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APRESENTAÇÃO 

O livro “Microbiologia: Clínica, Ambiental e Alimentos 2” é uma obra composta por 
trabalhos científicos na forma de artigos originais e de revisão, todos relacionados ao 
cultivo e triagem de micro-organismos. 

A Microbiologia é uma área bastante ampla, com interface não só com as Ciências 
Biológicas, mas também com a área de Saúde, como Medicina, Enfermagem, Medicina 
comunitária, Nutrição, Farmacologia, Imunologia, Saúde coletiva, Farmácia e áreas 
correlatas. Ao longo destes 14 capítulos serão discutidos avanços da ciência e serão 
revistos conceitos importantes dentro da Microbiologia básica e clínica, Bacteriologia, 
Micologia, Parasitologia, Virologia, além de propor a discussão destes temas de forma 
atualizada e dinâmica. Este livro será, portanto, muito importante para auxiliar estudantes 
e profissionais no reconhecimento e caracterização de micro-organismos, na prevenção 
e no combate a doenças causadas pelos mesmos ou ainda para sua utilização industrial, 
comercial, medicinal e nutricional.

Esta obra, bem como todas as publicações da Atena Editora, passou pela avaliação 
de um Comitê de pesquisadores com mestrado e doutorado em programas de pós-
graduação renomados no Brasil. Assim, apresentamos ao leitor um trabalho de excelente 
qualidade, atualizado e devidamente avaliado por pares.

Esperamos que gostem da leitura. 

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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RESUMO: O amido é um homopolissacarídeo 
passível de ser hidrolisado por enzimas 
estereoespecíficas denominadas de amilases, 
sendo que essas hidrolases podem ser 
produzidas por células vegetais, animais e 
microrganismos. Dentre esses, os fungos 

filamentosos destacam-se como os maiores 
produtores desse biocatalisador. O estudo de 
enzimas apresentam alternativas indubitáveis 
para a resolução de problemas nos diversos 
campos industriais e preservacionistas, como a 
substituição de reagentes químicos onerosos e 
altamente poluentes para o meio ambiente por 
um produto facilmente degradável e biológico 
que não provoca danos severos ao meio 
ambiente. Informações acerca da conversão de 
amido em açúcares fermentescíveis por enzimas 
amilolíticas para fabricação de etanol a partir de 
milho foram discutidas. 
PALAVRAS-CHAVE: Enzimas. Amilases. Amido. 
Hidrólise. Milho.

HYDROLYSIS OF CORN STARCH BY 
FILAMENTOUS FUNGI ENZYMES

ABSTRACT: Starch is a homopolysaccharide 
that can be hydrolyzed by stereospecific 
enzymes called amylases, and these hydrolases 
can be produced by plant cells, animals and 
microorganisms, among which, filamentous 
fungi stand out as the principal producers of 
this biocatalyst. The study of enzymes presents 
undoubted alternatives for solving problems in 
various industrial and preservationist fields, such 
as the replacement of costly chemical reagents 
that are highly polluting with an easily degradable 
and biological product that does not cause severe 
damage to the environment. Information regarding 
the conversion of starch into fermentable sugars 
by amylolytic enzymes for the manufacture of 
ethanol from corn is reviewed. 
KEYWORDS: Enzymes. Amylases. Starch. 
Hydrolysis. Corn.
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INTRODUÇÃO
Em relação ao volume de produção de grãos no mundo, o milho é o de mais 

elevada importância (Soares et al., 2017), podendo destacar entre as prováveis aplicações 
dos grãos de milho a produção do etanol de primeira geração (Rosseto et al., 2017). O 
principal constituinte dos grãos de milho é o amido, uma macromolécula constituída de dois 
homopolissacarídeos, sendo esses a amilopectina e a amilose (Tappiban et al., 2019). O 
amido possui um alto peso molecular e, devido a isto, essa macromolécula necessita sofrer 
a ação de enzimas específicas para auxiliar na liberação dos açúcares, ação desempenhada 
pelas hidrolases do sistema amilolítico (Coelho et al., 2018).

As amilases são consideradas ser entre as enzimas de maior aplicação industrial, 
correspondendo a 33% do total de enzimas utilizadas no mundo (Elumalai et al., 2019). Elas 
estão entre as biomoléculas que podem ser produzidas por bactérias, leveduras, fungos 
filamentosos, células vegetais e animais; entretanto, os fungos filamentosos destacam-se 
devido à alta produção amilolítica, além da facilidade de cultivo (Lima et al., 2015).

Esses biocatalisadores são essências no processamento de matérias-primas 
amiláceas, hidrolisando ligações O-glicosídicas do polissacarídeo em monômeros de 
glicose e maltooligossacarídeos de cadeia curta. São aplicadas nas indústrias têxteis, 
alimentícia, de deterogente, farmacêutica, biocombustíveis e outras (Yaraş et al., 2015).  

