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RESUMO 

 

Os resíduos agroindustriais são importantes matérias-primas para produção de enzimas 

microbianas de baixo custo. Dentre as enzimas que podem ser obtidas utilizando estes 

subprodutos agroindustriais, estão as amilases. As amilases são responsáveis pela 

degradação de moléculas de amido, polissacarídeo encontrado em abundância na 

natureza e utilizado como ingrediente de vários produtos alimentícios, além disso essas 

enzimas podem ser aplicadas nas indústrias de produtos de limpeza, panificação, têxtil, 

farmacêutica, sucroalcooleira, papel e celulose. O objetivo deste trabalho foi delinear as 

condições ótimas de cultivo para produção de enzimas amilolíticas pelo fungo 

filamentoso Gongronella butleri e avaliar as propriedades bioquímicas dessas enzimas. 

Dentre os parâmetros fermentativos avaliados o fungo expressou maior produção de 

amilases, cerca de 63,25 U.g
-1 

(6,32 U.mL
-1

), pelo cultivo em farelo de trigo com 55% 

de umidade inicial a 25ºC por 96 horas. A enzima apresentou atividade ótima em pH 5,0 

e a temperatura de 55°C. A amilase produzida foi estável em ampla faixa de pH (3,5 a 

9,5) e manteve sua atividade catalítica por uma hora a 40°C. O extrato enzimático 

hidrolisou amido de diferentes fontes vegetais e apresentou maior potencial para 

liquefação do amido. Os resultados obtidos mostraram que a enzima apresenta 

características para aplicação industrial. 

Palavras-chave: Enzimas amilolíticas; fermentação em estado sólido; farelo de trigo. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os resíduos provenientes da atividade agroindustrial necessitam de destinos 

adequados, pois causam problemas ambientais, e o não aproveitamento desses, resulta 

em perdas de matérias-primas e energia. Uma alternativa para o aproveitamento desses 

resíduos é a utilização como substratos em processos de cultivo microbiano para 

produção de enzimas (BENTO e CASARIL, 2012).  

Por apresentarem uma ampla disponibilidade e por ser uma alternativa de baixo 

valor comercial, o aproveitamento destes materiais pode contribuir para a redução do 

custo operacional da produção enzimática, além de minimizar possíveis impactos 

ambientais decorrentes do seu descarte inadequado. Fungos filamentosos são 

considerados os mais adequados para Fermentação em Estado Sólido (FES), pois suas 

hifas podem crescer sobre a superfície de partículas sólidas e adentrar entre elas para um 

melhor crescimento (LEITE et al., 2007; SILVA et al., 2013). 

A Fermentação em Estado Sólido é definida como o crescimento de 

microrganismos em substratos sólidos na ausência de água livre entre as partículas de 

substrato. Esse tipo de cultivo é vantajoso, pois além de simular o hábitat natural dos 

fungos filamentosos, apresenta maior produtividade, menor susceptibilidade à inibição e 

maior estabilidade das enzimas a variações de temperatura e pH (RODRIGUEZ-

ZÚNIGA et al., 2011). 

O amido é um importante constituinte da dieta humana e é um dos principais 

produtos de armazenamento energético vegetal, sendo abundante em trigo, arroz, milho, 

mandioca, batata. Enzimas de conversão de amido são utilizados na produção de 

maltodextrina, amidos modificados, ou xaropes de glucose e maltose (SOUZA e 

MAGALHÃES, 2010; SILVA et al., 2013). 

Amilases são uma das famílias de enzimas mais importantes na área de 

biotecnologia. Estas enzimas hidrolisam as moléculas de amido em oligossacarídeos e 

monossacarídeos de glicose. A hidrólise enzimática do amido envolve a ação sinérgica 

de endo-amilases (α-amilase), exo-amilases (β-amilase e glucoamilase), enzimas 

desramificadoras, entre outras (MICHELIN et al., 2010; SOUZA e MAGALHÃES, 

2010). Elas podem ser obtidas a partir de plantas, animais e microrganismos. No 

entanto, as enzimas de fontes fúngicas e bacterianas têm predominancia nos setores 

industriais (SILVA et al, 2009; SOUZA e MAGALHÃES, 2010).  
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Estas enzimas possuem diversas aplicações em processos industriais, como na 

produção de biocombustíveis, alimentos, fármacos, tecidos, detergentes, cerveja, 

panificação, ração animal, papel e celulose (SOUZA e MAGALHÃES, 2010; 

BARATTO et al., 2011; SILVA et al., 2013). 

