentos caros e altamente resistentes. Como
resultado final, tinha-se um processo menos eficiente, menos rentavel e gerador
de produtos de menor qualidade, se comparado com o processo enzimatico
atualmente utilizado.

Devido a tais limitagdes, desenvolveu-se a hidrélise enzimatica do amido,
pesquisada desde a década de 50, tratada inicialmente como uma
complementacgao da hidrélise acida e, apds, substituindo-a completamente (Shetty
et al.,, 1998).

Para a aplicacdo de enzimas amiloliticas na hidrolise do amido encontrou-
se, entretanto, uma barreira tecnolégica devido a incompatibilidade entre as
temperaturas de gelatinizagdo (entre 90-110°C) e a estabilidade térmica das
enzimas adotadas (Shetty et al., 1998). A solugao inicialmente aceita foi a variagéao
de temperaturas durante o processo: a solu¢gao de amido seria aquecida em um jet
cooker, aumentando rapidamente a temperatura para a faixa de 90-110°C, e apo6s
alguns minutos a temperatura seria reduzida para a faixa de 85-95°C e assim
mantida por pelo menos 1 hora. Ainda assim era imprescindivel a presenca de
jons de calcio (100 a 150 mg Ca*? por Kg de amido) visando aumentar a
estabilidade térmica da enzima. Esse processo ocasionava perdas com
retrogradacéo do amido e a reagao ainda era muito demorada (Shetty et al., 1998,
Deweer, 1997).

Outro entrave para a utilizacdo das alfa-amilases convencionais na
liquefagdo do amido era a necessidade de ajustar o pH, visto que a solugédo de

amido liquefeito apresenta um pH natural entre 4 - 5,5 e, nessa faixa, as enzimas
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utilizadas na época apresentavam baixa atividade (pH 6timo de 5,5 — 6,5), sendo,
portanto, relativamente instaveis (Shetty et al., 1998; Deweer, 1997; Lévéque et
al., 2000; Mikami et al., 1997; Kanno, 1986; Bajpai et al., 1989).

Por essas razoes, foram pesquisadas fontes de obtencao e caracterizagao
de enzimas alfa-amilase termoestaveis, com boa atividade em valores de pH
abaixo do seu ideal. A partir dos anos 70, comegou a ser comercializada a alfa-
amilase produzida pelo Bacillus licheniformis, estavel tanto a altas temperaturas
como a pH baixos e com menor dependéncia de ions calcio, facilitando
extremamente o processo de liquefagdo do amido (Deweer, 1997; Salzmann,
1991; Salva, 1990; Malhotra et al., 2000; Kindle et al., 1984; Suvd et al., 2001;
Nagodawithana et al., 1993; Saborny et al., 2000).

A hidrélise enzimatica e, em especial, a hidrdlise utilizando enzimas
termoestaveis, aumentou a performance do processo, aumentando seu
rendimento e reduzindo a necessidade de compostos quimicos, a formagao de
subprodutos indesejaveis e a formacgao de cor, além de aumentar a produgéo € a
qualidade da glicose obtida.

A hidrdlise enzimatica foi uma grande contribuicdo ao processo industrial
visto que, concomitantemente ao seu desenvolvimento, houve um grande
aumento do consumo do xarope de agucares como os de maltose, glicose e
frutose (e derivados), obtidos a partir de fontes de amido como o milho. Esses
processos, realizados hoje a altas temperaturas, e a utilizagdo de enzimas
termoestaveis citadas anteriormente, representaram uma melhora na qualidade
final do produto e significativa diminuicdo do tempo de processamento (Deweer,

1997).
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Industrialmente, a hidrolise do amido € um processo continuo que
desenvolve, em uma unica etapa, o aquecimento (a 105-110°C), gelatinizacao e a
liquefagdo do amido e, em uma segunda etapa, a sacarificagcdo (Beynum et al.,
1985; Kearsley et al., 1995; Shetty et al., 1998; Deweer, 1997).

A liquefagao é realizada, em geral, com enzimas microbianas termoestaveis
com atividade hidrolitica das liga¢des glicosidicas a-1,4, que s&o as alfa-amilases
termoestaveis. Entretanto, conforme descrito no item 3.1.1.2., o emprego de
enzimas alfa-amilases tipo sacarificante, possibilitaria produzir xaropes de alta
concentragdo de glicose ou maltose (produtos de baixo peso molecular) em
apenas uma etapa, com apenas uma enzima.

Como a gelatinizagdo do amido gera uma solugdo altamente viscosa, o
tratamento enzimatico tem como objetivos reduzir bruscamente a viscosidade da
solugéo e obter produtos com caracteristicas de composi¢céo definidas (Beynum et
al., 1985; Kearsley et al., 1995; Shetty et al., 1998; Salva, 1990; Kindle et al.,
1984). Os produtos obtidos dependem do tipo da enzima utilizada sendo,
geralmente, maltose, maltodextrinas de pesos moleculares diversos e pequenas
quantidades de glicose.

Na producdo de xaropes de maltodextrinas, deve-se salientar que as
condigdes de processo devem ser ajustadas (especialmente tempo, temperaturas
e matéria-prima) de forma a obter adequados niveis de DE (dextrose equivalente),
propriedades caracteristicas para esses produtos (20<DE<80) (Kearsley et al.,

1995).
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SOLUCAO AQUOSA DE AMIDO

(Gelatinizagao)
ALFA-AMILASE > LIQUEFACAO »  Xaropes de maltodextrina
Pululanase +
Glucoamilase —> SACARIFICACAO
Beta-amilase +
- Xarope de glicose
PURIFICACAO
+ Xarope de maltose
Glucose isomerase —p ISOMERIZACAO
REFINACAO —» Xarope de frutose

Figura 7. Passos da conversao enzimatica de amido
(Kearsley et al., 1995)

3.2.3. Processo de sacarificagao do amido

Apods a liquefacdo, a solugao de maltodextrina é hidrolisada a glicose por
uma enzima desramificante (figura 7), seja endoenzima (isoamilase e pululanase)
ou uma exoamilase (B-amilase e glicoamilase), atuando sobre as ligagdes
glicosidicas «-1,6 da amilopectina (Bobbio et al., 1992). Como exemplo, temos a
aplicacéo da enzima glucoamilase que gera um rendimento de até 96% de glicose
em peso seco de amido ao final do processo (Shetty et al., 1998). Entretanto,

como analisado anteriormente, algumas alfa-amilases tém a capacidade de
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hidrolisar ligagdes glicosidicas em «-1,6, levando a produgdo de xaropes de
glicose, maltose e maltotriose diretamente apds a gelatinizagdo (Christophersen et
al., 1998; Fitter et al., 2001; lwata et al., 1990; Fogarty et al., 1993; Doyle et al.,
1999; Takasaki, 1985).

O resultado dessa segunda etapa no processamento do amido € uma
solucédo de sacarideos com baixo peso molecular como, por exemplo, maltose e
glicose, componentes dos xaropes de agucares mais utilizados nas industrias

alimenticias e farmacéuticas.

3.3. Produtos da hidrélise do amido

Os produtos comerciais derivados do amido encontram grande aplicagéo
nas industrias de alimentos, onde s&o utilizados como coadjuvantes no
processamento e determinam caracteristicas relevantes dos produtos finais
(Beynum et al., 1985; Kearsley et al., 1995; Kruger et al., 1987; Marchal et al.,
1999; Hamilton et al., 1998; Godshall, 1988; Kindle et al., 1984; Dixon et al., 1979;
Nagodawithana et al., 1993; Omobuwajo, 1994; Pyler, 1973).

Com o aprimoramento das tecnologias fermentativas e das técnicas de
imobilizagdo enzimatica, os controles dos processos hidroliticos tornaram-se mais
finos, permitindo a obtencdo de produtos com composicdes especificas, de maior
qualidade e pureza (Kearsley et al., 1995). Esses produtos séo classificados
através da adocdo de parametros como dextrose equivalente (DE), grau de
polimerizagdo (DP) e teor de glicose (DX). Geralmente, a fonte de amido utilizado

como matéria prima ndo é citada na composicado, exceto em casos de produtos
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com valores muito baixos de DE, onde a composigdo do amido (em especial, a
propor¢gao amilose/amilopectina e presenca de proteinas e lipideos) pode
determinar o surgimento de compostos de retrogradagcdo e problemas
tecnoldgicos na utilizagao do xarope.

Dextrose equivalente (DE) é a porcentagem de acgucares redutores totais
(em base seca) calculada em fungao de curva padrao utilizando glicose; com isso,
o0 amido puro apresenta DE minimo e igual a 0, enquanto a glicose pura apresenta
DE maximo e igual a 100. O grau de polimerizagao (DP) esta relacionado com a
composicao do xarope, especificando os sacarideos presentes, em termos do
numero de unidades de glicose contidas em cada fragdo do xarope. Desta forma,
DP1 refere-se a dextrose (1 unidade de glicose), DP2 a maltose, DP3 a
maltotriose etc.

Em geral, a caracterizagdo dos produtos obtidos na hidrélise de amido é
feita utilizando-se o fator DE (Roussel et al., 1991; Shetty et al., 1988; Kruger et
al., 1987). Entretanto, cabe enfatizar que produtos com diferentes composi¢des de
sacarideos (obtidos por diferentes processamentos hidroliticos) podem apresentar
o mesmo DE e serem produtos de diferentes caracteristicas e aplicacoes. Esse
conflito é resolvido, na pratica, pela adogao de critérios de separagdo como o
conteudo de agucares de baixo peso molecular (para xaropes com baixos DE),
expresso em termos de DP/DE, ou através do teor de glicose (DX), para xaropes
com altos DE (Doyle et al., 1999; Roussel et al., 1991; Kruger et al., 1987).

Assim, tem-se que os xaropes com valores de DE inferiores a 20 sao

referentes aos xaropes de maltodextrinas, os entre 20 e 80 sdo os diversos
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xaropes de acucares e os superiores a 80 sio relativos aos hidrolisados ou

hidrois.

3.3.1. Maltodextrinas

Maltodextrinas sdo os produtos da hidrdlise parcial do amido, apds a agao
da alfa-amilase na liquefagdo. Tipicamente sao compostos por oligo e
polissacarideos de variados tamanhos e pesos moleculares: desde maltotrioses,
maltotetroses até cadeias com centenas de unidades de glicose (Wang et al.,
2000; Roussel et al., 1991; Beynum et al., 1985; Kearsley et al., 1995; Saha et al.,
1987; Marshal et al., 1999; Luallen, 1988; Ali et al., 1999; Nagodawithana et al.,
1993; Takasaki, 1985; Nebesny et al., 1990; Doyle et al., 1999).

Maltodextrina € comercialmente caracterizada como xarope com valores de
DE inferiores a 20. Sendo um produto n&o doce, trata-se de um xarope soluvel em
agua fria, tipicamente claro e com caracteristias fisico-quimicas e funcionais
desejaveis: estabilizante (importante durante longa estocagem, por exemplo),
resistente ao calor (com grande aplicagdo em panificagdo), espessante, atuante
na prevengao da formacdo de cristais de gelo durante o congelamento do
alimento, nutritiva e preservativa (evitando processos de oxidagao) (Doyle et al.,
1999; Godshall, 1988; Marshal, 1999). Estas propriedades s&do obtidas nos
xaropes através do controle fino do processo de hidrolise do amido e estdo
diretamente relacionadas com o fator DE.

E bastante utilizado nas industrias de alimentos, principalmente em bebidas

energéticas (DP entre 3 e 6), liquidos e bebidas alcodlicas (por exemplo, licores).
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Na industria farmacéutica tem grande aplicagdo em fluidos e alimentagdes
parentais (Marshal et al., 1999), por tratar-se de um xarope com poder nutritivo.
Maltodextrinas com baixos valores de DE estdo sendo utilizadas também
como substitutos de gorduras e 6leos em alimentos. A solugdo ou gel substituinte
pode ser formada com uma proporcao de 1:3 (maltodextrina:agua), gerando 4 de
kilocalorias das obtidas com gorduras e 6leos (por grama de material sélido). As
vantagens dessa tecnologia sdo claras em alimentos, representando extenso

campo de aplicagbes (Kearsley et al., 1995).

3.3.2. Xaropes de agucares

O termo “xaropes de acgucares” engloba os produtos obtidos da hidrélise do
amido inicialmente utilizados como edulcorantes de alimentos. Entretanto, cada
um destes produtos apresenta caracteristicas tecnolégicas proprias e variantes
especificamente em funcdo de quatro fatores: a) Dextrose Equivalente (DE); b)
composicao de carboidratos (importante para xaropes de diferentes composi¢oes
que apresentam os mesmos valores de DE); c) teor de sdlidos e d) teor de didxido
de enxofre. Dentre as caracteristicas referentes aos xaropes de agucares, as mais
importantes sao as listadas na tabela 4, dadas em fungao do indice de dextrose
equivalente (DE) (Shetty et al., 1988; Nebesny et al., 1990; Kearsley et al., 1995;

Beynum et al., 1985; Saha et al., 1987; Nagodawithana et al., 1993).

41



3. Revisao Bibliografica

Tipo de xarope de agucar
Propriedades funcionais

Baixo DE Alto DE

Agente de corpo <

Reag0es de escurecimento >
Estabilizador de emulsdes <

Fermentabilidade >
Acentuador de sabor >
Efeito preservativo >
Estabilizador de massa (panificagéo) <

Abaixador de ponto de congelamento >
Agente de umectancia < >
Higroscopicidade >
Sélidos nutritivos < >
Prevencao da cristalizagao de agucar <

Prevencao da formacéao de cristais de gelo <

durante o congelamento

Poder edulcorante >

<

Viscosidade

Tabela 4: Variagdo das propriedades funcionais dos xaropes em funcdo do indice
dextrose equivalente
(Kearsley et al., 1995; Luallen, 1988).
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3.3.2.1. Xaropes de maltose

Os principais xaropes de maltose utilizados industrialmente estdo dispostos
na tabela 5, relacionados com suas aplicagdes industriais mais comuns. Cabe
relembrar que o processo de obtencdo destes xaropes esta basicamente
esquematizado no fluxograma da figura 7 (Kearsley et al., 1995; Saha et al.,
1987). Os xaropes com teores de maltose aumentados sdo obtidos com variagbes
de processo (algumas inclusive indicadas na tabela 5) e ilustram a variedade de
produtos obtidos pela hidrélise do amido. A metodologia de purificagdo destes
xaropes inclui etapas de filtracdo e de remoc¢ao de compostos coloridos e
aromaticos, através de tratamento com carvao ativo (Beynum et al., 1985;
Kearsley et al., 1995; Saha et al., 1987; Shetty et al., 1998; Cho et al., 2000; Salva,
1990; Luallen, 1988; Godshall et al., 1988; Ali et al. 1999; Nagodawithana et al.,

1993; Takasaki, 1985).
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Produtos da

sacarificagao

Conteudo

maltose (%)

Conteudo

glicose (%)