Levando-se em conta a possibilidade de produzir etanol por meio dos polímeros 
constituintes do milho, utiliza-se amilases de fungos filamentosos com elevado potencial 
de conversão do polissacarídeo em açúcares fermentescíveis. Além disso, o estudo de 
enzimas apresenta alternativas indubitáveis para a resolução de problemas nos diversos 
campos industriais e preservacionistas, como a substituição de reagentes químicos caros 
e altamente poluentes para o meio ambiente por um produto facilmente degradável e 
biológico, que não provoca danos à natureza. O objetivo deste trabalho é realizar um estudo 
teórico acerca das informações da conversão de amido em açúcares fermentescíveis por 
enzimas amilolíticas de origem fúngica para a produção de etanol a partir de milho.

REVISÃO DA LITERATURA 

O milho como matéria-prima para fabricação de etanol no Brasil e no mundo
O milho é cultivado em todo o mundo, possuindo 150 espécies diferentes. É uma 

cultura antiga que, de acordo com a literatura, foi domesticado a 4300 anos atrás em 
Honduras (Kennett et al., 2017; Abimilho, 2021). Esse cereal caracteriza-se por ser um 
produto agrícola de grande patamar no mundo, ultrapassando a quantidade de 1 bilhão de 
toneladas de grãos produzidos. A união da produção do cereal pelos Estados Unidos, China, 
Brasil e União Europeia correspondeu a mais de 72% do total produzido mundialmente 
(USDA, 2018a, 2018b). 
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No Brasil, o cultivo do vegetal está distribuído por diferentes regiões e é condicionado 
à época ótima de cultivo, levando-se em conta o clima de cada região. Dentre os estados 
brasileiros, o Mato Grosso é o maior produtor (Conab, 2019) e, o estado de Minas Gerais 
está entre os estados que compõe a maior fração da produção nacional (Gasques et al., 
2018). Vale citar que o lado positivo do seu cultivo no Brasil é a disponibilidade do cereal, a 
fácil estocagem, excelentes condições climáticas e a utilização de todas as partes do grão 
(Cargill Agrícola S.A., 2015).

A comercialização dos grãos de milho, embora em meio a pandemia, se mostra 
bem promissora, levando-se em conta a projeção do aumento de produção. Na safra de 
2020/21, houve uma retomada na demanda do etanol proveniente dos grãos de milho, o 
que contribui para esse mercado (Conab, 2020).

Os grãos de milho são constituídos de óleo, fibra, proteína e amido, sendo este de 
elevado teor no cereal. Entre as suas aplicações, destaca-se a produção de polímeros, 
bebidas e combustíveis (Miranda, 2018). Da biomassa do milho, também são identificados 
a palha e a espiga, as quais podem ser empregadas na rota de produção de etanol de 
segunda geração (Bortoletto e Alcarde, 2015). 

Em alguns países, os grãos são convertidos à etanol, e essa tecnologia vem se 
intensificando cada vez mais ao longo dos anos, triplicando desde o ano 2000. De forma 
geral, o etanol é um biocombustível que pode advir da fermentação da cana-de-açúcar ou 
do milho (O Statista, 2021). 

O processo de obtenção do etanol de milho inicia com a moagem dos grãos, seguido 
pela liquefação, cozimento, fermentação, e destilação para produzir o etanol e a vinhaça. A 
vinhaça pode passar por diferentes etapas, como a centrifugação, evaporação e secagem 
até se obter os grãos de destilaria (Pedersen et al., 2015). Em termos de eficiência de 
conversão, são obtidos cerca de 400 litros de etanol para cada tonelada de grão utilizado 
nesse processo, enquanto que são obtidos apenas 85 L por tonelada de cana-de-açúcar 
(Iea, 2018; Manochio et al., 2017). 

A produção de etanol tradicional a partir dos grãos de milho requer diferentes etapas 
de pré-tratamento, dependendo do tipo de processamento a ser utilizado. Na via úmido, 
caracterizada por submeter os grãos de milho à solução de ácido sulfúrico e água antes 
da moagem, diferentes frações de composição do grão podem ser recuperadas. Por outro 
lado, à via à seco consiste basicamente em moer os grãos e depois adicionar água ao pó 
moído (Manochio et al., 2017).

Em termos de balanço energético, a produção industrial do etanol de milho não é tão 
favorável, pois etapas adicionais envolvendo gasto energético médio de 4 MJ por litro de 
álcool produzido são exigidas no processo (Manochio et al., 2017). No entanto, há trabalhos 
que indicam melhorias prováveis no processo para a redução dos custos de produção 
utilizando amido granular e processoxs de sacarificação e fermentação simultâneas (Strak-
Craczyk et al., 2019).  
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Estrutura e composição do amido 
Carboidratos são as biomoléculas mais encontradas na natureza. Por definição, são 

polihidroxialdeídos ou polihidroxicetonas, ou compostos que formam esses após a sua 
hidrólise, sendo constituídas basicamente por oxigênio, hidrogênio e carbono. Entretanto, 
alguns podem apresentar outros elementos químicos, como nitrogênio, fósforo e enxofre 
(Nelson e Cox, 2018; Teng et al., 2021; Hornink e Galembeck, 2019). 