Na literatura são encontrados diversos microrganismos produtores de enzimas 

amilolíticas, destacando-se as espécies dos gêneros Aspergillus, Rhizopus, Bacillus que 

têm sido empregadas em processos industriais (SUGANTHI, et al., 2011; SOARES et 

al., 2010). O fungo filamentoso Gongronella butleri foi isolado de solo do cerrado sul 

mato-grossense e é conhecido pela sua produção de quitosana (TAN, et al., 1996; NWE, 

et al., 2008). Porém, nenhum estudo foi realizado na produção de amilases pelo 

microrganismo G. butleri. 

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo a produção e 

caracterização bioquímica de enzimas amilolíticas obtidas por fermentação em estado 

sólido do fungo filamentoso G. butleri. 
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2. REVISÃO 

2.1. Resíduos agroindustriais e fermentação em estado sólido 

O Brasil apresenta grande atividade agrícola, o que resulta na produção de 

elevada quantidade de resíduos agroindustriais. Apesar dos subprodutos da 

agroindústria serem biodegradáveis, necessitam de um tempo mínimo para serem 

degradados constituindo-se numa fonte de poluentes ambientais (CAMPOS, 2005). 

Um resíduo não é, por princípio, algo nocivo, muitos resíduos podem ser 

transformados em subprodutos ou em matérias-primas para outras linhas de produção 

(SILVA et al., 2011; SCHNEIDER et al., 2012). A manipulação correta de um resíduo 

tem grande importância para o controle do risco que ele representa, a manipulação 

incorreta de um resíduo pode transforma-lo num risco ambiental (BASTOS, 2007). 

No sentido de preservar o meio ambiente contra o despejo de resíduos 

poluidores, passou-se a motivar o aproveitamento dos resíduos agroindustriais para o 

cultivo microbiano visando a geração de produtos com elevado valor agregado (DO 

NASCIMENTO FILHO et al., 2015). 

A fermentação em estado sólido (FES) embora seja aplicada principalmente em 

escala laboratorial, possui diversas vantagens biotecnológicas, tais como o aumento da 

produtividade de fermentação, maior concentração final de produtos, maior estabilidade 

do produto, menor repressão catabólica, além de permitir o cultivo de diferentes 

linhagens fúngicas ou até mesmo o cultivo misto de vários fungos. Por último, mas não 

menos importante, requer menor demanda de esterilidade devido à baixa atividade de 

água. A FES reproduz processos microbiológicos naturais como compostagem e 

ensilagem. A utilização de resíduos agrícolas de baixo custo acrescenta viabilidade 

econômica ao processo e contribui para reduzir os problemas ambientais gerados por 

estes subprodutos da agroindústria (SINGHANIA, et al. 2009). 

 

2.2. Estrutura do amido 

 O amido é um homopolímero formado por dois polissacarídeos muito 

semelhantes, a amilose e a amilopectina, em proporções que variam entre as diferentes 

espécies de origem e de acordo com o grau de maturação da planta. A amilose é 

formada de cadeias lineares helicoidais de resíduos de glicose unidos por ligações 

glicosídicas α-1,4. A amilopectina apresenta estrutura altamente ramificada, possuindo 
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cadeias de resíduos de glicose unidos por ligações glicosídicas α-1,4 das quais partem 

ramificações unidas por ligações α-1,6 (NELSON e COX, 2014).  

 Amilose, geralmente, é constituída de 20 a 25% de peso do amido e tem um 

tamanho médio de 100 unidades de glicose. O perfil das cadeias da amilopectina, 

normalmente tem uma distribuição bimodal com longas e curtas cadeias tendo uma 

média de 40 a 60 e 11 a 25 resíduos de glicose, respectivamente (NELSON e COX, 

2014). 

 

     

Figura 1. Estrutura das moléculas de amilose (A); e amilopectina (B) (SOUZA e 

MAGALHÃES, 2010). 

 

O amido pode ser obtido de diversas fontes vegetais, como cereais, raízes e 

tubérculos, e também de frutas e legumes, no entanto, a extração em nível comercial de 

amido se restringe aos cereais, raízes e tubérculos (LIMA, 2004). 

2.3. Enzimas amilolíticas e suas aplicações 

As amilases são enzimas que realizam a hidrolise do amido e estão entre as mais 

utilizadas para fins industriais. Estas enzimas são empregadas na sacarificação do amido 

podendo ser utilizadas em indústrias de alimentos, na obtenção de biocombustíveis, 

como aditivos em detergentes, na indústria de papel e têxtil. Com o advento de novas 

fronteiras biotecnológicas, o espectro de aplicação das amilases tem se expandido para 
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muitas outras áreas, incluindo a clínica, farmacêutica, médica e químico-analítica 

(PANDEY, 2000). 

As amilases são divididas em quatro grupos principais, as endoamilases, 

exoamilases, enzimas desramificadoras e transferases (MORAES, 2004): 

Endoamilases são capazes de quebrar as ligações glicosídicas α-1-4, presentes na 

parte interna (endo) das cadeias de amilose ou amilopectina. α-Amilase (E.C. 3.2.1.1) é 

uma endoamilase amplamente estudada e encontrada em uma grande variedade de 

microrganismos, entre Archea, Eubactéria e Eucaria. O produto final da ação da α-

amilase é oligossacarídeos de tamanho variado com configuração linear ou ramificado 

(α-dextrinas limites).  