Aplicacdes industriais

Industria

Produtos e propriedades

High Maltose . Textura e umidade controlada
) 50 - 55 2-5 Confeitados . o
Syrup* apropriado para confeitaria leve;
High Maltose .
) o Reteng&o de umidade e controle da cor
Syrup produzido a 50 - 55 8-10 Panificacao o
em produtos finais;
65°C
Sobremesas Controle da textura (maciez) e das
congeladas caracteristicas de congelamento;
High Maltose i
) Controle da fermentacéo via spectrum
Syrup produzido a 55-65 8-12 ) '
Bebidas de agucares fermentaveis;
60-65°C o
fermentaveis
Alta porcentagem de agucares
fermentaveis (+97%);
Very High Maltose Controle da textura (maciez) e das
70-75 0-3 Sorvetes
Syrup caracteristicas de congelamento
Ultra High Maltose Prevencéao da cristalizagao
82 -88 5-9 Balas e doces
Syrup Baixa higroscopicidade
High Conversion Bebidas _
) 30 -37 35-43 o Controle da fermentacédo
Syrup* fermentaveis
Enlatados Dogura e firmeza de frutas enlatadas
Confeitados Substiuicao de sucrose em doces
Panificacao Retencéo de umidade e controle da cor
Bebidas Estabilizacao do sabor na estocagem
Xarope de glicose Alimentos infantis
1-2 94 — 97 Fonte de energia

e glicose cristalina

e dietéticos

Panificagao

Caramelizacéao e propriedades da
massa

Tabela 5. Principais xaropes de maltose e aplicagdes
Kearsley et al., 1995

' _ Produzida com enzima termoestavel comercial

2z High Conversion Syrup: € um xarope obtido pela agdo combinada das enzimas alfa-amilase

fungica e amiloglicosidase sobre o amido, liberando uma solugdo com a composigdo expressa na

tabela. Deve ser uma solugcédo estavel para resistir ao processo de cristalizagdo a temperaturas

inferiores a 4°C e DS entre 80 e 83%. O conteudo de glicose nesses xaropes nao deve exceder DS

de 43.
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3.3.2.2. High Fructose Corn Syrups (HFCS) — Xaropes de frutose

Os xaropes de acgucares mais utilizados nas industrias de alimentos e
farmacéutica sdo aqueles compostos prioritariamente por frutose e isso devido a
uma simples razao: a frutose apresenta maior poder edulcorante quando
comparada a glicose (Kier, 1972; Lehninger, 1976; Bobbio et al., 1992). A
diferenca de docura entre estes compostos esta relacionada com a posicao dos
seus grupos hidroxil vicinais, com as ligagdes quimicas (liga¢des tipo pontes de
hidrogénio e ligagbes de van der Waals) estabelecidas entre os seus atomos e
com a sua configuragdo espacial (Kier, 1972; Beynum et al., 1985). A tabela 6
mostra a comparacdo do efeito edulcorante entre monossacarideos naturais,
dissacarideos e os compostos sintetizados artificialmente.

Os xaropes de frutose sédo produzidos a partir da solugao de glicose, apos a
liquefagcédo e sacarificacdo do amido (Kearsley et al., 1995; Beynum et al., 1985;
Saha et al., 1987; Nagodawithana et al., 1993). Esta solugcdo € isomerizada a
frutose pela agcéo de enzima glucose-isomerase, imobilizada em coluna, processo
amplamente estudado e conhecido (Kearsley et al., 1995; Saha et al., 1987).

Juntamente a producido de xaropes de frutose, pode-se mencionar os
xaropes enriquecidos (com altos teores de frutose) com diferentes aplicagdes e
caracteristicas tecnologicas e organolépticas (Luallen, 1988).

O “High Fructose Corn Syrup” (HFCS), composto com 42% de frutose, é
obtido diretamente da isomerizagado de xaropes de glicose. Com desenvolvimento
da tecnologia de separacédo da frutose, obtiveram-se dois novos xaropes, ambos
enriquecidos e com teores de frutose de 55 e 90% respectivamente, os “Enriched

Fructose Corn Syrup” (EFCS) e “Very enriched Fructose Corn Syrup” (VEFCS),
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respectivamente (Kearsley et al., 1995; Beynum et al., 1985). A tabela 7 mostra as
diferencas entre as caracteristicas dos 3 xaropes de maior expressao comercial,

variantes dos xaropes de frutose.

Efeito edulcorante relativo de aglcares

convencionais e adogantes sintéticos

D-glicose 0,5-0,7
Maltose 0,6
Acucar invertido (HFCS) 0,9-0,95
Sacarose 1,0
D-frutose 1,0-1,7
Sorbitol 0,63
Manitol 0,75
Xilitol 0,9
Ciclamato de sddio 30
Sacarina 200 -700

Tabela 6: Comparacéao entre o efeito edulcorante de diferentes compostos

(Kearsley et al., 1995; Beynum et al., 1985; Lehninger, 1976).

High Fructose Corn Syrups

HFCS EFCS VEFCS
Frutose 42 55 90
Glicose 52 42 9
% solidos 71 77 80
Ferro (ppm) <1 <1 <1
Cobre (ppm) <0,05 <0,05 <0,05
Umidade 29 23 20

Tabela 7. Caracteristica dos xaropes de frutose comercialmente explorados

(Beynum et al., 1985).
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3.3.2.3. Xaropes de glicose

Os termos “xarope de glicose”, “glicose” e “xarope de milho” sdo todos
referentes ao mesmo produto, apesar de nenhuma dessas denominagdes serem
apropriadas para os xaropes compostos de acgucares utilizados industrialmente. O
Codex Alimentarius define os xaropes de glicose como “solugbes aquosas
concentradas e purificadas de sacarideos nutritivos obtidos da hidrélise do amido”,
enquanto que a Comunidade Econdémica Européia (CEE) define como “solugéo
aquosa concentrada de D(+)glicose, maltose e outros polimeros de D-glicose
obtidos por processo controlado de parcial hidrolise de amido” (Kearsley et al.,
1995). Esta ultima definicdo esta mais préxima da caracterizagdo do produto,

entretanto deve-se atentar que “polimeros de D-glicose” podem se referir a

produtos com variados DE como, por exemplo, oligo e polissacarideos.

3.3.2.3.1. Produtos de fermentagao de xaropes de glicose

A glicose é considerada como o mais importante produto primario ou
intermediario na producao de diversos compostos, obtidos através da aplicagao de
processos enzimaticos, quimicos e/ou fermentativos, em industrias farmacéuticas,
quimicas, téxteis etc. Estes produtos apresentam altos valores comerciais no
mercado e muitos ainda se encontram em pesquisa como substituintes naturais de
equivalentes convencionais, como por exemplo, a biossintese de penicilina —
obtida via fermentagcdo com utilizacdo da glicose como substrato — e a produgéo
de polidis usados como adocgantes de baixo poder calérico — obtido por

hidrogenacgao de xaropes de glicose (Beynum et al., 1985; Kearsley et al., 1995;
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Grewal et al., 1995; Goldberg et al., 1991; Lehninger, 1976; Nagodawithana et al.,
1993).

Um ponto critico destes processos € a escolha do xarope de glicose a ser
utilizado no processamento. Como analisado anteriormente, os xaropes variam em
composigcao e em caracteristicas reoldgicas e organolépticas, podendo influenciar
positiva ou negativamente sobre a qualidade do produto final obtido. Os principais
xaropes de glicose utilizados em processos fermentativos sdo analisados na
tabela 8, enquanto que, na tabela 9, encontram-se algumas aplicagbes destes

xaropes, processos adotados e referéncias.

High Maltose Very high

Composicao 20DE 42 DE 63 DE 95 DE
syrup Maltose syrup
Glicose 1.5 19 37 92 3 3
Maltose 7 14 32 5 55 70
Maltotriose 11 11 12 3 15 20
Oligossacarideos 56 56 19 0 27 7

Tabela 8: Composigdo dos principais xaropes de glicose usados em processos
fermentativos
(Kearsley et al., 1995).
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Conversao bioquimica — hidrolisados do amido

Derivados do amido

Produtos

Processo utilizados

Referéncia

Hidrolisados do amido

Xaropes de glicose
Maltodextrinas
Ciclodextrinas

Maltose

Hidrélise enzimatica:
alfa-amilase, amiloglicosidase

e glucose-isomerase

Beynum, 1985

Acidos organicos

Acido acético (vinagre)

Fermentacédo 100%

Beynum, 1985
Grewal, 1995

Acido citrico ou fermentagéo 70% e Goldberg, 1991
Acido malico enzimatico 30%

Alcoois Etanol Processos fermentativos de Beynum , 1985
Isopropanol glicose, frutose em xaropes
Butanol (fermentagao alcodlica)

Polidis 2,3 Butanediol Transformacdes quimicas de  Beynum, 1985
Glicerol hidrogenacgao de xaropes de
Manitol agucares
Xilitol

Aminoacidos

Acido L-glutamico

Regulacao da fermentacao de

Beynum, 1985

L-metionina amido hidrolisado e glicose
L-lisina
Gomas e biopolimeros Xantana Processos fermentativos da Beynum, 1985
Pululana glicose
Alginato
Antibiéticos e Penicilina Processos fermentativos de Beynum, 1985

hormonios

amido hidrolisado, glicose

e/ou lactose

Tabela 9. Principais aplicagdes dos xaropes de glicose.
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3.3.2.4. Acidos organicos

Acidos organicos s&o compostos sintetizados por inimeros microrganismos
em seus processos metabdlicos de obtencédo de energia, tendo a glicose como
substrato (Beynum et al., 1985; Kearsley et al., 1995; Grewal et al., 1995;
Goldberg et al., 1991; Lehninger, 1976). Dessa forma, realiza-se a produgéo
industrial de acidos como o acético, citrico, malico entre outros, utilizados como
acidulantes, importantes aditivos nos processamentos de alimentos, como pode
ser observado na tabela 10.

A obtencao industrial baseia-se em processos fermentativos realizados com
derivados do amido (especialmente a glicose), utilizando-se linhagens de fungos
(Aspergillus sp. e Penicillium sp.), leveduras (Candida sp. e Hansenula sp.) ou
bactérias (Bacillus sp., Arthrobacter sp. e Corynebacterium sp.) (Grewal et al.,
1995).

A via metabdlica produtora de acidos organicos encontra-se esquematizada
na figura 8, ressaltando-se que a alta concentragdo de carboidratos no inicio do
processo induz o acumulo acido citrico e a formagao de acido malico (Grewal et

al., 1995; Goldberg et al., 1991).
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Acidulante Efeito em alimentos

Aplicacdao em alimentos

Acido acético Acidulante

Uso direto

Acido citrico  Acidulante

Sabor acido em bebidas carbonatadas
e/ou sucos de frutas, frutas enlatadas,

geléias, balas e confeitos;

Melhorador de sabor

Sabor acido agradavel em frutas e

vegetais e em bebidas a base de limao

Regulador de pH

Geléias

Agente quelante e

preservativo

Inibe escurecimento enzimatico

Estabilizante (citrato
de sodio) e

emulsificante

Produtos lacteos e alimentos com queijo

Acido malico *'

Purés de tomate, sucos e compotas de
frutas, doces e confeitos

Efeito sinérgico com

aspartame

Aumenta a dogura em Dbebidas
carbonatadas, reduzindo em 10%

adicdo de adogantes

Tabela 10: Acidulantes e suas aplicagdes.

*! O acido malico encontra as mesmas aplicacdes do acido citrico, com a diferenca de ser

mais concentrado, podendo ser usado em menores concentracoes
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Figura 8: Obtencao de acidos organicos através da via glicolitica

(Lehninger, 1976).
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3.3.2.5. Polidis
Polidis, também conhecidos como sugar alcohols, ou poliadlcoois, sao

pertencentes ao grupo de sacarideos derivados, onde os grupos aldeidos e
cetonas sdo substituidos por grupos hidroxil (Kearsley et al., 1995).

Podem ser encontrados, consumidos e extraidos de frutas, vegetais e
cereais, apesar de estarem presentes em baixas concentragdes. Podem também
ser produzidos através de processos quimicos de hidrogenacgédo catalitica de
xaropes de agucares; nesses processos, os diferentes xaropes usados como
substrato geram diferentes produtos: xaropes de glicose produzem sorbitol,
xaropes de frutose (HFCS) produzem uma composi¢ao (blend) de manitol e
sorbitol, xaropes de maltose produzem maltitol etc. (Kearsley et al., 1995; Beynum
et al., 1985).

Sendo produzidos ou em forma cristalina ou em solugdo aquosa, estes
produtos apresentam grande poder edulcorantes associado com baixo efeito
caldrico (foi inicialmente desenvolvido como alimentos especiais para diabéticos),
sdo nao-cariogénicos, tém propriedades organolépticas e tecnoldgicas adequadas
(atuam como estabilizantes, emulsificantes, umectantes e crioprotetores), além de
terem alta flexibilidade, podendo ser aplicados em diversos processos industriais.

A figura 9 apresenta o processo de obtengdao de maltitol a partir da

hidrogenagao do xarope de maltose (High Maltose Syrup).
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Figura 9: Hidrogenacédo de xarope de maltose para producédo de xarope de
maltitol

(Kearsley et al., 1995; Beynum et al., 1985).
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3.3.2.6. Aminoacidos

A biossintese industrial de aminoacidos baseia-se, da mesma forma que a
biossintese de acidos organicos, na regulagdo das etapas do metabolismo de
agucares (glicose, frutose e maltose) (Kearsley et al., 1995; Beynum et al., 1985;
Lehninger, 1976; Nagodawithana et al., 1993). Assim, através de processo
conhecidos de inibigado, retroinibicdo e acumulo de metabdlitos pode-se produzir
aminoacidos com ampla aplicagdo no mercado de alimentos como, por exemplo,
os listados na tabela 11, com suas respectivas finalidades e aplicagdes.

Os produtos de hidrolise do amido encontram uma aplicagao direta na
producao de aminoacidos, sendo utilizados por microrganismos como as bactérias
Corynebacterium glutamicun e Brevibacterium sp. em processos fermentativos
utilizando vias metabdlicas conhecidas (Lehninger, 1976). A via metabdlica
utilizada encontra-se esquematizada na figura 10, com os precursores dos

aminoacidos e os proprios aminoacidos apresentados.
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Aminoacido

Finalidade

Aplicacao em alimentos

L-glutamato de sédio

Realcador de sabor

Sopas, molhos de carnes,
condimentos, bolachas

salgadas

Aspartato e alanina

Melhorador de sabor

Sucos de frutas

Glicina Melhorador de sabor Alimentos doces

Cisteina Melhorador de Panificacao
qualidade

Triptofano + Histidina  Antioxidante Sucos de frutas

Aspartame:

fenilalanina +

Composto edulcorante

de baixo conteudo

Bebidas carbonatadas

ac.aspartico caldrico
Lisina Valor nutricional Panificagao (Japao)
Metionina Valor nutricional Produtos a base de soja

Tabela 11. Aminoacidos usados na industria de alimentos

Beynum et al., 1985
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Figura 10: Via glicolitica na produgao de aminoacidos
(Lehninger, 1976).
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3.3.2.7. Gomas

As gomas sao utilizadas ha milhares de anos, principalmente as extraidas
de plantas e algas marinhas. Entretanto, o aprimoramento dos processos
fermentativos ampliou as fontes de obtencdo e, consequentemente, as
possibilidades tecnoldgicas e caracteristicas dos produtos obtidos. Entre as gomas
produzidas por processos fermentativos, destaca-se a xantana, obtida da
fermentacéo do xarope de glicose (Bobbio et al., 1992).

Goma de maior importancia comercial, a xantana é produzida em larga
escala pela fermentacdo de D-glicose, pelo microrganismo Xantomonas
campestris. Trata-se de um heteropolissacarideo composto por unidades de D-
glicose, D-manose, acido D-glucorénico, grupos acetilicos e acido piravico.
Apresenta elevado peso molecular, é soluvel em agua (tanto em frio quanto em
quente), forma solugbes viscosas resistentes ao calor e a mudangas de pH,
mesmo em baixas concentragbes (Kearsley et al., 1995; Beynum et al., 1985;
Bobbio et al., 1992).

O tipo de xarope de glicose usado na fermentagdo aerdbica depende da
especificidade da linhagem de Xantomonas sp. utilizada, do preco e da
disponibilidade local; geralmente é utilizado o xarope 42 DE, podendo ainda ser
substituido pelo 63 DE e pelo HFCS (Kearsley et al., 1995).

E empregada como espessantes e gelificantes em alimentos desde a
década de 60 e, devido a sua resisténcia a baixos pHs, € comumente aplicado a

molhos de saladas.
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3.3.3. Bebidas fermentadas e panificagao

A aplicagdo classica de alfa-amilase é a produgcdo de acucares
fermentaveis em processos de fermentacdo de bebidas e panificacdo. Em ambos
0s processos, a alfa-amilase é adicionada a fonte de amido (trigo, batata, cevada
etc.) com intencdo de produzir acucares fermentaveis, utilizados por
microrganismos para a producao de gases através da fermentacédo (Kearsley et
al., 1995; Beynum et al., Beynum et al., 1985; Pyler, 1973; Kruger et al., 1987;
Lehninger, 1976; Godshall et al., 1988; Nagodawithana et al., 1993).

A produgdo de bebidas fermentadas inclui duas etapas basicas: a
conversao enzimatica de amido em acucares fermentaveis, realizada pela alfa-
amilase, e a fermentacado destes acucares com liberacdao de alcool, realizada por
leveduras. A presencga destes acucares também esta relacionada com a producéao
do flavour caracteristico do produto (Pyler, 1973).

A industria de panificagao utiliza alfa-amilase como aditivo no processo,
permitindo o controle das propriedades reoldgicas das massas produzidas.

A fabricacdo de paes e derivados pode ser realizada por métodos
diferentes, geralmente com as seguintes etapas: 1) A massa é feita pela mistura
de farinha, agua, sal, leveduras prensadas (ou fermento) e demais aditivos; 2) A
massa € fermentada, dividida e moldada — durante esse periodo, a temperatura é
mantida em cerca de 25°C e ocorrem a formacéo da rede de gluten e a produgéo
de gas carbdénico (CO3). 3) A massa é cozida a cerca de 180°C e, durante essa
etapa, a estrutura porosa do miolo € fixada e € desenvolvida a coloragao da casca

(reacdes de Maillard). 4) Resfriamento (Kruger et al., 1987).
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Historicamente ndo ha necessidade de adi¢cao de alfa-amilase, pois ela esta
presente na fonte de amido utilizada, ou seja, boa quantidade de alfa-amilase vem
junto ao grao e a farinha utilizados. Entretanto, como essa quantidade ¢é variavel e
dependente de safras, tipos de sementes, tipos de gréos etc. usa-se a
suplementacdo com tal enzima. Esta adicdo € vantajosa porque permite uma
dosagem exata, com caracteristicas de atividade e temperatura conhecidas.
Outras vantagens tecnoldogicas desta adicdo estdo relacionadas com a
estabilidade da massa e do produto final, melhoria no volume e cor, na estrutura
do miolo e no flavour (Pyler, 1973) .

Por outro lado, ou 0 excesso de alfa-amilase ou o uso desta enzima estavel
as altas temperaturas atingidas no cozimento podem ocasionar sérios danos ao
produto final, como paes com miolo umido, pegajoso e aspecto rangoso. Estes
efeitos sdo devidos a continuidade da atividade hidrolitica sobre o amido durante
as etapas de resfriamento e estoque do pao podendo, além de comprometer as
caracteristicas organolépticas do produto, levar ao apodrecimento da massa

(Pyler, 1973; Salva, 1990).
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4. Material e Equipamentos

4.1. Materiais

v Reagentes e materiais especificos:

e Meios de cultura: Agar nutriente (Difco ou Synth), Peptona (Biobras),
Extrato de carne (Biobras), Extrato de levedura (getiimente cedido
pela empresa Prodesa), Amido soluvel (Biobras);

e Reagentes quimicos: acidos, bases, sais minerais e solventes
utilizados das marcas Merck, Biobras, Ecibra ou Synth;

e Reagentes especificos: Acrilamida-Bis, acrilamida e corante
comassie blue G250 da marca Merck;

v Colunas previamente empacotadas de purificagdo enzimatica de Fast
Purification Liquid Chromatography (FPLC): resina do trocador aniénico
(DEAE-celulose) e resina de hidrofobicidade (Butil), fornecidas pela
Amershal Pharmacia do Brasil,

v Coluna previamente empacotada de filtragcdo em gel de Sephadex G-200
(60 cm — 120 ml), fornecida pela Amershal Pharmacia do Brasil;

v Padrdes de proteina para determinacdo da curva de calibragdao de peso
molecular por filtracdo em gel de Sephadex G-200: proteinas fosforilase B
(94 KDa), albumina bovina (67 KDa), albumina de ovo (43 KDa), anidrase
carbénica (30 KDa) e inibidor de tripsina (20,1 KDa);

v Padrdes de proteina: Kit para SDS-Eletroforese composto por solugao
liofilizada das proteinas fosforilase B (97,0 KDa), albumina bovina (66 KDa),

albumina de ovo (45 KDa), anidrase carbénica (30 KDa), inibidor de tripsina
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(20,1 KDa) e a-lactalbumina (14,4 KDa), fornecido pela Amershal
Pharmacia do Brasil,

Amido comercial: Amido de milho (Maizena), Farinha de mandioca (Yoki),
Farinha de trigo (Dona Benta), Fécula de batata (Yoki);

Papel de cromatografia e de filtro: papel Whatman no. 1 de 46x20 cm; filtros
Milipore 0,22 e 0,45um;

Padrdes de agucares para cromatografia: glicose e maltose (Merck);
Coluna de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC): Polyspher CH
CA (strong cation exchanger on polystyrene/divenylbenzene in calcium

form), 10um; dimensdes: 300mm x 6,5mm; marca Merck.

4.2. Equipamentos

v

v

v

Agitador rotatério New Brunswick Scientific;

Estufas bacterioldgicas, Fanem;

Geladeira, Consul;

Espectdmetro Beckman DU-70;

Banhos termostatizados de agua, Fanem;

Cémera de fluxo de ar horizontal

Fast Purification Liquid Chromatography (FPLC)

Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC), marca Shimadzu, modelo
LC10A;

Detector: Refractive Index Detector, marca Shimadzu, modelo RID-6A;

Sistema Mini-Protean Il com fonte PS 500 XT, Tecnal;
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5. METODOLOGIA
5.1.Isolamento e sele¢do de microrganismos produtores de enzimas

amiloliticas
Foram coletados e testados diversos microrganismos, oriundos de variados
ambientes, seguindo a metodologia descrita a seguir. O objetivo inicial era
selecionar cepas bacterianas produtoras de enzimas amiloliticas termoestaveis e
testa-las quanto a producao de alfa-amilase. O critério para selecdo da cepa para
estudo completo foi a producao de alfa-amilase com maior atividade hidrolitica em

temperaturas altas.

5.1.1. Coleta de amostras

As amostras foram coletadas de diferentes localidades do Estado de Sao
Paulo.

As amostras de solo foram coletadas no interior de campos de producgao de
tubérculos e raizes, apds a remogao dos residuos vegetais, em uma profundidade
maxima de 10 cm e acondicionadas em potes e sacos plasticos.

Foram também coletados tubérculos e raizes comercializados na regiao de
Campinas. Estes foram acondicionados em sacos plasticos e as raspas de suas

cascas foram utilizadas segundo metodologia descrita a seguir.

5.1.2. Isolamento de microrganismos
Cerca de 1 grama de amostras de solo e de raspas de tubérculos e raizes

foi adicionado a tubos de ensaio de 25x250 mm contendo 5 ml de agua destilada.

69



5. Metodologia

Apoés agitagcado, os tubos receberam tratamento térmico (85°C) por 5 minutos e
uma al¢cada do liquido sobrenadante foi inoculado em placas de agar nutriente
acrescidas de 0,5% de amido soluvel. As placas foram incubadas a 35°C durante
48 horas para o desenvolvimento das bactérias.

As colbnias foram isoladas e repicadas em placas e tubos de ensaio
contendo agar nutriente acrescido de 0,5% de amido soluvel e incubadas a 35°C,

em um periodo de 4 a 5 dias.

5.1.3. Selegcdo preliminar de microrganismos produtores de alfa-

amilases

As cepas bacterianas isoladas e plagueadas de acordo com o item 5.1.2.
foram testadas inicialmente quanto a capacidade de utilizacdo do amido como
fonte de energia através do teste da solugédo de iodo-KI 0,01N (solu¢do lugol).
Essa solucao foi adicionada as placas de Petri e as coldnias que apresentaram
halo azul ao seu redor, indicativo da auséncia de amido em decorréncia presenca
de enzima amilolitica, foram testadas quanto a producdo especifica de alfa-
amilase, de acordo com o método descrito no item 5.1.4.

Visando ao isolamento das diferentes cepas desenvolvidas na placa, uma
alcada de cada colbnia selecionada foi passada para tubo com 5 ml de agua
destilada estéril (para diluigdo) e inoculada novamente em placa de agar nutriente
contendo 0,5% de amido e incubada por 48 horas a 35°C. Tal procedimento foi

repetido até a verificagao de auséncia de contaminantes em cada cepa testada.
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5.1.4. Producao inicial de alfa-amilase

Os microrganismos selecionados no item 5.1.3. foram inoculados
diretamente em frascos de Erlenmeyer de 250 ml, contendo 50 ml do meio de
cultura composto de Caldo Nutriente e amido soluvel. A incubacado dos frascos
para fermentacéo foi feita em agitador rotatério a 150 rpm, a 35°C, em periodos de
72 horas. Apos esse periodo, o meio de cultura foi centrifugado a 10.000 rpm
durante 15 minutos a 5°C. A atividade de alfa-amilase foi determinada no liquido
sobrenadante, de acordo com a metodologia descrita no item 5.1.5.1.

O meio de fermentacdo utilizado — produto comercial Caldo nutriente
(Synth) — tinha como composi¢ao 5 g/L de peptona e 3 g/L de extrato de carne,
sendo ainda acrescido de 5 g/L de amido soluvel (Biobras). Posteriormente, no
item 5.3.2., no estudo do meio de fermentagdo, este produto deixou de ser
utilizado devido a priorizacdo do uso de seus componentes em separado,

seguindo, entretanto, as mesmas concentragdes propostas.

5.1.5. Determinacgéao da atividade da alfa-amilase

A metodologia de determinacédo de atividade de alfa-amilase baseia-se na
reacao de hidrélise do amido, reacdo que produz compostos com caracteristicas
conhecidas como, por exemplo, agcucares redutores.

Visando a otimizagdo do tempo na selecdo de grande numero de
microrganismos produtores da enzima, foi adotada uma analise qualitativa quanto

a presencga de alfa-amilase no meio de fermentacéo (presente ou ausente) e uma
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analise quantitativa para afericao da atividade enzimatica, realizada apenas nas

cepas previamente consideradas positivas.

5.1.5.1. Determinagao qualitativa da atividade de alfa-amilase

A determinagao qualitativa de atividade de alfa-amilase baseia-se no
método de SKB (Sandsted, Keen e Blish), citado por Sato (1991), modificado.

Esse método utiliza a capacidade de a amilose, polissacarideo componente
do amido e principal substrato da alfa-amilase, formar o complexo colorido em
presenca de solucdo de iodo. Com a presenca da alfa-amilase atuante sobre a
amilose, havera diferenciacado na coloracao final obtida, quando comparado com a
coloragcao de uma solucao padrao.

Uma solugéo de 4 ml composta por 1% de amido soluvel em tampao fosfato
de sodio 0,05 M, pH 6 foi incubada em banhos de agua termostatizados a 60°C
durante 10 minutos para equilibrar a temperatura. A esta, foi adicionado 1 ml do
sobrenadante enzimatico obtido apds centrifugacdo do caldo de fermentagao e,
apdés 30 minutos, retirou-se uma amostra de 1 ml da mistura de reacao,
adicionando-a a 5 ml de solugdo diluida de iodo-KIl. A coloragdo obtida foi
comparada com a cor da solucado padréo, indicando a presenca ou auséncia da
enzima alfa-amilase.

A solugéo diluida de iodo-iodeto de potassio (I, — Kl) foi preparada pela
mistura de 2 ml de solugdo estoque (5,5 g I, e 11 g KI em 250 ml de agua

destilada) e 20 g de Kl dissolvido em 500 ml de agua destilada.A solugao padrao
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era constituida de 25 g de (CoCl, 6 H,0) e 3,84 g de K,Cr,O7; em 100 ml de HCI

0,01 N.

5.1.5.2. Determinagao quantitativa da atividade hidrolitica da alfa-

amilase
Foram adotadas duas metodologias para medida da atividade hidrolitica da
enzima. Ambas metodologias sao adotadas internacionalmente para
caracterizagcao da atividade da alfa-amilase e, por essa razdo, ambas foram

utilizadas.

5.1.5.2.1. Determinagao da atividade dextrinizante da alfa-
amilase

A metodologia de determinacdo da atividade dextrinizante da alfa-amilase
baseia-se no método de Smith & Roe, citado por Medda et al. (1980).

A 0,5 ml de uma solucdo de amido soltvel 1% foi adicionada 0,4 ml de
solucao tampéo fosfato de sddio 0,05M, pH 6. Esta solugao foi incubada em banho
termostatizado em diferentes temperaturas (60, 75, 85 e 95°C) por 10 minutos, até
atingir o equilibrio térmico. Adicionou-se, entdo, 0,1 ml do sobrenadante do caldo
de fermentacéo centrifugado a 10.000 rpm, por 15 minutos, a 5°C. Apds 5 minutos
de incubacgado, a reacao enzimatica foi interrompida pela adicao de 0,5 ml de
solugao de HCI 0,1N. O mesmo procedimento foi seguido para o tubo de controle

onde, em lugar de adicionar-se a solugdo enzimatica, foi adicionado 0,1 ml de
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agua destilada. Ambos os tubos, de controle e de amostra, tiveram o volume final
completado para 15 ml com agua destilada.

A quantidade de amido hidrolisado pode ser calculada através da diferenca
entre as medidas de absorbancia da solugao de controle e das amostras, medidas
a 620 nm, apds a adigao de 0,1 ml de solugéo de iodo (0,3% |, em solugao de Ki
3%).

Uma unidade de atividade dextrinizante (UAD) foi definida como a
quantidade de amido hidrolisado (mg) por minuto, nas condi¢des adotadas no

ensaio. O célculo da atividade foi realizado através da seguinte expressao:

UAD = (Abs. controle — Abs. Amostra)

Abs. controle x 0,1ml enzima

5.1.5.2.2. Determinagao da atividade sacarificante da alfa-
amilase

A atividade sacarificante da alfa-amilase foi determinada segundo o método
de Bernfeld, citado por Medda et al. (1980), modificado, e utilizado também por
Takasaki et al. (1985). Tal método baseia-se no aumento do carater redutor de
uma solucdo de amido, evidenciando o aumento da concentragcao de acucares

redutores, produtos da hidrdlise enzimatica.
A 0,5 ml de uma solugdo de amido solivel 1% adicionou-se 0,4 ml de
solucao tampéo fosfato de sddio 0,05M, pH 6. Esta solucao foi incubada em banho
termostatizado em diferentes temperaturas (60, 75, 85 e 95°C) por 10 minutos, até

atingir o equilibrio térmico. Adicionou-se, entdo, 0,1 ml do sobrenadante do caldo
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de fermentacédo centrifugado a 10.000 rpm, por 15 minutos, a 5°C. Apds 10
minutos de incubagao, a reacdo enzimatica foi interrompida pela adicdo de 0,5 ml
de solugdo de HCI 0,1N. O mesmo procedimento foi seguido para o tubo de
controle onde, em lugar de adicionar-se a solugdo enzimatica, foi adicionado 0,1
ml de agua destilada.