Enzimas pertencentes ao grupo das exoamilases hidrolisam exclusivamente 

ligações glicosídicas α-1,4, como a β-amilase (EC 3.2.1.2.) ou ambas ligações α-1,4 e α-

1,6 como amiloglicosidade ou glicoamilase (EC 3.2.1.3) e α-glicosidase (EC 3.2.1.20). 

Exoamilase agem sobre os resíduos externos de glicose da amilose e da amilopectina 

produzindo somente glicose (glicoamilase e α-glicosidase) ou maltose e β-dextrinas 

limites (β-amilase). β-Amilase e glicoamilase também convertem a configuração do 

carbono anomérico do produto liberado de α para β. Glicoamilase e α-glicosidase 

diferem no seu substrato de preferencia: α-glicosidase age bem melhor sobre pequenos 

maltooligosacarideos liberando glicose com configuração α, enquanto que a 

glicoamilase hidrolisa melhor, polissacarídeos de cadeia longa. β-Amilases e 

glicoamilases tem sido encontradas em uma larga variedade de microrganismos. 

O terceiro grupo de enzimas conversoras de amido são as enzimas 

desramificadoras que hidrolisam exclusivamente ligações α-1,6: isoamilase (EC 

3.2.1.68) e pululanase (EC 3.2.1.41). A maior diferença entre isoamilase e pululanase é 

a habilidade de hidrolisar pululana, um polissacarídeo com unidades repetidas de 

maltotriose ligadas por ligações α-1,6. Pululanases hidrolisam as ligações α-1,6 em 

pululana e amilopectina, enquanto que isoamilases são capazes de hidrolisar apenas 

amilopectina. Estas enzimas degradam exclusivamente amilopectina deixando apenas 

polissacarídeos lineares de cadeia longa. 

O quarto grupo de enzimas conversoras, ou simplesmente modificadoras de 

amido, são as transferases que quebram ligações glicosídicas α-1,4, da molécula 

doadora e transfere parte do doador para o aceptor glicosídico com a formação de um 

novo rearranjo glicosídico, como as ciclodextrina glicosiltransferases (EC 2.4.1.19). 
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Ciclodextrina glicosiltransferase tem baixa atividade hidrolítica e produz 

oligossacarídeos cíclicos com 6, 7 ou 8 resíduos de glicose e dextrinas ramificadas de 

alto peso molecular. Ciclodextrinas são produzidas através de uma reação 

intramolecular de transglicosilação, na qual a enzima quebra a ligação α-1,4 e ao mesmo 

tempo liga a extremidade redutora a não-redutora.  

 

Figura 2. Modelo de ação das enzimas envolvidas na degradação do amido. (•) 

extremidade redutora; (o) extremidade não redutora; (→) indicam o ponto de clivagem 

preferido na molécula de amido (Fonte modificada: VAN DER VEEN et al., 2000; 

HORVATHOVÁ et al., 2001; BERTOLDO; ANTRANIKIAN, 2002). 

 

Durante as últimas três décadas, amilases têm sido exploradas pela indústria de 

processamento de amido como uma substituição da hidrólise ácida na produção de 

hidrolisados de amido. A substituição dos catalisadores químicos por biocatalizadores 

traz diversas vantagens: as enzimas são derivadas de recursos renováveis, são 

biodegradáveis, atuam sob condições relativamente moderadas de temperatura e de pH, 

e possuem alta especificidade entre reagentes e produtos. Como exemplo, é possível 

citar uma substituição bem sucedida: detergentes para roupa com elevadas 

concentrações de fosfato foram trocados por produtos menos nocivos ao meio ambiente, 
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pela adição de lipases, proteases e celulases em suas formulações (CHERRY e 

FIDANTSEF, 2003). 

A produção comercial de amilases é realizada em vários passos, essencialmente 

porque os parâmetros de cultivo necessários para o crescimento ótimo do 

microrganismo, podem diferir daqueles exigidos para produção das enzimas. Estes 

parâmetros incluem: suplementação nutricional, pH do meio, pressão osmótica, grau de 

aeração, temperatura e controle da contaminação durante a fermentação (SINGHANIA, 

2009).  

Embora as amilases possam ser produzidas por diversos microrganismos, 

continua sendo uma tarefa desafiadora obter uma cepa capaz de produzir rendimentos 

aceitáveis comercialmente. A seleção de uma estirpe adequada é o fator mais 

significativo no processo de produção de amilase. Existe a possibilidade de uma única 

cepa produzir mais de uma enzima do complexo amilolítico (PANDEY et al., 2000). 