A concentracdo de acucares redutores formados foi calculada através da
metodologia de Somogyi (1952) e Nelson (1944), em fungédo de duas curvas de
calibragdo preparadas com solugdes de maltose. Uma unidade de atividade
sacarificante (UAS) foi definida como a quantidade de mg de maltose formada por

mg de proteina, por minuto, nas condigdes propostas no ensaio.

5.2.ldentificacao e conservacao da linhagem melhor produtora da enzima

O microrganismo melhor produtor da alfa-amilase termoestavel foi

identificado através de caracteristicas microscopicas, bioquimicas e fisiologicas,
de acordo com Krieg (1984).

O microrganismo foi mantido em tubos inclinados de agar nutriente

acrescido de 0,5% de amido soluvel. Apds incubagdo de 48 horas a 35°C, a

cultura foi mantida a 5°C, com repicagem a cada 2 a 3 meses.

5.3.Producao da alfa-amilase pelo microrganismo selecionado
5.3.1. Padronizagao do pré-inéculo
A cultura bacteriana cultivada por 24 horas em placas de Petri com agar

nutriente e 0,5% de amido soluvel foi transferida, com alga metalica, para os
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frascos de Erlenmeyer de 250 ml, contendo 50 ml do meio de cultura (5 g/L de
peptona, 3 g/L de extrato de carne e 5 g/L de amido soluvel), com pH ajustado
para 7, com HCI 1M ou NaOH 1M. Os frascos foram incubados em agitador
rotatério a 150 rpm e 35°C.

Para determinagdo do tempo minimo de fermentagdo do pré-inéculo foi
realizada a analise da cinética de crescimento bacteriano, em periodo de 72
horas. O crescimento bacteriano foi monitorado utilizando-se a metodologia de
Miles et al. (1938) para contagem de unidades formadoras de colénia por volume

(UFC/m).

5.3.2. Estudo do meio de fermentacao

O meio de fermentacido teve sua composicédo testada quanto a fonte de
nitrogénio (peptona, extrato de carne, extrato de levedura) e fonte de carbono
(amido soluvel). A melhor combinagdo de componentes foi determinada em fungéo
da producgado de alfa-amilase, evidenciada pelos indices de atividade hidrolitica,

determinados de acordo com o item 5.1.5.2.1.

5.3.3. Otimizacao dos parametros de fermentagao

A otimizacdo dos parametros de fermentacdo: temperatura de incubacéo,
numero de rotagdes por minuto no agitador rotatério e volume de meio de
fermentacao foi realizada com a aplicacdo de métodos de superficie de resposta e

as analises utilizando o software Statistica 5.5.
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5.3.4. Producao de alfa-amilase

Para producido de alfa-amilase utilizou-se o pré-inéculo obtido de acordo
com o item 5.3.1. Deteminou-se a utilizagdo de um volume de pré-inéculo igual a
10% do volume final do meio de fermentacdo, sendo este otimizado de acordo
com o item 5.3.

A producgdo de alfa-amilase realizou-se em frascos de Erlenmeyer de 500
ml, com meio e condigdes (volume de meio, temperatura, agitacdo) de
fermentacao, determinados segundo itens 5.3.2. e 5.3.3.

Apos a fermentagcdo, o meio de cultura foi centrifugado a 10.000 rpm
durante 15 minutos a 5°C. A atividade da alfa-amilase no sobrenadante foi
determinada de acordo com a metodologia descrita no item 5.1.5.2.1. A fragéo

obtida foi chamada de enzima bruta.

5.3.5. Cinética de crescimento bacteriano no meio de producao de
alfa-amilase

O estudo da cinética de crescimento do microrganismo no meio de

fermentacao foi realizado pela determinacao do tempo de fermentagcéo em funcao

das variaveis: atividade hidrolitica da alfa-amilase (em UAD/ml, segundo item

5.1.5.2.1.), pH e crescimento bacteriano (unidades formadoras de colénia/ml,

segundo item 5.3.1.).
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5.4.Fracionamento da alfa-amilase

Em determinado volume de extrato bruto, obtido de acordo com o item
5.3.4., foi adicionado sulfato de aménio em quantidade suficiente para perfazer
80% de saturagdo. O sal foi adicionado lentamente com agitagdo branda e a
mistura permaneceu em repouso por 24 horas sob refrigeragao para precipitacéo
protéica.

A mistura foi centrifugada a 10.000 rpm por 15 minutos a 5°C e o
precipitado dialisado contra agua destilada até completa eliminagdo do sal,
evidenciada pelo teste de cloreto de bario.

ApoOs a dialise, a amostra foi congelada e liofilizada. O material obtido ao
final da liofilizagdo foi pesado, resuspenso e teve sua atividade hidrolitica
mesurada de acordo com a metodologia descrita no item 5.1.5.2.1., sendo ent&o

chamado de enzima precipitada.

5.5.Purificagao de alfa-amilase
O preparado enzimatico precipitado e posteriormente liofilizado, obtido de
acordo com o item 5.4, de atividade hidrolitica conhecida, foi aplicado nas colunas
componentes do equipamento FPLC (Fast Purification Liquid Chromatography).
Foram utilizadas as colunas contendo as resinas de DEAE-Sephadex (troca
idnica) e butil (hidrofobicidade).
ApOés essa etapa, a solucéo obtida foi novamente dialisada por 48-72 horas,

contra agua destilada a 5°C, visando a eliminacdo do sal utilizado durante a

eluicdo na coluna cromatografica. A solugdo dialisada foi congelada a -18°C,
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liofilizada e resuspensa ou em solugdo tampao adequada a realizacdo da
eletroforese, ou em tampdo fosfato de sodio 0,05M, de pH adequado a

metodologia proposta no item 5.6.1. para imediata caracterizagao bioquimica.

5.5.1. FPLC - Cromatografia de troca i6nica

Aproximadamente 70 mg de enzima precipitada e liofilizada, contendo 250
UAD (Unidades de Atividade Dextrinizante), foram resuspensos em solugao
tampao fosfato de sddio 0,05M pH 6, perfazendo a concentragao de 2,5 g/l. Essa
solugao foi filtrada e aplicada em cromatografia de troca idnica utilizando-se a
coluna DEAE-Sephadex (Pharmacia).

No fracionamento da preparacdo enzimatica, a coluna de DEAE-Sephadex
foi equilibrada com solugao tampéao fosfato de sédio 0,05 M pH 6 e a enzima
adsorvida na resina foi eluida com tampao fosfato de sédio 0,05M pH 6 acrescido
de NaCl 1M, de forma a gerar um gradiente de concentracéo salina crescente de
0,2 a 1M. Fragdes de 2 ml foram coletadas a cada minuto e analisadas em relagao
a presenca de alfa-amilase, segundo metodologia descrita no item 5.1.5.2.1.

A determinacdo da utilizacdo do pH 6 tanto na dissolugdo da enzima
liofilizada, quanto na eluicdo cromatografica, decorreu de sua caracterizagdo como

o de maior atividade hidrolitica — segundo metodologia do item 5.6.1.

5.5.2. FPLC - Cromatografia liquida com fase apolar ligada
Aproximadamente 600 mg de enzima precipitada e liofilizada, contendo
2160 UAD, foi resuspensa em solucdo tampao fosfato de sodio 0,05M pH 7

acrescida de sulfato de aménio 1M, perfazendo a concentragdo de 2,5 g/l. Esta
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solugao foi filtrada e aplicada em coluna cromatografica pré-empacotada com
resina Butyl FF (Pharmacia).

No fracionamento da preparagao enzimatica, a coluna de resina butil foi
equilibrada com solucao tampéao fosfato de sddio 0,05M pH 7 acrescida de sulfato
de ambnio 1M. A enzima adsorvida na resina foi eluida com tampao fosfato de
sédio 0,05M pH 7, de forma a gerar um gradiente de concentracdo salina
decrescente de 1M a 0. Fracbes de 1 ml foram coletadas a cada minuto e
analisadas em relagao a presenca de alfa-amilase, segundo metodologia descrita

no item 5.1.5.2.1.

5.5.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida
A alfa-amilase purificada segundo o item 5.5.2. foi submetida a eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), preparado de acordo com a metodologia

de Shapiro, 1967, citada por Macedo (1995), modificada.

5.5.3.1. Tratamento da amostra protéica
A solugcao enzimatica obtida de acordo com item 5.5.2, com 9,94 unidades
de atividade dextrinizante (UAD/ml), foi resuspensa em solugdo tamponante
composta por 1 ml de tampao Tris pH 6,8 e 0,5M, acrescida de 1,6 ml de solugao
10% de dodecil sulfato de sodio (SDS), 1,6 ml de solugéo 20% de glicerol, 0,4 ml
de B-mercaptoetanol e 3,4 ml de agua deionizada. Esta solugéo foi aquecida em

banho maria a temperatura de ebulicdo por 3 minutos.
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5.5.3.2. Preparo da placa de eletroforese em gel vertical
As placas de eletroforese foram montadas utilizando-se um espacgador de

1,5 mm de espessura e vedadas com vaselina, evitando o vazamento do gel.

5.5.3.3. Preparo do gel de separagao

Em béquer de 50 ml foram misturados 3,35 ml de agua deionizada, 4 ml de
solugdo Acrilamida/Bis (composta por 29,2 g de acrilamida e 0,8 g de N,N’-
metileno-bis-acrilamida em 100 ml de agua deionizada), 2,5 ml de solugédo tampéao
Tris-HCI (pH 8,8 e 1,5M), 0,1 ml de solugdo 10% de dodecil sulfato de sdédio
(SDS), 10ul de solugao TEMED (tetra — metil — etileno — diamino) e 50ul de
solugado 10% de persulfato de amonia (p/v).

Essa solugcdo foi despejada entre as placas previamente vedadas e,
completando o espagamento das placas, foi despejada uma solugao isopropanol-
agua (1:1) visando ao alinhamento e a protecédo do gel contra desidratagado. Esse
gel aparato ficou em repouso até a completa polimerizagdo do gel (cerca de 30
minutos). Apds esse tempo, a solugdo isopropanol-agua foi retirada com papel

absorvente.

5.5.3.4. Preparo do gel de empacotamento
Em béquer de 50 ml foram misturados 3,05 ml de agua deionizada, 0,65 ml
de solugao Acrilamida/Bis (composta por 29,2 g de acrilamida e 0,8 g de N,N’-
metileno-bis- acrilamida em 100 ml de agua deionizada), 1,25 ml de solugéo

tampao Tris-HCI (0,5M, pH 6,8), 0,1 ml de solugao 10% de dodecil sulfato de sédio
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(SDS), 5ul de solugédo TEMED (tetra-metil-etileno-diamino) e 50ul de solugédo 10%

de persulfato de amonia.

5.5.3.5. Corrida da amostra
As amostras preparadas foram colocadas em cada orificio do gel superior
da placa em quantidades de aproximadas de 15ul, com auxilio de uma
microseringa de 50ul. A cuba para eletroforese vertical contendo a placa foi entéo
conectada a fonte PS 500 XT. A corrida eletroforética foi realizada com corrente

de 70 V. O tempo de corrida foi de, aproximadamente, 1 hora.

5.5.3.6. Revelacgao do gel
O gel foi cuidadosamente removido das placas e mantido, por
aproximadamente 12 horas, em solugao corante composta por Comassie Blue G-
250 0,1%, 40% de metanol, 10% de acido acético, completando o volume com
agua destilada. Apos esse tempo, o gel foi transferido para solugdo descorante
composta de 40% de metanol, 10% de acido acético e agua destilada, com
lavagens sucessivas, até completa descoloragdo. A placa foi fixada em papel

celofane, para melhor conservacgao.

5.6. Caracterizacao bioquimica da alfa-amilase
A caracterizagdo bioquimica da alfa-amilase realizou-se na enzima bruta,
enzima precipitada e na enzima purificada. As analises comparativas foram
basicamente a relacdo ao teor de proteinas e da atividade hidrolitica em fungao da

temperatura e do pH.
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5.6.1. Determinacgao do teor de proteinas

A determinacgao do teor de proteinas na enzima bruta (obtida de acordo
com item 5.3.4.) e na enzima precipitada (obtida de acordo com item 5.4.) foi
realizada de acordo com o método de biureto, enquanto que a mesma
determinacdo, na enzima purificada (obtida de acordo com item 5.5.2.), foi
realizada de acordo com o método de Lowry et al. (1951). Todas aferigdes

utilizaram a albumina de ovo como padrao de proteina.

5.6.2. Efeito da temperatura e do pH sobre a atividade enzimatica

A caracterizagdo do efeito da temperatura e do pH sobre a atividade
enzimatica foi realizada adotando-se as temperaturas de incubag¢ao da enzima de
50°C, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C, 100°C e 110°C, o pHs de 3, 4, 5,6, 7, 8 e 9. As
enzimas precipitada e purificada, originalmente obtidas em p6 (apos liofilizagao),
foram resuspensas em solucdo tamponante apropriada e imediatamente
analisadas.

As fragbes enzimaticas foram analisadas quanto a atividade hidrolitica segundo
metodologia descrita no item 5.1.5.2.1., referente a atividade dextrinizante (dada
em UAD/ml) e no item 5.1.5.2.2., referente a atividade sacarificante (dada em mg
maltose/minuto/mg proteina).

As analises foram realizadas em triplicata.
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5.6.3. Efeito da presenca de ions Ca®* sobre a atividade enzimatica

O estudo do efeito da presenca de ions calcio sobre a atividade enzimatica foi
realizado nas fragdes enzimaticas bruta e purificada. Foram adotadas as
temperaturas de incubagao da enzima de 50°C, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C, 100°C e
110°C, o pHs de 3, 4, 5, 6, 7, 8 € 9 e a presengal/auséncia de 20 mM de CaCl,
adicionado a solugdo enzimatica, fatores estes combinados entre si. A enzima
purificada, originalmente obtida em po6 (apds liofilizagao), foi resuspensa em
solucao tamponante apropriada e imediatamente analisada.

As fragdes enzimaticas foram analisadas quanto a atividade hidrolitica
segundo metodologia descrita no item 5.1.5.2.1., referente a atividade
dextrinizante (dada em UAD/ml) e no item 5.1.5.2.2., referente a atividade
sacarificante (dada em mg maltose/minuto/mg proteina).

As analises foram realizadas em ftriplicata.

5.6.4. Determinacgao da termoestabilidade da enzima
O estudo da estabilidade térmica da enzima foi realizado na enzima bruta. Uma
aliquota de 6 ml desta enzima foi incubada em banhos termostatizados nas
temperaturas de 50, 60, 70, 80, 90 e 100°C e teve amostras coletadas nos
intervalos de tempo de 10, 20, 30, 40, 50 minutos e de hora em hora, até 8 horas,
para afericdo da atividade hidrolitica, medida de acordo com as metodologias

descritas no item 5.1.5.2.1.
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O mesmo procedimento foi adotado para analise das aliquotas enzimaticas
quando suplementada com 20mM de ions calcio (CaCly).