Dessa forma, diferentes trabalhos buscam selecionar linhagens com expressiva 

capacidade de produzir amilases em meios de reduzido custo (resíduos agroindustriais), 

comumente utilizados em fermentações em estado sólido. 

O uso de enzimas amilolíticas para processamento de amido tem crescido 

rapidamente no mercado mundial e ganhado especial importância por apresentar 

diversas vantagens em relação aos processos quimicamente catalisados. Um dos 

desafios atuais é a obtenção de microrganismos com potencial de produzir elevada 

quantidade de enzima, em meios de cultivo de baixo custo, favorecendo a redução do 

preço final destes biocatalisadores, o que contribui para sua aplicação em processos 

industriais. As multinacionais oferecem enzimas para uma ampla variedade de 

aplicações industriais, como: na indústria de panificação, indústria têxtil, produção de 

etanol, indústria de papel, indústria de xaropes de glicose, indústria de detergentes entre 

outros (SOUZA e MAGALHÃES, 2010; NIELSEN et al., 2000). 

Considerando a importância biotecnológica das amilases microbianas este 

trabalho visa estudar uma nova fonte microbiana para produção dessas enzimas. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivos gerais 

 - O presente trabalho visa delinear as condições de cultivo do fungo G. butleri 

em resíduos agroindustriais para produção de amilases, caracterizar bioquimicamente e 

avaliar as propriedades catalíticas das amilses produzidas.  

 

3.2. Objetivos específicos 

 - Otimizar os parâmetros de cultivo do fungo G. butleri em estado sólido como: 

diferentes resíduos agroindustriais, umidades, temperaturas e tempos de cultivo; 

 - Caracterizar o extrato enzimático bruto quanto ao melhor pH e temperatura de 

atuação e sua estabilidade frente às variações de pH e temperatura; 

 - Avaliar o potencial dos extratos enzimáticos em hidrolisar amidos provenientes 

de diferentes fontes vegetais; 

 - Avaliar o potencial dextrinizante e sacarificante do extrato enzimático obtido 

nas condições ótimas de cultivo. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Microrganismo: Neste trabalho foi utilizado o fungo filamentoso mesófilo 

Gongronella butleri, isolado do solo do Cerrado na região de Dourados-MS. A 

linhagem foi identificada pela Coleção Brasileira de Microrganismos de Ambiente 

(CBMAI) da Universidade de Campinas (UNICAMP), Campinas – SP. O 

microrganismo foi cultivado a 28ºC em meio ágar Sabouraud Dextrose e mantido a 4ºC 

no Laboratório de Enzimologia e Processos Fermentativos da Faculdade de Ciências 

Biológicas e Ambientais da Universidade Federal da Grande Dourados – FCBA/UFGD.  

 

4.2. Inóculo: O microrganismo foi cultivado em frascos erlenmeyer de 250 mL 

contendo 40 mL do meio ágar Sabouraud Dextose inclinado, mantido por 48 horas a 

28ºC. A suspensão do microrganismo foi obtida pela raspagem suave da superfície do 

meio de cultura empregando 25 mL de solução nutriente (0,1% de sulfato de amônio, 

0,1% sulfato de magnésio hepta-hidratado e 0,1% nitrato de cálcio m/v).  A inoculação 

do fungo nos substratos (resíduos agroindustriais) se deu pela transferência de 5 mL 

desta suspensão (GARCIA et al., 2015). 

 

4.3. Produção de amilases por Fermentação em Estado Sólido (FES): O cultivo 

microbiano ocorreu em frascos erlenmeyer de 250 mL com 5 g de resíduos 

agroindústriais (palha de milho, sabugo de milho, casca de arroz, farelo de soja e farelo 

de trigo)  umedecidos com solução nutriente (descrita anteriormente). Todos os 

substratos foram devidamente lavados com água destilada e posteriormente secos em 

estufa a 50C por 48 horas. O material foi esterilizado a 121C durante 20 minutos. Foi 

realizada a inoculação do microrganismo, e os frascos erlenmeyer foram mantidos a 

30ºC por 96h. O substrato que apresentou melhor produção da enzima foi adotado para 

a avaliação de outros parâmetros fermentativos, como: umidade (de 50% a 75%, 

variando 5 em 5%), temperatura (20 a 40ºC, variando de 5 em 5ºC) e tempo cultivo (24 

a 120h variando de 24 em 24h), sendo adotada a condição ótima de cada experimento, 

nos ensaios subseqüentes. Todos os ensaios foram realizados em duplicatas e os 

resultados descritos representam as respectivas médias (GARCIA et al., 2015). 

 

4.4. Extração da enzima: Para a extração da enzima foi adicionado 50 mL de água 

destilada nos resíduos agroindustriais fermentados, sendo mantidos em agitação por 1 
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hora a 100 rpm. Posteriormente, todo conteúdo foi filtrado em tecido sintético (nylon) e 

centrifugado a 1500 x g por 5 min. O sobrenadante foi denominado extrato enzimático e 

utilizados nos ensaios subsequentes (GARCIA et al. 2015). 

  

 

4.5. Determinação da atividade de amilase: A atividade enzimática foi determinada 

pela adição de 0,1 mL de extrato enzimático em 0,9 mL de tampão acetato de sódio 

0,1M, pH 5,0 contendo 1% de amido de milho. Após 10 minutos de reação, o açúcar 

redutor liberado foi quantificado pelo método de DNS (3,5-acido dinitrosalisílico) 

descrito por Miller (1959). Uma unidade de atividade enzimática foi definida como a 

quantidade de enzima necessária para liberar 1µmol de produto por minuto de reação  

 

4.6. Caracterização bioquímica das amilases produzidas  

 

4.6.1. Efeito do pH e temperatura sobre a atividade da enzima: O pH ótimo foi 

determinado mensurando a atividade da enzima a 50ºC em diferentes valores de pH 

(3,0-8,0), utilizando tampão McIlvaine. A temperatura ótima foi determinada pela 

dosagem da atividade enzimática em diferentes condições de temperatura (30-75ºC) no 

respectivo pH ótimo da enzima. A estabilidade das enzimas ao pH foi avaliada 

incubando-as por 24 horas em temperatura ambiente em diferentes valores de pH; os 

tampões utilizados foram McIlvaine (pH 3,0-8,0), Tris-HCl 0,1M (pH 8,0-8,5) e 

Glicina-NaOH 0,1M (pH 8,5-10,5). A termoestabilidade das enzimas foi estudada 

incubando as enzimas por 1 hora em diferentes condições de temperatura (30 a 75°C). 

As atividades residuais foram determinadas nas condições ótimas de pH e temperatura 

das enzimas (OLIVEIRA et al., 2015). 

 

4.6.2. Avaliação do potencial catalítico para diferentes fontes de amido: Os extratos 

enzimáticos foram avaliados quanto ao potencial de hidrolisar amidos provenientes de 

diferentes fontes vegetais. Os ensaios enzimáticos foram realizados utilizando como 

substratos: amido de batata, amido de trigo, amido de mandioca, amido de lentilha, 

amido de feijão, amido de arroz, amido de aveia, amido de batata-doce e amido de 

milho. As reações ocorreram em meios com tampão acetato de sódio (0,1M  pH 5,0). A 
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quantidade de açúcar redutor liberada foi quantificada pelo método de DNS (MILLER, 

1959).  

 

4.6.3. Avaliação do potencial dextrinizante dos extratos enzimáticos: A atividade 

dextrinizante foi avaliada nos amidos que apresentaram maior susceptibilidade a ação 

das amilases presentes (amido de trigo, milho, mandioca e batata) 1% como substrato 

enzimático em tampão acetato de sódio 0,1M pH 5,0, pelo método iodométrico descrito 

por Fuwa (1954) e Pongsawadi; Yagisawa (1987) com algumas modificações. A 

mistura de reação foi composta por 0,1 mL de enzima adicionada a 0,3 mL de solução 

tampão contendo amido. Após 10 minutos a 55°C, a reação foi paralisada pela adição de 

4 mL de solução de HCl 0,2 M. Posteriormente, foram adicionados 0,5 mL de reativo de 

iodo e 10 mL de água destilada. A absorbância foi quantificada a 700 nm. Uma unidade 

de atividade foi definida como a quantidade de enzima necessária para reduzir em 10% 

a intensidade da cor azul do complexo iodo-amido por minuto de reação. 

 

4.6.4. Potencial sacarificante dos extratos enzimáticos: A atividade sacarificante foi 

avaliada utilizando os amidos que apresentaram maior susceptibilidade a ação das 

amilases presentes (amido de trigo, milho, mandioca e batata)1% como substrato 

enzimático em tampão acetato de sódio (0,1M pH 5,0), pelo método de glicose-

oxidase/peroxidase descrito por Bergmeyer; Bernt (1974). A mistura de reação foi 

composta por 0,1 mL de enzima adicionada a 0,4 mL de solução tampão contendo 

amido 1%. Após 10 minutos a 60 °C, a reação foi paralisada em banho de gelo. A 

glicose liberada foi quantificada com o kit enzimático colorimétrico (Glicose-PP 

Analisa). A absorbância foi quantificada a 505 nm. Uma unidade de atividade 

enzimática foi definida como a quantidade de enzima necessária para liberar 1 μmol de 

glicose por minuto de reação. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

5.1. Produção de amilase por Fermentação em Estado Sólido (FES) 

Dentre os substratos avaliados no presente trabalho, o cultivo em farelo de trigo 

resultou em maior produção de amilase pelo fungo G. butleri, cerca de 35,57 U.g
-1

 

(Tabela 1). 