5.6.5. Estimativa do peso molecular da enzima purificada

O peso molecular da enzima purificada (obtida segundo item 5.5.2.) foi
estimado por filtragcdo em gel de Sephadex G-200. As proteinas fosforilase B (94
KDa), albumina bovina (67 KDa), albumina de ovo (43 KDa), anidrase carbdnica
(30 KDa) e inibidor de tripsina (20,1 KDa) foram usadas para determinagdo da
curva de calibragao.

A coluna empacotada com o gel Sephadex G-200 foi equilibrada com solugao
tampao fosfato de sodio 0,05M pH 6 contendo NaCl 0,15M. Foram injetadas na
coluna aliquotas de 2 ml da enzima purificada, resuspensa em concentragao igual
a 2,5 g/L, com 9,94 unidades de atividade dextrinizante (UAD/ml). Fracdes de 2,4
ml foram coletadas a cada 4 minutos e a atividade hidrolitica analisada conforme

metodologia descrita no item 5.1.5.2.1.

5.7.Produtos da agao hidrolitica da alfa-amilase sobre o amido
A determinacdo dos produtos de hidrélise de diferentes fontes de amido
(batata, milho, trigo e mandioca), quando em presencga da alfa-amilase estudada,

foi realizada de acordo com a metodologia descrita a seguir.

5.7.1. Liquefacao da solugao amilolitica em presenc¢a da alfa-amilase
A 3 g de amido comercial, originados de diferentes fontes (batata,
mandioca, milho e trigo), em 5ml de agua destilada, foram adicionados a 4 mi

solugdo tampéao fosfato de sodio 0,05M em pH definido como 6timo, de acordo
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com item 5.6.2. Em seguida, foi adicionado 1 ml de enzima bruta, obtida segundo
item 5.3.4., contendo 9,84 UAD, de forma a perfazer a concentragao de 30% de
amido.

Essa solucdo foi incubada na temperatura de 70°C — definida como a
temperatura de maior atividade hidrolitica, segundo item 5.6.1. — no intervalo de
tempo de 12 horas, com amostragens periddicas de 4 em 4 horas. Ao final de
cada intervalo de reagao, retirou-se uma aliquota de 1 ml e acrescentou-se 0,5 mi

de HCI 1N, paralisando a reacéo.

5.7.2. Metodologia analitica dos produtos de hidrélise

As amostras foram analisadas por cromatografia descendente em papel e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

A alfa-amilase rompe as ligagdes glicosidicas em polimeros componente do
amido (amilose e amilopectina), causando ou liquefagdo ou sacarificagao desses
compostos. Os produtos de hidrolise oriundos da acdo de alfa-amilases
liquidificantes sdo maltodextrinas de variados pesos moleculares, com grau de
polimerizagdo acima de 4, ou seja, ndo ha grande producédo de mondémeros ou
dimeros. Ja os produtos de acdo de alfa-amilases sacarificantes sao,
majoritariamente, sacarideos de baixo peso molecular, como glicose, maltose e
maltotriose. Conforme analisado no item 3.1.1.2., a analise dos produtos de
hidrélise do amido obtidos sob a agdo da alfa-amilase permite avaliar sua acao
liquidificante ou sacarificante.

Sendo assim, esta foi a analise inicial realizada nos produtos de hidrolise do

amido, revelados pelas cromatografias em papel e liquida.
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5.7.2.1. Cromatografia descendente em papel

A cromatografia de agucares descendente em papel foi realizada em papel
Whatman n°. 1. Amostras das solugdes obtidas segundo item 5.7.2.1. foram
aplicadas sobre papel e eluidas com solugdo de solventes composta por n-
butanol-piridina-H,O (6:4:3). O tempo de desenvolvimento do cromatograma foi
aproximadamente 20 horas para folha de 46 cm de comprimento.

Como padrao, foi utilizada uma mistura de agucares composta de glicose (G1),
maltose (G;), maltotriose (G3), maltotetrose (G4), maltopentose (Gs) € maltohexose
(Ge)-

A revelagdo dos agucarese redutores obtidos no cromatograma foi feita com
AgNO3 e NaOH alcodlico, de acordo com método descrito por Trevelyan et al.,

citado por Sato (1991).

5.7.2.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Os acucares presentes nas amostras de amido hidrolisado foram analisados
em equipamento de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).

A amostra obtida segundo item 5.7.1. foi diluida e filtrada em papel de filtro
0,22 ym e aplicada em coluna cromatografica Polyspher CH CA, 30cm x 6,5mm, a
80°C, com fase mével de agua destilada, deionizada e filtrada, com fluxo de 0,6
ml/minuto.

Os acucares presentes na amostra foram identificados por comparagdo do
tempo de retencdo com os agucares utilizados como padrdo: glicose (Gy) e

maltose (G3). Suas concentragdes foram obtidas por integracdo das areas dos
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picos registrados nos cromatogramas, em comparagao com curva de calibragao
desenvolvida com solucdes de concentracdes conhecidas dos padrdes utilizados.
A deteccao dos compostos eluidos da coluna foi realizada com detector de

indice de refragao, sendo o tempo total da corrida cromatografica de 15 minutos.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES
6.1.Isolamento e sele¢cao de microrganismos produtores de alfa-amilase
termoestavel
Foram coletadas 228 amostras, tanto de raspas de cascas de tubérculos e
raizes, tais como batata e mandioca, quanto de solo de campos de producgao de
mandioca, principalmente. Estas amostras foram diluidas em &gua estéril,
passaram por tratamento térmico e foram inoculadas, conforme descrito no item
5.1.2 da Metodologia.
Dessas amostras, foram isoladas, aproximadamente, 700 linhagens
bacterianas. O processo de seleg¢ao realizado pode ser esquematizado na tabela

12, demonstrando os parametros adotados em cada etapa da pesquisa.

Etapa da sele¢ao Numero de
linhagens
Amostras 228
Linhagens isoladas ap6s banho térmico ~700
Pré selecdo — Linhagens formadoras de halo de hidrélise 468
Linhagens produtoras de alfa-amilase — atividade hidrolitica positiva *' 29
Linhagens pré-selecionadas — atividade hidrolitica em altas temperaturas ** 19
Linhagens selecionadas — analise quantitativa da atividade hidrolitica®" > 6

Tabela 12: Processo de selecdo da linhagem bacteriana.
*1: Andlises a 60°C — metodologia descrita no item 5.1.5.1.
*2: Andlises a 75, 85 e 95°C— metodologia descrita no item 5.1.5.1.

3. Andlise quantitativa da atividade hidrolitica segundo item 5.1.5.2.1.
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As linhagens isoladas foram testadas, inicialmente, quanto a sua
capacidade de utilizacdo do amido como fonte de energia através do teste da
solugdo de iodo-KI (solugdo lugol), conforme descrito no item 5.1.3. As 468
colénias formadoras de halo de hidrdlise foram incubadas, em meio composto de
peptona (5 g/L), extrato de carne (3 g/L) e amido soluvel (5 g/L), conforme o item
5.1.4. A atividade hidrolitica nas ligagdes glicosidicas a-1,4, caracteristica da alfa-
amilase, foi analisada qualitativamente apoés 72 horas, a 60°C, conforme
metodologia descrita no item 5.1.5.1.. Nessa etapa, foram selecionadas 49
linhagens produtoras de alfa-amilase e, dentre estas, 29 apresentaram maior
atividade hidrolitica, evidenciada visualmente pela maior intensidade da coloragao
amarela nos tubos de analise.

As 29 linhagens maiores produtoras foram inoculadas em meio de cultivo
novamente, com a mesma metodologia anterior, e tendo suas atividades
hidroliticas medidas a 72 horas de cultivo, a 60, 75, 85 e 95°C. A analise
qualitativa (alfa-amilase positiva) em altas temperaturas permitiu a selegdo de 19
cepas. Comparando os resultados obtidos, 6 linhagens apresentaram maior
atividade hidrolitica, especialmente nas temperaturas de 85 e 95°C.

Essas linhagens foram entdo cultivadas e a enzima produzida foi analisada
quantitativamente, segundo metodologia descrita no item 5.1.5.2.1. em 72 horas
de cultivo, em temperaturas de 75, 85 e 95°C.

O resultado dessa ultima etapa evidenciou que a linhagem chamada 45-2B
era a potencialmente mais produtora de alfa-amilase, em funcéo da alta atividade

em altas temperaturas.
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6.2.ldentificacao e conservagao da linhagem melhor produtora da enzima

O microrganismo melhor produtor da alfa-amilase termoestavel foi
identificado como pertencente a espécie Bacillus subtilis (Ehrenberg 1835) Cohn
1872"", com caracteristicas bioquimicas, microscopicas e fisiolégicas tipicas da
espécie, de acordo com o Krieg et al.(1984). A identificagdo bioquimica completa
do microrganismo foi realizada pelo laboratério de microbiologia da Fundagao
André Toselo (Campinas/SP).

O microrganismo encontra-se estocado no Laboratério de Bioquimica da
Faculdade de Engenharia de Alimentos da Unicamp, identificado como LB 45-2B,
acondicionado em tubos inclinados em meio composto de agar nutriente acrescido
de 0,5% de amido soluvel, com adigdo de vaselina liquida esterilizada, sob

refrigeracao.

6.2.1. Caracterizagao morfo-fisiolégica
6.2.1.1. Caracteristicas das células vegetativas

As colbnias apresentaram coloracdo creme claro, de forma circular e
convexa baixa, margem irregular, superficie levemente rugosa, opaca, textura
mucoide e com presencga de odor. Apresentam bom crescimento entre 30 e 37°C e
em faixas de pH variados.

As células apresentaram-se em forma de bastonetes regulares, com células
isoladas e em pares, Gram positivas, esporuladas, méveis e aerdbias. Foram

observados esporos elipsoidais, subterminais e esporangio nao distendido.
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As figuras 11 (a) e (b) apresentam as placas de crescimento microbiano e
as caracteristicas morfolégicas em dois estagios: antes e depois da adicédo de
solugdo de iodo-Kl (solugao lugol), conforme descrito no item 5.1.3. Como
esperado, ndo ha diferencga significativa na coloragao da placa, evidenciando a
auséncia de iodo no meio de cultivo, em decorréncia do consumo deste pela
bactéria em estudo.

As tabelas 13, 14 e 15 mostram as caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas
da linhagem selecionada 45-2B, colaborando com sua identificagdo como Bacillus

subtilis.
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@ (b)

Figura 11: Placa de crescimento da linhagem 45-2B, identificada como
Bacillus subtilis

(a) — antes da adi¢ao de solugao de iodo-iodeto de potassio (solugao lugol)
(b) — apds a adicdo de solugdo iodo-iodeto de potassio (solugao lugol),

conforme descrito no item 5.1.3.
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6.2.2. Caracterizagao bioquimica

Utilizacao de
carboidratos com

formacao de acidos

Sacarose +
Glicose +
Inositol +
Arabinose +
Xilose +
Manitol +
Sorbitol +
n-acetil-D-glicosamina +
Amilopectina +
Salicina +
Inulina +
Maltose +
Palatinose +
Trealose +
Galactose -
Tagalose -
Ribose -
Arabitol -
Amigdalina -
Rafinose -

Tabela 13: Utilizacado de carboidratos pela linhagem selecionada 45-2B
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Fermentacao de
carboidratos

Fermentagao de glicose em
presencga de 7% de NaCl
Fermentagao de glicose em
presenca de acido mandélico
Fermentagao de glicose em
presenca de poliamidohigrostreptina
Fermentagao de glicose em
presenca de tiocianato de potassio
Fermentagao de glicose em
presenca do inibidor seletivo acido
nalidixico

Fermentacgao de glicose em
presenca do inibidor seletivo acetato
de sédio

Fermentacgao de glicose em
presenca do inibidor seletivo

oleandomicina

Tabela 14: Fermentacéo de carboidratos pela linhagem selecionada 45-2B
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Caracteristicas bioquimicas

Producao de catalase +
Reducéao de nitrato +
Assimilacao de citrato +
Decomposicao de caseina +
Producao de esculina +
Hidrodlise do amido +
Reducao do composto 2,3,5-cloreto de

trifeniltetrazolio '
Crescimento em diferentes concentragdes .\

de NaCl

Producao de oxidase -
Assimilacao de propionato -
Producao de acetoina -
Producao de urease -
Desaminacéao de fenilalanina -
Decomposicao de tirosina -

Producao de lecitinase -

Tabela 15: Caracteristicas bioquimicas da linhagem selecionada 45-2B
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6.3.Producao da alfa-amilase pela linhagem selecionada

6.3.1. Padronizagao do pré-inéculo
6.3.1.1. Meio de fermentagao do pré-indéculo

O meio de fermentagcao adotado para producédo do pré-inéculo manteve a
composicao citada no item 5.1.4., composto de caldo nutriente (Synth) e 5 g/L de
amido soluvel (Synth). A fermentacao foi realizada em frascos de erlenmeyer de
250 ml, com 50 ml de meio. Os frascos foram incubados em agitador rotatério, a
150 rpm, na temperatura de 35°C. O pH do meio foi acertado para 7, com HCI 1M
ou NaOH 1M.

6.3.1.2. Cinética de crescimento do pré-inéculo
O crescimento microbiano no pré-inéculo foi monitorado durante um
intervalo de 72 horas, analisando-se a contagem de unidades formadoras de
colénia por volume (UFC/ml) em fungéo do tempo de fermentagao.

1,0E+10 +

1,0E+09 +

L 4

L 4

1,0E+08

UFC/ml

1,0E+07 ¢

1,0E+06 |t
0 12 24 36 48 60 72

Tempo (horas)

Figura 12: Curva de crescimento microbiano durante fermentag¢ao do pré-inéculo
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Analisando a figura 12, verifica-se que no tempo de fermentagdo de 14
horas obteve-se aproximadamente 1,4x10° UFC/mI. De acordo com essa curva de
crescimento, a concentragao de unidades formadoras de colénias (UFC), nesse
tempo de fermentacdo, corresponde ao maximo obtido com as condicbes
adotadas nesta etapa do processo. Sendo assim, o tempo de fermentacéo do pré-

in6culo ficou estipulado como sendo de 14 horas.

6.3.2. Estudo basico do meio de fermentagao

A linhagem bacteriana selecionada 45-2B — identificada como Bacillus
subtilis — foi cultivada em meios com diferentes composicdes, testando-se as
combinagdes de 3 diferentes fontes de nitrogénio (peptona, extrato de carne e
extrato de levedura) e a fonte de carbono (amido soluvel) seguida as
concentragdes propostas no item 5.1.4.

A fermentacéo foi efetivada em frascos de erlenmeyer de 250 ml, com 50 ml
de meio de fermentacgéao, a temperatura de 35°C e agitagéo de 150 rpm.

Padronizado o pré-indculo, manteve-se constante o volume transferido
deste para os frascos de fermentacdo — igual a 10% do volume final do meio de
producdo de alfa-amilase. Assim sendo, perfazia-se a concentracao
aproximadamente constante de 1,4x10® UFC/ml nos frascos com meio de
fermentacao.

A melhor combinacdo de componentes foi determinada em funcado da

medi¢cdo da atividade hidrolitica — unidades de atividade dextrinizante (UAD/mI
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enzima) — segundo metodologia descrita no item 5.1.5.2.1., aferida apds 72 horas
de fermentacéo.