 

Tabela 1. Produção de amilase pelo fungo G. butleri em diferentes resíduos 

agroindustriais à 30°C com 65% de umidade no meio e 120 horas de cultivo. 

 

Substratos 

(resíduos agroindustriais) 

Amilase (U.g
-1

) 

Palha de Milho 6,03±0,63 

Sabugo de Milho 2,29±0,50 

Casca de Arroz 2,71±0,40 

Farelo de Soja 9,56±0,20 

Farelo de Trigo 35,57±1,01 

 

 A maioria dos fungos filamentosos quando cultivados em estado sólido 

apresenta maior produção em farelo de trigo devido suas propriedades nutricionais, 

aeração e penetração eficiente dos micélios (EL-SHISHTAWY et al., 2014). Chimata et 

al. (2010) relatam maior produção de amilases por diferentes espécies de Aspergillus, 

utilizando farelo de trigo como substrato por fermentação em estado sólido.  

Trabalhos anteriores confirmam o farelo de trigo como excelente substrato para 

o cultivo de fungos filamentosos visando a produção de diferentes enzimas, não só para 

amilases, como também para β-glicosidase, xilanases e FPases (LEITE et al. 2008; 

GARCIA et al., 2015; PIROTA et al., 2015). Dessa forma o farelo de trigo foi utilizado 

nos ensaios subsequentes.  

A umidade ótima para produção de amilase pelo fungo em farelo de trigo foi 

obtida entre 50 e 60% apresentando uma tendência a produzir  mais enzimas, cerca de 

51,26 U/g, quando a umidade inicial do meio foi ajustada para 55% (Figura 3A).  

O teor de umidade do substrato é um dos fatores que mais influenciam o cultivo 

microbiano em estado sólido. A água tem a função de difusão de nutrientes no meio de 

cultivo e contribui para a absorção destes pelos microrganismos, auxilia na dispersão de 

metabólitos e na manutenção da função e estabilidade de estruturas biológicas. Em 
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relação ao cultivo de fungos filamentosos, a reduzida atividade de água pode afetar o 

processo de germinação, esporulação e formação de metabólitos, o que pode 

comprometer a produção de enzima (CASTRO, et al., 2010). 
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Figura 3. Produção de amilase por Fermentação em Estado Sólido do fungo G.butleri 

em farelo de trigo. (A) umidade inicial, (B) temperatura de cultivo, (C) tempo de 

cultivo. 

Diferentes temperaturas foram avaliadas para o cultivo do microrganismo em 

farelo de trigo. A temperatura ótima de cultivo para produção de amilase foi 25°C com 

52,54 U.g
-1

 (Figura 3B), em temperaturas superiores a 30°C foi observado uma redução 

considerável na produção enzimática, isso pode ser explicado por se tratar de um 

microrganismo mesófilo.  

A influência da temperatura na produção de enzimas está diretamente 

relacionada com o crescimento do microrganismo. A maioria das linhagens mesófilas 

utilizadas para produção de amilases apresenta maior produção enzimática quando 

cultivadas entre 25 a 35°C (FRANCIS et al., 2003). 
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Uma das maiores dificuldades da FES é a dissipação de calor metabólico gerado 

pelo crescimento microbiano, por isso o estudo da temperatura ótima de cultivo é 

fundamental nesse tipo de processo (PANDEY, 2003). Temperaturas muito baixas 

reduzem a permeabilidade da membrana plasmática e a velocidade das reações 

metabólicas. No entanto, temperaturas muito elevadas podem desnaturar proteínas 

estruturais e enzimas (GARCIA et al., 2015).  

Para determinar o tempo ótimo de cultivo, amostras foram retiradas a cada 24 

horas perfazendo um total de 168 horas. A maior produção da enzima foi obtida com 96 

horas de cultivo, cerca de 63,25 U.g
-1

, utilizando os demais parâmetros obtidos como 

ótimos nos ensaios anteriores (Figura 3C). O melhor tempo de cultivo do presente 

trabalho (96 horas) foi próximo ou menor que o descrito para produção de amilases por 

outras linhagens fúngicas, fator este importante do ponto de vista industrial. Kunamneni 

et al. (2005) relatam maior produção de amilase após 120 horas de cultivo em estado 

sólido do fungo Thermomyces lanuginosus em farelo de trigo. Ahmed (2011) descreve 

maior produção de amilase pelo fungo Aspergillus oryzae também em 120 horas de 

cultivo em estado sólido. 

Trabalhos anteriores descrevem valores próximos ou inferiores aos obtidos no 

presente estudo para produção de enzimas amilolíticas por microrganismos distintos. 

Ferreira et al., (2012) relatam a produção de 16,58 U.g
-1

 pelo fungo Chrysoporium 

zonatum, e 55,06 U.g
-1

 pelo fungo Malbranchea pulchella.O microrganismo Rhizopus 

oryzae apresentou uma produção de 63,50 U.g
-1

 quando cultivados em farelo de trigo 

(FERREIRA et al., 2015). Bernardes et al., (2014) relatam produção de  

aproximadamente 13,00 U.g
-1

 pelo fungo Rhizomucor miehei. 

5.2. Caracterização físico-química das amilases produzidas 

 

5.2.1. Efeito do pH e temperatura  

 

A amilase produzida pelo fungo G. butleri apresentou atividade ótima em pH 5,0 

e temperatura de 55°C
 
(Figura 4A e 4B). Os dados indicam que o fungo produz uma 

amilase que pode ser aplicada em processos com valores de pH mais ácidos, 

especialmente entre 4,0 e 5,5. O pH ótimo da enzima foi inferior aos valores 

encontrados para o fungo Penicilium rugulosum, que foi de 7,0 (TIWARI, et al. 2007), e 

para o fungo Thermomyces lanuginosus, que produziu uma amilase de pH ótimo 6,0 

(KUNAMNENI, et al. 2005). Oliveira et. al. (2011) observou que a α-amilase produzida 
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por Penicillium sp. apresentou pH ótimo em 6,5 caracterizando-se como uma α-amilase 

neutra. Neste contexto, a aplicação da amilase obtida no presente trabalho em processos 

distintos das amilases produzidas pelas linhagens tradicionalmente estudadas.  
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Figura 4. Caracterização bioquímica da amilase produzida por cultivo em estado sólido 

do fungo G. butleri em farelo de trigo. (A) pH ótimo, (B) temperatura ótima, (C) pH de 

estabilidade, (D) temperatura de estabilidade. 

 

 A enzima apresentou atividade máxima em temperatura elevada (55°C) em 

relação à maioria dos fungos filamentosos produtores de amilase relatados na literatura. 

A maioria das amilases relatadas exibem sua atividade máxima na faixa de temperatura 

de 40 a 60°C (AFIFI et al., 2008 MAHDAVI et al., 2010). A diminuição da atividade 

enzimática nas maiores temperaturas está associada à desnaturação da enzima 

(GONÇALVES et al., 2008). Soni et al., (2003) relataram que a temperatura de 50°C foi 

a que proporcionou maior atividade da glucoamilase do microrganismo Aspergillus sp. 

AS-2. Mahdavi et al., (2010) encontraram a temperatura ótima para o mircorganismo 

Bacillus cereus de 50°C. A temperatura ótima encontrada por Kumar et al (2012) foi de 

40°C com o microrganismo Fusarium solani NAIMCC-F-02956. A temperatura ótima 
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encontrada por Kunamneni et al. (2005) para o fungo termotolerante Thermomyces 

lanuginosus foi 50°C.  

 Com relação à estabilidade ao pH a enzima foi ácido-alcalino-tolerante, 

mantendo 78% da atividade por 24 horas em faixa de pH de 3,5 a 9,5. Em pH 3,5 

apresentou 90% de estabilidade, e em pH 5,0 e 6,0 mostrou mais de 90% de 

estabilidade, sendo 100% estável no pH 5,5 (Figura 4C). Esses dados mostram que a 

amilase do fungo G. butleri é mais estável ao pH que enzimas produzidas por outros 

microrganismos, sendo interessante para aplicação em processos com ampla variação de 

pH. Nwagu e Okolo (2011) relataram que a amilase do fungo Aspergillus fumigatus 

manteve 94% de sua atividade, na faixa de pH entre 4,5 e 6,5, quando incubada por 24h. 

Freitas et al. (2014) observaram que as amilases do fungo Syncephalastrum racemosum 

apresentaram valores de pH de estabilidade de 4,0 a 8,0.  

A amilase produzida pelo fungo G. butleri apresentou 78% de sua atividade 

inicial após 60 minutos a 40°C. Quando incubada por igual período a 45°C a enzima 

manteve 50% da atividade catalítica original (Figura 4D). Fato importante para 

aplicação industrial já que a maioria dos processos industriais requerem enzimas 

tolerantes a altas temperaturas. Varalakshmi et al (2013) relataram temperatura de 

estabilidade para a α-amilase de Aspergillus oryzae JGI 21 onde a enzima reteve 70% 

de sua atividade original por 60 minutos na temperatura de 24 a 28°C e em 37°C reteve 

60% de sua atividade. Adeniran e Abiose (2011) apresentaram em seu trabalho a 

estabilidade para amiloglicosidase de Aspergillus niger de 60% de sua atividade inicial 

a 35°C por 60 minutos e 50% da sua atividade inicial a 40°C quando incubada por igual 

período.  