A composicao do meio de fermentagao mais efetivo para a produgao de
alfa-amilase pelo microrganismo selecionado foi peptona, extrato de carne e
amido soluvel. Essa composi¢ao foi adotada tanto como meio de crescimento do

pré-inéculo quanto como meio de fermentacao na producéo enzimatica.

6.3.3. Otimizagao dos parametros de fermentagao

Para o estudo da otimizagdo dos parametros de fermentacéo foi realizado
um planejamento experimental composto central, adotando-se como variaveis
independentes: a) temperatura de fermentagdo; b) volume de meio de
fermentacédo (em funcao da utilizacdo permanente de frascos de erlenmeyer de
500ml); c) agitagao do meio de cultivo (rpm); a variavel dependente € unidade de
atividade dextrinizante da enzima produzida (UAD/ml), medida de acordo com o
item 5.1.5.2.1.

A composigao do meio de fermentagao adotada foi peptona (5 g/L), extrato
de carne (3 g/L) e amido soluvel (5 g/L). Conforme o item anterior, manteve-se
constante o volume transferido de pré-inéculo para os frascos de fermentagcao
(igual a 10% do volume final do meio de producao de alfa-amilase).

O delineamento experimental na forma codificada e o0s respectivos
resultados encontram-se na tabela 16, enquanto que os niveis de estudo das
variaveis encontram-se na tabela 17.

A tabela 18 apresenta a analise de variancia (ANOVA), baseada no teste da

distribuicdo F e no calculo do coeficiente de regressao (R?). O valor de F calculado
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foi comparado ao valor tabelado para uma distribuicdo F (5%), com os graus de
liberdade também expressos na tabela 18. Verificou-se que F calculado é 5 vezes
maior que o valor tabelado, indicando que a regressao € significativa e preditiva ao
nivel de 95% de confianga. O coeficiente de correlagao (R2) foi calculado a partir
dos valores de soma quadratica (tabela 18). O valor de R?igual a 0,95 mostra que

o modelo proposto esta bastante ajustado aos resultados experimentais.

Ensaio Temperatura Volume Agitacao UAD
(°C) (ml) (rpm) (mg amido hidrolisado/ml)
1 -1 -1 -1 8.68
2 +1 -1 -1 6.54
3 -1 +1 -1 8.35
4 +1 +1 -1 3.06
5 -1 -1 +1 8.27
6 +1 -1 +1 8.50
7 -1 +1 +1 7.46
8 +1 +1 +1 8.38
9 -1,68 0 0 4.43
10 +1,68 0 0 7.00
11 0 -1,68 0 9.75
12 0 +1,68 0 8.61
13 0 0 -1,68 7.82
14 0 0 +1,68 6.78
15 0 0 0 9.76
16 0 0 0 9.70
17 0 0 0 9.70

Tabela 16: Planejamento experimental composto central codificado para estudo da

otimizagao dos parametros de fermentacao
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Nivel -1,68 -1 0 1 1,68

Temperatura (°C) 26,6 30 35 40 43,4
Volume (ml) 8 25 50 75 92

Agitacao (rpm) 99,6 120 150 180 200,4

Tabela 17: Niveis e valores decodificados dos parametros de fermentacao estudados no

planejamento experimental

Teste
Soma Graus de Média Teste F
.. . . Ftabelado
quadratica liberdade quadratica  (Fcaiculado)
(Fo,95;9;8)
Regressao 54,912 9 6,10 16,85 3,39
Residuos 2,894 8 0,362
Falta de ajuste 2,877 5 0,575
Erro puro 0,017 3 0,006
Total 57,806 17

Tabela 18: Analise da variancia no estudo das condi¢cdes de fermentacao

Coeficiente de correlagdo (R?) = SQgrecressio/SQrora = 0,95

A tabela 19 mostra o efeito das variaveis sobre a produgdo enzimatica,
correlacionada com o numero de unidades de atividade dextrinizante (UAD/ml de
enzima). Através da analise do fator p, observa-se que todos os fatores propostos
apresentaram efeitos significativos sobre a producdo enzimatica. Entretanto,
apenas a temperatura (parametro linear) e suas interagdes tanto com a agitagéo

quanto com o volume de meio apresentaram efeitos positivos na producao
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enzimatica, enquanto as demais variaveis apresentaram efeito negativo. Esses
resultados indicam que a alteracdo na temperatura de fermentacdo poderia
acarretar ou em diminuicdo da producao da enzima ou na diminuicdo atividade
hidrolitica, provavelmente em decorréncia de desnaturacao protéica.

A tabela 20 apresenta os coeficientes de regressdo, desvios padrdes e
limites de confianga para a atividade hidrolitica, medida em Unidades de Atividade

Dextrinizante por mililitro (UAD/ml).

Limite de Limite de
Efeito Desvio

(UAD/mI) Padréio t(3) P confianga confianga
-95% +95%
Média* 9,68 0,04 256,77 1,30E-07 9,56 9,80
Temperatura (L)* 1,51 0,04 36,93  4,37E-05 1,38 1,64
Temperatura (Q)* -2,75 0,04 -64,62  8,16E-06 -2,88 -2,61
Volume (L)* -0,98 0,04 -23,86 0,0002 -1,11 -0,85
Volume (Q)* -0,29 0,04 -6,88 0,0063 -0,43 -0,16
Agitagao (L)* -1,18 0,04 -28,78  9,21E-05 -1,31 -1,05
Agitacao (Q)* -1,63 0,04 -38,21  3,94E-05 -1,76 -1,49
1L x 2L* 0,72 0,05 13,49 0,0009 0,55 0,89
1L x 3L* 2,15 0,05 40,18  3,39E-05 1,98 2,32
2L x 3L* -0,62 0,05 -11,52 0,0014 -0,79 -0,45

Tabela 19: Efeito das variaveis na produgao enzimatica, dada em fungcédo do numero de
unidades de atividade dextrinizante (UAD/mI de enzima)
* parametros estatisticamente significativos (95% de confiancga)

(L) — parametro linear (Q) — parametro quadratico
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Limite de Limite de
Coeficiente
_ Desvio Padrao confianga confianga
de regressao

-95% +95%
Média* 9,68 0,04 9,56 9,78
Temperatura (L)* 0,76 0,02 0,69 0,82
Temperatura (Q)* -1,37 0,02 -1,44 -1,31
Volume (L)* -0,49 0,02 -0,55 -0,42
Volume (Q)* -0,15 0,02 -0,21 -0,08
Agitacao (L)* -0,59 0,02 -0,65 -0,52
Agitacao (Q)* -0,81 0,02 -0,88 -0,75
1L x 2L* 0,36 0,03 0,28 0,45
1L x 3L* 1,07 0,03 0,99 1,16
2L x 3L* -0,31 0,03 -0,39 -0,22

Tabela 20: Coeficientes de regressao, desvio padréo e limites de confianga no estudo do
delineamento estatistico proposto

* parametros estatisticamente significativos

A modelagem para o ajuste de um polinbmio de segundo grau que
descrevesse 0 processo de estudo obteve a equacao abaixo. Essa equacao
representa a resposta da atividade hidrolitica dextrinizante em funcdo das
condicbes de fermentacdo e descreve as superficies de resposta e curvas de

contorno.

UAD/ml = 9,68 + 0,76.Temp — 1,37.Temp? — 0,49.Vol — 0,15.Vol* — 0,59.Agit
— 0,81.Agit®> + 0,36.Temp.Vol + 1,07.Temp.Agit — 0,31.Vol.Agit
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A figura 13 ilustra o grafico de relagdo entre os valores experimentais
obtidos e os valores previstos. A boa distribuicdo dos valores ao longo da reta
evidencia o pequeno desvio entre o delineamento proposto e os resultados

obtidos, mostrando que o planejamento foi realizado satisfatoriamente.

Mormal Prob. Plot; Raw Residuals
3 factors, 1 Blocks, 18 Runs; MS Pure Error= 0057

DY LAD: UAD®
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w158 ]
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Figura 13: Valores observados experimentalmente x valores previstos pelo modelo

proposto
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As figuras 14, 15 e 16 ilustram as superficies de resposta e as curvas de
contorno referentes ao delineamento experimental proposto as condicbes de
fermentacdo. As respostas foram analisadas em funcao da atividade hidrolitica da
enzima produzida (UAD/ml).

A figura 14 apresenta os efeitos das variaveis “volume de meio de
fermentacado” e “agitacao rotatéria“, quando mantida a temperatura de 35°C. As
condicbes em que ocorrem o0s maiores valores de UAD/ml estdo bem
centralizadas em relagao aos valores de agitagéo, em torno de 150 rpm. Observa-
se no grafico que a area marrom, referente a faixa de maiores UAD/mI, estende-se
de volumes muito baixos — economicamente inviaveis — até aproximadamente 70
ml.

A figura 15 apresenta os efeitos das variaveis “temperatura“ e “volume de
meio de fermentagao®, quando utilizado o agitador rotatério em 150 rpm. As
condicbes em que ocorrem o0s maiores valores de UAD/ml estdo bem
centralizadas em relagao aos valores de temperatura, em torno de 35°C. A analise
da variacado do volume de meio segue o padrao ajustado na figura 14, permitindo a
utilizacdo de volume de até 70 ml, sem detrimento da intensidade hidrolitica.

A figura 16 apresenta os efeitos das variaveis “temperatura® e “agitacao
rotatéria“, quando utilizado o volume de meio de fermentacdo de 50 ml. As
condicbes em que ocorrem os maiores valores de UAD/ml estdo bem
centralizadas em relagdo a ambos os eixos, em torno dos valores de 120 a 180
rom e temperatura de 32 a 40°C.

Desta forma, as condi¢gbes 6timas de producao de alfa-amilase com alta

atividade hidrolitica foram estabelecidas em temperatura de 35°C, volume de meio
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de fermentacao de 50 ml e agitagdo de 150 rpm, nas condi¢gdes de meio de cultivo

determinadas.
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Figura 14: Efeito dos parametros volume de meio de fermentagao (ml) e agitagao (rpm) na
atividade hidrolitica da enzima produzida a 35°C.
(a) Superficie de resposta (b) Curva de contorno

*UAD — Unidades de atividade dextrinizante/ml enzima
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Figura 15: Efeito dos parametros temperatura (°C) e volume de meio de fermentacao (ml)
na atividade hidrolitica da enzima produzida sob agitagcao de 150 rpm.
(a) Superficie de resposta (b) Curva de contorno

*UAD — Unidades de atividade dextrinizante/ml enzima
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Figura 16: Efeito dos parametros temperatura (C) e agitagcdao (RPM) na atividade
hidrolitica da enzima produzida em 50 ml de meio de fermentacgao.
(a) Superficie de resposta (b) Curva de contorno

*UAD — Unidades de atividade dextrinizante/ml enzima
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6.3.4. Producao de alfa-amilase (Enzima bruta)

A producgéao de alfa-amilase realizou-se em Erlenmeyers de 500 ml, com 50
ml de meio de fermentagdo (composto por 3 g/L de extrato de carne, 5 g/L de
peptona e 5 g/L de amido soluvel), com pH acertado para 7 com NaOH 1M ou HCI
1M, antes da esterilizacao.

Conforme determinado no item 5.3.3., utilizou-se a temperatura de

fermentacao de 35°C e agitagdo de 150 rotagdes por minuto (rpm).

6.3.4.1. Cinética de producao de alfa-amilase

A cinética da produgédo enzimatica foi monitorada durante 72 horas e, em
intervalos regulares de tempo, foram analisados a concentragdo de unidades
formadoras de colénia em volume (UFC/ml), o pH e a atividade hidrolitica
dextrinizante (UAD/ml) — mesurados a 60°C, conforme metodologia descrita no
item 5.1.5.2.1.

A cinética da producao de alfa-amilase pode ser expressa pela figura 17,
em termos de crescimento bacteriano, da atividade hidrolitica da enzima e do pH
da solugao, em funcéo do tempo de fermentacgao.

A analise da figura 17 demonstra que até o tempo de fermentacdo de 4
horas ha grande crescimento microbiano, permanecendo este constante em
1,0x10° até praticamente 36 horas. A partir desse ponto, ha uma diminuigdo do
numero de células bacterianas, atingindo um nivel intermediario em 1,5x10® de

UFC/ml.
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Quanto a produgdo de alfa-amilase, esta figura revela que ha grande
aumento da atividade hidrolitica da enzima até aproximadamente 24 horas de
fermentacéo, atingindo valores préximos a 10 UAD/ml e mantendo-se desta forma
até 50 horas. A partir de 50 horas, ha uma reducdo da atividade hidrolitica para
8,5 UAD/mI, mantendo-se assim constante até o final do intervalo de analise, em
72 horas.

Em relacdo ao pH, este grafico mostra que ndo houve modificagao
significativa do pH do meio de fermentacao, em fungédo do crescimento microbiano
e da producéo de alfa-amilase, no intervalo de 48 horas, mantendo-se constante e
proximo a neutralidade.

Essas analises evidenciam a possibilidade de realizar o processo
fermentativo de produgado de alfa-amilase por 48 horas, garantindo-se, assim, a
obtengao de uma solugéo de aproximadamente 100% de atividade hidrolitica.

O fluxograma de produgéo e purificagdo da alfa-amilase do Bacillus subtfillis
esta disposto na figura 18 e permite a visualizagdo do esquema de trabalho

adotado na pesquisa.
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Figura 17: Cinética de crescimento e producéo enzimatica
UFC/ml — Unidades Formadoras de Coldnia/ml

UAD/ml — Unidades de atividade dextrinizante/ml
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Cultivo do pré-inéculo (50 ml, 35°C, 150 rpm)

|

Cultivo em erlenmeyer (50 ml, 35°C, 150 rpm)

|

Centrifugacao (10.000 rpm, 15 min, 5°C)
I

v v

Sobrenadante — ENZIMA BRUTA Precipitado
Fracionamento com sulfato de aménio Descarte

(80% de saturacgéao, 24 horas, 5°C)
Centrifugagao (10.000 rpm, 15 min, 5°C)
I

V V

Precipitado Sobrenadante
Dialise (contra agua destilada, sob refrigeragao) Descarte

|

Congelamento — Liofilizacdo — ENZIMA PRECIPITADA

|

Fracionamento com coluna Butil — FPLC

|

Dialise (contra agua destilada, sob refrigeragao)

|

Congelamento — Liofilizagdo — ENZIMA PARCIALMENTE PURIFICADA
I

Caracterizacao bioquimica Eletroforese em gel
de poliacrilamida
Figura 18: Fluxograma de produgao, purificagédo e aplicagdo da alfa-amilase produzida

pela linhagem 45-2B — Bacillus subtilis
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6.4.Purificagao de alfa-amilase

As etapas da purificagdo e metodologias seguiram a descrigao do item 5.5.

A alfa-amilase da linhagem 45-2B, identificada como Bacillus subtilis, obtida
apos o fracionamento com sulfato de amdnio e resuspensa em solugcdo tampao
fosfato de sodio 0,05M pH 6, foi filtrada e percolada em coluna de troca idnica
DEAE-Sephadex equilibrada com a mesma solugdo tamponante. A enzima
adsorvida na coluna foi eluida com solucdo tampao fosfato de sddio 0,05M pH 6
acrescida de NaCl 1M. Entretanto, para as condicbes de pH adotadas nas
solugdes (definidas como de maior atividade hidrolitica, segundo item 5.6.2.), ndo
houve adsorgdo da alfa-amilase na resina aniénica, logo néo foi possivel utilizar
essa metodologia na separacéo e purificagdo da enzima.

A enzima obtida na mesma etapa anterior — apés fracionamento com sulfato
de ambnio — foi, entdo, resuspensa em solugao tampao acrescida de sulfato de
amoénio 1M pH 7, filtrada e percolada em coluna cromatografica com resina butil
FF, equilibrada com solugcdo tampao fosfato de sddio 0,05M pH 7 acrescido de
sulfato de aménio 1M. A enzima adsorvida na resina foi eluida com tampéao fosfato
de sddio 0,05M pH 7. Fracdes de 1 ml foram coletadas a cada minuto e analisadas
em relacdo a presenga de alfa-amilase, segundo metodologia descrita no item
5.1.5.2.1.

A figura 19 lustra o fracionamento da alfa-amilase em coluna
cromatografica enquanto a tabela 21 sumariza a purificagdo, nas trés etapas de
analise (enzima bruta, enzima precipitada e enzima parcialmente purificada). Apos
a etapa cromatografica, a alfa-amilase foi purificada, aproximadamente, 10 vezes.

Na figura 19, os tubos que apresentaram atividade hidrolitica (5 a 8) foram

121



6. Resultados e Discussoes

circulados. Essas fragcbes foram reunidas numa solucao total de 600 ml, sendo
posteriormente dialisada contra agua destilada, sob refrigeracéo, durante 72 horas
e, entdo congelada e liofilizada. Nao foram coletadas outras fragdes com atividade

hidrolitica sobre o amido detectavel.
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Figura 19: Cromatografia liquida de fase apolar ligada (butil) da alfa-amilase produzida
pela linhagem 45-2B

Fracbes coletadas (5,6,7 e 8) de 1 ml com atividade hidrolitica (UAD/mlI)

— Eluicao de proteina

— Concentracao de sal

—— Atividade hidrolitica — UAD/ml — Unidades Atividade Dextrinizante/ml
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6.4.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida

O extrato enzimatico purificado, dialisado, liofilizado e resuspenso foi
submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), de acordo com a
metodologia citada no item 5.5.3. A figura 20 mostra o gel de eletroforese, apos
revelacdo com Comassie Blue G-250. As proteinas utilizadas como padrdes de
pesos moleculares foram dispostas na lateral da figura, na direcdo de suas
respectivas fracoes, enquanto que as amostras de estudo, com concentragdes de

proteina iguais a 0,47 e 0,93% foram identificadas na parte superior da figura.

3 4 Padrao

S

Fosforilase B (97 KDa)
S Albumina bovina (66 KDa)

.‘ — Albumina de ovo (45 KDa)

.~ — ™ Anidrase carbdnica (30 KDa)

—® |nibidor de tripsina (20,1 KDa)

—® o-lactoalbumina (14,4 KDa)

Figura 20: Gel de eletroforese
1 e 2: Amostra de 10ul da enzima em concentracao de 0,47%;
3 e 4: Amostra de 10ul da enzima em concentragéo de 0,93%;

Padrédo: Compostos de peso molecular conhecido, listados na direita da foto;
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6.4.1.1. Permeacao em gel de Sephadex G-200

A estimativa do peso molecular da enzima purificada foi realizada por
filtracdo em gel de Sephadex G-200, utilizando-se proteinas com peso molecular
conhecido como padrao, segundo metodologia descrita no item 5.6.5. O peso
molecular da enzima foi estimado em 27,1 KDa.

A enzima apresenta-se 10 vezes mais pura em relacdo a enzima bruta,
entretanto apresenta trés fragdes protéicas evidenciadas na eletroforese em gel de
poliacrilamida. Isto indica que a enzima em estudo foi parcialmente purificada com
a metodologia proposta. Pela analise da permeagao em gel de Sephadex estima-
se que a alfa-amilase apresente peso molecular de 27,1 KDa, coincidente, assim,
com a terceira fragao protéica do gel de eletroforese.

Takasaki (1985) relata a purificagdo de alfa-amilase produzida por Bacillus
subtilis G3 através de precipitagdo com sulfato de aménio (70%), seguida de
fracionamentos em colunas DEAE-Sepharose (pH 7), G-Sephadex 100 (pH 7) e
Sephadex 150 (pH 7), obtendo a fragdo enzimatica 10,2 vezes mais purificada,
com peso molecular de 25 KDa (estimado por eletroforese em gel de
poliacrilamida), com rendimento de 16,3%. Uguru (1997) obteve bons resultados
de purificagdo de alfa-amilase utilizando precipitacdo com sulfato de aménio
(60%), fracionamento em colunas de DEAE-Sephadex e G-Sephadex 100 (ambos
pH 8). Com rendimento de 10%, a fragdo apresentou-se 24 vezes mais purificada
e com peso molecular estimado em 56 KDa.

Conforme analisado anteriormente, as alfa-amilases produzidas por
microrganismos apresentam pesos moleculares de 22,5 a 140 KDa, dependendo

da linhagem produtora (Salva, 1990; Lévéque et al., 2000; Zhang et al., 1994;
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Uguru et al.,, 1997; Kichakova et al., 1998; |kawa et al. 1998; Nishimura et al.,
1994; Hayashida et al., 1988, Hamilton et al., 1998). Em especial, o trabalho
desenvolvido por Takasaki et al. (1985) apresenta a alfa-amilase produzida por
Bacillus subtilis G3 com peso molecular 25 KDa (estimado por eletroforese em gel)
e o artigo de Zhang et al. (1994) relata a alfa-amilase produzida pelo B.
licheniformis CUMC 305 com peso molecular de 28 KDa, assemelhando-se aos

resultados obtidos no presente trabalho.
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Teor de Unidade de
Volume (ml) Atividadq roteina 2 atividade Proteina Atividade* Purificaco %
Hidrolitica™” p(m /mi) total total (mg) especifica™ ¢ Recuperagao
9 (UAD/min)
Extrato Bruto 1000 9.84 4.67 9840.00 4670.00 2.11 1.00 100.00
Pr'igizrl?t“:da 240 9.01 1.72 2162.40 412.80 5.24 2.49 21.98
Enzima
Parcialmente 37.3 9.94 0.47 370.76 17.53 21.15 10.04 3.77
Purificada

Tabela 21: Etapas na purificagdo da alfa-amilase produzida pela linhagem 45-2B
Analises de atividade hidrolitica realizadas a 70°C e pH 6

"' — Unidade de Atividade hidrolitica: mg de amido hidrolisado/minuto/m| de enzima
2 _ Teor de proteina — definido segundo item 5.6.1.

® _ Unidade de atividade especifica: UAD/min/mg proteina
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6.5. Caracterizagcao da alfa-amilase bruta e parcialmente purificada
produzida pelo Bacillus subtilis

A caracterizacdo do efeito da temperatura e do pH sobre a atividade

hidrolitica foi realizada segundo metodologia descrita no item 5.6.2. As fragdes

enzimaticas bruta e parcialmente purificada foram analisadas quanto a atividade

hidrolitica segundo metodologia descrita no item 5.1.5.2.1., referente a atividade

dextrinizante (dada em UAD/ml) e no item 5.1.5.2.2., referente a atividade

sacarificante (dada em mg maltose/minuto/mg proteina).

6.5.1. Caracterizagcao da alfa-amilase bruta produzida pelo Bacillus

subtilis

A fragao enzimatica obtida de acordo com o item 5.3.4., chamada enzima
bruta, teve a concentracao de proteina estimada em 4,67 mg proteina/ml.

A temperatura de 70°C e pH 6 foram considerados 6timos para esta fracao
enzimatica, apresentando atividade dextrinizante de 9,84 mg amido
hidrolisado/minuto e atividade sacarificante de 81,9 mg maltose liberada/minuto.

De acordo com a figura 21, referente ao efeito da temperatura e do pH
sobre a atividade hidrolitica da enzima bruta, os maiores valores de atividade
estao relacionados com a faixa de pH entre 5 e 6, nas temperaturas de 50 a 80°C.
Esta faixa, referente a aproximadamente 100% de atividade hidrolitica, pode ser
estendida ao pH 7, com reducao da temperatura maxima para 70°C.

A atividade hidrolitica na temperatura de 90°C foi ligeiramente maior em

solucdes de pH 5, em comparagao com as de pH 6. Na temperatura de 100°C
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houve grande redugcdo da atividade, aproximando-se de 1 UAD/mI, em todas
faixas de pH.

Pela anélise do mesmo grafico ficou evidenciado que solu¢gées em pHs de
3, 4, 8 e 9 ndo foram apropriados para atividade hidrolitica nem da enzima bruta e

nem da enzima purificada.

Legenda: pH da
solugao enzimatica

3
—— 4
——5
——

UAD/ml

50 60 70 80 90 100

Temperatura (°C)

Figura 21: Efeito da temperatura ¢ do pH sobre a atividade dextrinizante da alfa-amilase
bruta produzida pelo Bacillus subtilis — sem adi¢ao de CaCl,

UAD - Unidade de Atividade Dextrinizante (mg amido hidrolisado/minuto) por ml de

enzima
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6.5.2. Caracterizagcao da alfa-amilase parcialmente purificada
produzida pelo Bacillus subtilis

A fragao enzimatica obtida de acordo com o item 5.5.2., chamada enzima

parcialmente purificada, teve a concentracdo de proteina estimada em 0,46 mg

proteina/ml. A figura 22 mostra que a temperatura de 70°C e pH 6 podem ser

considerados otimos para esta fracdo enzimatica, apresentando atividade

dextrinizante de 9,94 mg amido hidrolisado/minuto e atividade sacarificante de

76,2 mg maltose liberada por minuto.

Legenda: pH da solugé&o
enzimatica

UAD/ml

50 60 70 80 90 100

Temperatura (°C)

Figura 22: Efeito da temperatura e do pH sobre a atividade dextrinizante da alfa-amilase
parcialmente purificada produzida pelo Bacillus subtilis — sem adicao de CaCl,

UAD - Unidades de Atividade Dextrinizante - mg de amido hidrolisado/minuto por ml de

enzima
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A analise das figuras 25 e 27, referentes a enzima purificada, evidenciam
que nao houve elevacéao significativa dos valores de atividade hidrolitica apesar da
purificacdo parcial da enzima. Entretanto, essa conclusdo € alterada quando
analisa-se a atividade hidrolitica de ambas fragdes em funcéo da concentracéo de

proteinas (figura 29).

6.5.3. Efeito da presenca de ions Ca®* sobre a atividade enzimatica

O estudo do efeito da presenca de ions calcio sobre a atividade enzimatica
foi realizado nas fracbes enzimaticas bruta e purificada, de acordo com
metodologia descrita no item 5.6.3.

As fragdes enzimaticas foram analisadas quanto a atividade hidrolitica
segundo metodologia descrita no item 5.1.5.2.1., referente a atividade
dextrinizante (dada em UAD/ml) e no item 5.1.5.2.2., referente a atividade
sacarificante (dada em mg maltose/minuto/mg proteina).

Analisando as figuras 23 e 24, referentes as enzimas bruta e purificada com
acréscimo de ions Ca?*, conclui-se que tais ions apresentam efeito limitado sobre
a atividade hidrolitica, representando aumento pequeno na atividade das enzimas
em solugdo tamponante de pHs 5 e 6, em altas temperatura (90 e 100°C). Isto
leva a conclusdo de que a presencga de calcio ndo influencia significativamente a
atividade hidrolitica, restando averiguar seu efeito sobre a estabilidade térmica
desta enzima quando sob altas temperaturas (efeito analisado no item 5.5.4.).

O mesmo efeito pode ser comprovado nas figuras seguintes, relacionando
as enzimas bruta e purificadas, com e sem ions calcio, em fungdo do pH 6timo 6

(figuras 26) e em fungdo da temperatura 6tima 70°C (figura 28). A figura 29
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apresenta o efeito da presenca de ions calcio nas fragcbes bruta e parcialmente
purificada, analisado em atividade sacarificante, mostrando a pequena influéncia

destes ions na atividade hidrolitica da enzima.

6.5.4. Determinacgao da termoestabilidade da enzima

O estudo da estabilidade térmica da enzima foi realizado de acordo com
metodologia proposta pelo item 5.6.4. utilizando-se apenas a enzima bruta, na
presenca/auséncia de ions calcio. As analises de termoestabilidade foram
realizadas com a enzima bruta na auséncia de substrato.

As figuras 30 e 31 mostram o declinio da atividade hidrolitica em fungéo do
tempo de incubacgdo, nas temperaturas de 50 a 90°C. A temperatura de 100°C
apresentou atividade apenas nos 5 minutos iniciais (em ambas figuras), nao
sendo, portanto, plotada nos graficos.

Na temperatura de 50°C, a enzima manteve atividade de praticamente
100% por 8 horas, tanto na auséncia quanto na presenca de ions célcio. E
provavel que os ions calcio tenham efetivamente influenciado na
termoestabilidade da enzima, uma vez que, na temperatura de 60°C a enzima
tenha permanecido com aproximadamente 90% de atividade apés 90 minutos de
incubagéo, ao contrario do ocorrido quando na auséncia de calcio. Da mesma
forma, a enzima incubada nas temperaturas de 70, 80 e 90°C apresentou
atividade hidrolitica por mais tempo quando acrescida de ions calcio.

A tabela 22 compara publicagbes sobre a producdo de alfa-amilase pelo
género Bacillus, analisando as condi¢gdes de temperatura e de pH considerados

otimos e de estabilidade e respectivos pesos moleculares das enzimas. Algumas
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citagcdes aparecem incompletas, mas vale a referéncia e registro de pesquisa e

uso de tais microrganismos produtores de alfa-amilase.