 

5.2.2. Avaliação do potencial catalítico para diferentes fontes de amido 

 

A amilase produzida foi avaliada quanto o potencial de hidrolisar amidos 

provenientes de diferentes fontes vegetais. Nessa etapa do trabalho foram utilizados 

amido de milho (controle), amido de trigo, amido de arroz, amido de feijão, amido de 

aveia, amido de lentilha, amido de batata e amido de batata-doce. A enzima degradou de 

forma eficiente todos os amidos testados no presente trabalho, no entanto, o maior 

potencial catalítico foi evidenciado para amido de trigo (Figura 5). Essa característica 

habilita o emprego dessa enzima na hidrólise de diferentes fontes amiláceas. A 

equivalência catalítica para amidos de diferentes fontes vegetais não é comumente 
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observado, principalmente se considerarmos que amidos provenientes de diferentes  

fontes botânicas apresentam características estruturais distintas, características essas que 

inferem na catalise enzimática (CRUZ, et al., 1997). 

Segundo Fennema et al., (2010) quanto maior a quantidade de ramificações 

(amilopectina) da estrutura do amido menor será a eficiência catalítica das enzimas 

amilolíticas. Oliveira et al., (2015) comparam o potencial catalítico de amilases 

produzidas por diferentes espécies de leveduras em amido extraídos de milho, trigo, 

batata e mandioca. Os autores relatam maior eficiência para o amido de milho em 

comparação aos demais. 

   Considerando os resultados anteriormente apresentados, os amidos de trigo, 

milho, mandioca e batata foram utilizados para avaliar as modificações de cada extrato 

enzimático sobre a molécula do amido, por meio dos métodos iodométrico e glicose-

oxidase.  
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Figura 5. Avaliação do potencial catalítico da amilase produzida por G. butleri sobre 

amido de diferentes fontes vegetais. 

 

5.2.3. Avaliação do potencial dextrinizante e sacarificante do extrato enzimático 

 

Na avaliação do potencial liquificante e sacarificante da enzima pode-se notar 

sua tendência para atividade liquificante, pois nota-se elevada atividade enzimática no 

método dextrinizante (iodométrico) e reduzida atividade enzimática no método (glicose-

oxidase) (1,86 U/mL), que quantifica especificamente moléculas de glicose livre (Figura 

6). 
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Figura 6. Avaliação das modificações enzimáticas sobre o amidos de trigo, milho, 

mandioca, batata.  

 

As enzimas produzidas por G. butleri ocasionaram considerável redução do grau 

de polimerização da molécula de amido, refletindo no aumento das extremidades 

redutoras (Figura 6). A hidrólise da molécula de amido é dividida em duas etapas: 

liquefação e sacarificação. A etapa de liquefação é realizada por endoamilases e 

enzimas desramificantes dentre elas: α-amilase, isoamilase e pululanases. Para a 

sacarificação do amido geralmente são utilizadas exoamilases como glucoamilases, β-

amilases e amiloglicosidase (LE  Q E et al. a, 2000; VAN DER MAAREL et al., 

2002). 

Dessa forma, os resultados obtidos permitem inferir que o extrato enzimático de 

G. butleri apresenta predominantemente atividade endoamilolítica, com reduzida 

atividade sacarificante devido a presença de glicose nos hidrolisados. Trabalhos 

anteriores confirmam a produção de enzimas liqueficantes (atividade endoamilolítica) 

por diferentes espécies fúngicas. Shafique et al. (2009), Cruz et al. (2011), Sahnoun et 

al. (2012) e Pervez et al. (2014) reportam atividade de endoamilases para diferentes 

espécies de Aspergillus, tais como: A. flavus, A. níger,  A. oryzae, A. fumigatus KIBGE-

IB33 respectivamente.  
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os resultados obtidos permitem inferir que o fungo filamentoso G. butleri 

apresenta potencial para produção de amilases em meios de cultivo com reduzido valor 

comercial e com tempo de produção relativamente baixo. 

Ao final do trabalho foi obtido aumento na produção de enzimas amilolíticas, 

com a otimização dos parâmetros fermentativos de produção enzimática. Estas 

características são muito apreciáveis para redução do custo final destas enzimas, 

favorecendo sua aplicação em processos industriais. 

A enzima obtida apresenta características interessantes para aplicação industrial, 

como atividade e estabilidade em ampla faixa de pH e temperatura. A enzima mostrou 

excelente habilidade em degradar os amidos testados, com predominância para o amido 

de trigo, e atividade predominantemente liquificante.  

 Outro aspecto importante que deve ser ressaltado é o reduzido número de 

trabalhos utilizando o fungo G. butleri para produção de enzimas industriais, o que 

incentiva a continuidade do trabalho com a referida linhagem.  
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