Legenda:
pH da solugdes
enzimaticas

UAD/mlI

Temperatura (°C)

Figura 23: Efeito da temperatura e do pH sobre a atividade hidrolitica da alfa-amilase
bruta produzida pelo Bacillus subtilis com adi¢cao de CaCl,
UAD - unidade de atividade dextrinizante — mg de amido hidrolisado/minuto por ml de

enzima
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Legenda:
pH da solucao
enzimatica

UAD/mlI

O T T T T 1
50 60 70 80 90 100

Temperatura (°C)

Figura 24: Efeito da temperatura e do pH sobre a atividade hidrolitica da alfa-amilase
parcialmente purificada produzida pelo Bacillus subtilis com adi¢ao de CaCl,
UAD - Unidades de Atividade Dextrinizante - mg de amido hidrolisado/minuto por ml de

enzima
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Figura 25: Comparagao da atividade hidrolitica entre as alfa-amilase bruta e parcialmente
purificada, em pH 6, sem adicdo de CaCl,
UAD - Unidades de Atividade Dextrinizante - mg de amido hidrolisado/minuto por ml de

enzima
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Figura 26: Comparacéao da atividade hidrolitica entre as alfa-amilase bruta e parcialmente
purificada, em pH 6, com adicdo de CaCl,
UAD - Unidades de Atividade Dextrinizante - mg de amido hidrolisado/minuto por ml de

enzima
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——EP

UAD/ml
N

pH

Figura 27: Comparagao da atividade hidrolitica entre as alfa-amilases bruta e
parcialmente purificada, na temperatura de 70°C, sem adicao de CaCl,
UAD - Unidades de Atividade Dextrinizante - mg de amido hidrolisado/minuto por ml de

enzima

6 =t EB
—t—EP

UAD/mlI

pH

Figura 28: Comparagao da atividade hidrolitica entre as alfa-amilases bruta e
parcialmente purificada, na temperatura de 70°C, com adi¢cao de CaCl,
UAD - Unidades de Atividade Dextrinizante - mg de amido hidrolisado/minuto por ml de

enzima

143



6. Resultados e Discussoes

144



6. Resultados e Discussoes
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Figura 29: Efeito da presenca/auséncia de 20 mM de CaCl, na alfa-amilase bruta e

parcialmente purificada produzida pelo Bacillus subtilis, em pH 6, em termos de atividade

sacarificante

Atividade sacarificante — mg maltose/mg proteina/minuto
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Figura 30: Efeito da temperatura sobre a atividade hidrolitica da alfa-amilase bruta
produzida pelo Bacillus subtilis em fungédo do tempo de incubacao, sem adi¢do de CacCl,
Medicao da atividade hidrolitica em 60°C

UAD — Unidades de Atividade Dextrinizante — Atividade hidrolitica residual
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Figura 31: Efeito da temperatura sobre a atividade hidrolitica da alfa-amilase bruta
produzida pelo Bacillus subtilis em fungédo do tempo de incubacdo, com adigdo de CacCl,
Medigao da atividade hidrolitica em 60°C

UAD - Unidades de Atividade Dextrinizante — Atividade hidrolitica residual
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Microrganismo Tetimo (°C) Testabilidade (°C) PHastimo Peso Molecular (KDa) Referéncia
B. subtilis — Linhagem 45-2B 70 - 80 50-70 5-6 27,1 Presente trabalho
B. subtilis 90 - 8,5 - Kichakova (1998)
B. subtilis 80 30-80 5,6 56 Uguru (1997)
B. subtilis X-23 60 40 - 60 6-7 54 Nishimura (1994)
B. subtilis 50 - 6-7 25 Takasaki (1985)
B. subtilis 65 60 - 6 68 Hayashida (1988)
- - - ) Kichakova (1998)
, 70-80 - 5-6 Zhang (1994)
B. stearothermophilus 80 ) 6.9 22 Zhang (1994)
75 90°C 6,5 Suvd (2001)
B. licheniformis NCIB 6346 - - - - Kichakova (1998)
B. licheniformis - - - - Uguru (1997)
B. licheniformis CUMC 305 90 - 9 28 Zhang (1994)
B. licheniformis 70-90 - 7 62,5 Zhang (1994)
B. licheniformis TCRDC-B13 90 - 55 -10 - Bajpai (1989)
B. licheniformis >85 - 5-6 - Shetty (1998)
B. licheniformis 90 90°C 6,5 - Suvd (2001)
B. thermooleovorans NP54 100 100°C 8 - Malhotra (2000)
- - - ) Uguru (1997)
B. amyloliquefaciens - - - ) Sarikaya (2000)
60 90°C 6,5 Suvd (2001)
Bacillus sp. KSM1378 55-60 ) 8 53 Ikawa (1998)
Bacillus sp WN11 75-80 ) 55 76 — 53 Mamo (1999)
Bacillus sp IMD 134 - i 6 69,2 Hamilton (1998)
Bacillus sp JF2 90 ) 55 140 Zhang (1994)
Bacillus sp JF2 85-90 5 110 Zhang (1994)
B. acidocaldarius 70 - 3,5 66 Kanno (1986)

Tabela 22: Caracterizagdo das alfa-amilase produzidas pelos microrganismos do género Bacillus

Notacao (-) — refere-se a dados ndo mencionados pelos autores
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6.6.Produtos da agao hidrolitica da alfa-amilase sobre o amido
A hidrélise de diferentes tipos de amido (batata, mandioca, milho e trigo) foi
realizada segundo a metodologia descrita no item 5.7. As solugbes foram
monitoradas no periodo de 12 horas, sendo analisadas quanto a concentracio de
agucares redutores (em fungdo de curva padrdo baseada em maltose), por
cromatografia descendente em papel e por cromatografia liquida de alta eficiéncia

(HPLC).

A figura 32 mostra o aumento da concentragao de agucares redutores, em
funcdo de maltose, referentes a hidrolise dos quatro tipos de amido, analisados
em 4, 6, 8, 10 e 12 horas. Pode-se concluir, analisando esta figura, que a ordem
decrescente de hidrdlise dos granulos de amido € milho, mandioca, batata e trigo.
Hamilton (1998) relata que o granulo do amido de milho é o mais susceptivel ao
ataque pela alfa-amilase do Bacillus sp. IMD 434, seguido dos granulos de amido
de arroz, trigo e batata.

Sarikaya (2000) explica que a forma/estrutura dos granulos do amido e sua
concentragao sdo fundamentais para a efetiva acdo enzimatica e, por essa razao,
ha diferentes rendimentos hidroliticos de uma mesma enzima quando aplicada em

amidos de diferentes fontes.
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Figura 32: Comparacao da agao hidrolitica da alfa-amilase produzida pelo Bacillus subtilis

nos diferentes tipos de amido, nos tempos de 4, 6, 8, 10 e 12 horas

Analisado em fungdo de agucares redutores — conversdo para maltose — dada em mg

maltose/g amido
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6.6.1. Cromatografia dos produtos de hidrélise do amido pela alfa-

amilase produzida pelo Bacillus subtilis

Os produtos oriundos da hidrolise do amido nos tempos de 4, 8 e 12 horas
foram aplicados em papel Watman n.1 e analisados segundo a metodologia
descrita no item 5.7.2. Os cromatogramas encontram-se nas figuras 33, 34 e 35
(cromatografia em papel) e nas figuras 38, 39, 40 e 41 (cromatografia liquida para
amostra de batata, mandioca, milho e trigo, respectivamente).

A andlise dos cromatogramas revela que, a partir de 4 horas de reagao, ha
grande producgao de glicose (G1) e maltose (G2). A partir do tempo de hidrdlise de
8 horas, ha formagao de maltotriose (G3) e maltotetrose (G4), além da produgao
anterior. Até o final da hidrdlise, em 12 horas de reacdo, ndo ha modificacbes
qualitativas dos produtos, mantendo, entdo, a liberagdo glicose, maltose,
maltotriose e maltotetrose, prioritariamente.

Nishimura (1994) analisou os produtos de hidrélise de amido soluvel sob
acao de alfa-amilase produzida pelo Bacillus subtilis X-23 e encontrou, ao final de
16 horas de reagao, apenas grande quantidade de glicose, maltose e maltotriose.
Baseado nestes produtos finais, maltooligossacarideos de baixo peso molecular,
classificou a enzima como alfa-amilase sacarificante.

Mamo (1999) relata a obtengédo de alfa-amilase extracelular produzida por
Bacillus sp WN11 que, em presengca de amido soluvel, libera glicose, maltose,
maltotriose e, em menor quantidade, oligossacarideos de baixo peso molecular.
Em relagdo aos produtos da hidrolise de amido de batata e de milho, cita trabalhos
que indicam ampla hidrélise desses granulos na presenga de enzimas produzidas

por microrganismos do género Bacillus. Assim como o milho, a batata é
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largamente cultivada sem, no entanto, encontrar as mesmas aplicagdes industriais
para os seus produtos de hidrélise do amido, como o milho, largamente utilizado
ha anos. Desta forma, segundo Mamo, a descoberta de enzimas capazes de gerar
um processo de hidrolise técnica e economicamente viavel, preferencialmente em
uma unica etapa de sacarificacdo, ou a possibilidade de acoplar o uso de alfa-
amilase a uma enzima desramificante (analisando a existéncia de barreiras
tecnoldgicas, como, por exemplo, a compatibilidade entre as temperaturas e pH
o6timos e de atividade entre enzimas) torna-se uma vantagem produtiva no
processo.

Uguru (1997) hidrolisou amidos de diversas fontes com alfa-amilase
produzida por Bacillus subtilis e obteve a producdo de glicose, maltose,
maltotriose e pequenas concentragdes desde maltotetrose até maltohexose (G6).
Pela analise dos produtos obtidos, a alfa-amilase foi considerada sacarificante, ao
contrario das alfa-amilases liquidificantes, em geral produzidas pelo Bacillus
licheniformis e Bacillus amyloliquefaciens, que liberam maltodextrinas de maiores
pesos moleculares.

Takasaki (1985) descreveu a producédo de xaropes de maltotriose (tailor-
made products) pela hidrolise de amido pela agao de alfa-amilase termoestavel
produzida por Bacillus subtilis G3. No processo, além da liberacao de maltotrioses,
havia a produgédo de maltose e pequena quantidade de glicose.

A analise das areas relativas aos picos de eluicdo dos compostos
cromatografados permite estimar, quando comparados com as curvas padréo, a
concentracao desses compostos obtidos a partir da hidrélise do amido. As curvas

padrao, desenvolvidas com solugbes de concentracdo conhecida de glicose e
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maltose, analisadas sob as mesmas condigbes, estdo dispostas nas figuras 37 e
38.

A tabela 23 ilustra essa quantificagdo, dada em fungéo do teor de glicose e
maltose no tubo de reacdo (quantidade total formada destes acucares) e em
relagdo a quantidade de amido inicial (3 g). Através da analise desses dados,
percebe-se que o amido de mandioca, batata e milho foi mais susceptivel a
hidrolise enzimatica do que o de trigo. A maior produgao de glicose foi atingida
utilizando-se amido de mandioca, enquanto a maior produgcao de maltose foi
obtida com amido de milho.

Assim sendo, percebe-se que a enzima estudada é capaz de hidrolisar
diferentes tipos de amido, levando a producdo de glicose e maltose,

majoritariamente. Podendo, portanto, ser classificada como alfa-amilase

sacarificante.

Quantidade de Quantidade de

) mg glicose/ mg maltose/
glicose (mg) no ) maltose (mg) no )
g amido g amido

tubo de hidrélise tubo de hidrélise

Batata 1402.17 467.39 172.45 57.48
Mandioca 1899.88 633.29 174.63 58.21

Milho 1858.03 619.34 194.07 64.69
Trigo 202.56 67.52 71.85 23.95

Tabela 23: Analise quantitativa da hidrélise do amido pela cromatografia liquida de alta

eficiéncia
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Glicnse -

Maltose -

Maltotriose S
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Figura 33: Cromatografia descendente em papel para tempo de reacao de 4 horas
Legenda: P — solugdo padrao (conforme item 5.7.2.1)

B — Amido de batata

Ma — Amido de mandioca

Mi — Amido de milho

T — Amido de trigo
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Glicnse -
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Figura 34: Cromatografia descendente em papel para tempo de reagéo de 8 horas
Legenda: P — solugéo padrao (conforme item 5.7.2.1)

B — Amido de batata

Ma — Amido de mandioca

Mi — Amido de milho

T — Amido de trigo
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Glicose - 35&’
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Figura 35: Cromatografia descendente em papel para tempo de reacao de 12 horas

Legenda: P — solugcao padrao (conforme item 5.7.2.1)

B — Amido de batata

Ma — Amido de mandioca

Mi — Amido de milho

T — Amido de trigo
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Figura 36: Curva padrao da glicose

Tempo de retencao na coluna do HPLC de, aproximadamente, 8,05 minutos
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Figura 37: Curva padrao da maltose

Tempo de retengéo na coluna do HPLC de, aproximandamente, 6,50 minutos
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Figura 38: Cromatograma dos produtos de hidrdlise do amido de batata, apos 12 horas de
reacao enzimatica
G1 - Glicose (tempo de retengédo aproximado em 8,05 minutos)

G2 — Maltose (tempo de retencao aproximado de 6,50 minutos)
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Figura 39: Cromatograma dos produtos de hidrolise do amido de mandioca, apds 12
horas de reacado enzimatica
G1 - Glicose (tempo de retencédo aproximado em 8,05 minutos)

G2 — Maltose (tempo de retencao aproximado de 6,50 minutos)

167



6. Resultados e Discussoes

168



6. Resultados e Discussoes

mV i
!
b
200 G2
82
100 8 o
= =
@ i
oo O
s ™
®
-
1
=
=
5:" E [iv]
28] = s o -
[Tyl (18] o o o
o =] r~ = E
£ w (e — —
o — [2e] I
e = ™ =
! //\ ) — ]
Lop) ey} —
o4
T
0 5 10 15

min

Figura 40: Cromatograma dos produtos de hidrolise do amido de milho, apds 12 horas de
reacao enzimatica
G1 - Glicose (tempo de retengédo aproximado em 8,05 minutos)

G2 — Maltose (tempo de retencédo aproximado de 6,50 minutos)
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Figura 41: Cromatograma dos produtos de hidrélise do amido de trigo, apds 12 horas de
reacao enzimatica
G1 - Glicose (tempo de retengdo aproximado em 8,05 minutos)

G2 — Maltose (tempo de retencédo aproximado de 6,50 minutos)
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7. CONCLUSOES

7.1. Das 700 linhagens isoladas, a classificada como LB 45-2B, identificada
como Bacillus subtilis, apresentou maior atividade hidrolitica sobre o
amido, medida em altas temperaturas.

7.2. Esta linhagem de Bacillus subtilis produz alfa-amilase termoestavel
extracelular que, ao hidrolisar o amido, liberou sacarideos de baixo peso
molecular, prioritariamente. Assim sendo, esta enzima pode ser
classificada como alfa-amilase bacteriana sacarificante.

7.3. Quando utilizado o meio de cultivo composto por 3 g/L de extrato de
carne, 5 g/L de peptona e 5 g/L de amido soluvel, a linhagem em estudo
atingiu maxima producédo de alfa-amilase em até 48 horas, a 35°C e
agitacédo de 150 rpm.

7.4. A enzima apresenta atividade hidrolitica maxima nas faixas de pH de 5a 6
e de temperatura de 50 a 70°C.

7.5. Verificou-se que a alfa-amilase tem sua atividade hidrolitica pouco afetada
pela presenca de 20mM de CaCl,. Entretanto, este composto favoreceu a
estabilidade térmica da enzima, mantendo-a estavel por 1 hora a 60°C.

7.6. A enzima foi purificada 10 vezes quando em comparagado com a enzima
bruta. A eletroforese vertical em gel de SDS-poliacrilamida mostrou,
entretanto, a presenca de 3 fragdes protéicas, indicando que a enzima
encontra-se parcialmente purificada. Para a completa purificagdo, ha

necessidade de utilizagao de técnicas complementares de purificagao.
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7. Conclusées

7.7. A estimativa do peso molecular da enzima, realizada em coluna de gel
Sephadex G-200, indica o valor aproximado de 27,1 KDa, correspondente
a terceira fragao proteica evidenciada no gel de SDS-poliacrilamida.

7.8. A enzima hidrolisou os amidos de milho, batata e mandioca com maior
eficiéncia do que o amido de trigo, em 12 horas de reagdo, a 70°C. Apos

este tempo, constatou-se a produgao de glicose, maltose e maltotriose.
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8. Suqgestoes para trabalhos futuros

8. Sugestoes para trabalhos futuros

8.1.Identificacdo molecular do microrganismo para definicho de sua
subespécie;

8.2.Estudo de meio de producao alternativo e mais barato, assim como sua
otimizacao;

8.3.Efetivacdo da completa purificagcdo da enzima estudada, adicionando-se
etapas e/ou metodologias complementares;

8.4. Ampliacdo da escala produtiva da enzima, visando adapta-la a escala
industrial;

8.5.Estudo das condigdes de processamento (tempo, matéria prima, controle
do processo etc.) para obtencdo de produtos especificos (tailor made

products);
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