O amido é um homopolissacarídeo presente em células vegetais, possuindo uma 
ampla aplicação nos mais diversos processos industrias (Bertoft, 2017), como nas indústrias 
farmacêutica, construção civil, alimentícia, química e petrolífera (Cargill Agrícola S.A., 
2015). O seu destaque perante as aplicações industriais é devido à sua alta disponibilidade, 
facilidade de extração, baixo custo, caráter renovável, entre outras características (Sarka 
e Dvoracek, 2017).

O amido é insolúvel em água a temperatura ambiente e é formado por um conjunto 
de monômeros de D-glicose unidos por ligações O-glicosídicas. É composto de dois 
distintos polímeros: amilose e amilopectina (Chen et al., 2020). 

A amilose é um homopolissacarídeo linear composto por unidades de D-glicoses 
unidas por ligações glicosídicas do tipo (α-1→4), enquanto que a amilopectina é um 
homopolissacarídeo ramificado constituído de monômeros de D-glicoses unidas por ligações 
do tipo (α-1→4) e por ligações do tipo (α-1→6) nos pontos de ramificação (Figura 1). O 
grânulo de amido é composto de cerca de 20 a 30% de amilose e 70 a 80% de amilopectina, 
a qual tem o maior peso molecular. A concentração de cada polímero varia dependendo da 
fonte amilácea (Cargill Agrícola S.A., 2015; Masina et al., 2017).
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Figura 1 - Estrutura dos polímeros constituintes do homopolissacarídeo amido. (A) amilose e (B) 
amilopectina.

Nas cadeias de amilose e amilopectina interagindo com lipídeos e proteínas, existe 
uma alternância entre regiões cristalinas e regiões amorfas (Bertoft, 2017; Liu et al., 2017). 
Devido a existência desses dois tipos de regiões, o amido apresenta-se estruturalmente 
sob forma semi-cristalina (Song et al., 2017). 

O amido, após ser extraído dos cereais, precisa de tratamento, pois é insolúvel em 
água em temperatura ambiente. Todavia, se ele for submetido ao aquecimento, ocorre 
facilmente a sua gelatinização, processo em que o amido se torna mais viscoso e turgente 
(Zhang et al., 2015). A quantidade de energia ou a temperatura incidente para que ocorra 
a gelatinização do amido é dependente da origem desse carboidrato, estando na faixa de 
60 a 100 ºC (Xu et al., 2020).

Amilases e a hidrólise do amido
Os processos industriais podem ser otimizados empregando diversas enzimas. A 

utilização dessas biomoléculas está associada aos benefícios como alta seletividade, melhor 
rendimento na geração de produtos, não toxicidade e ausência de produtos indesejáveis 
(Chapman et al., 2018). Entretanto, para que uma enzima tenha excelência no setor industrial, 
ela necessita ser de fácil manuseio e ter estabilidade operacional (Velasco-Lozano et al., 2015). 
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Exemplos de catalisadores biológicos são as lipases, pectinases, celulases, proteases 
e as amilases (Griebeler et al., 2015). As amilases estão inclusas no grupo das hidrolases e 
possuem função de hidrolisar a molécula de amido à dextrinas, maltoses e glicoses (Li et al., 
2016; Simair et al., 2017). As enzimas amilolíticas possuem uma considerável importância 
para o setor industrial, pois são essenciais em processos que envolvam a fabricação de 
pães, cervejas, papeis, e detergentes, a retirada de umidade de tecidos, a produção de 
xaropes, liquefação do amido, entre outros (Simair et al., 2017; Benassi, 2018). Existem 
diferentes tipos de enzimas amilolíticas e elas podem ser classificadas de acordo ao tipo 
de hidrólise que são capazes de realizar na molécula de amido e aos produtos de hidrólise 
formados (Griebeler et al., 2015; Li et al., 2016). 

Amilases pertencem, em sua maioria, à família 13 de glicosil transferases, isto é, 
hidrolisam ligações α-glicosídicas para produzir mono- ou oligossacarídeos α-anoméricos. 
Catalisem a hidrólise de ligações glicosídicas α-1,4 ou α-1,6, ou uma combinação de 
ambas as atividades. As amilases presentam estrutura em barril (α/β)8 ou barril TIM, que 
foi primeiramente descrito para triose isomerase. Todas têm quatro regiões altamente 
conservadas em sua seqüência primária contendo o sítio catalítico e os mais importantes 
sítios de ligação ao substrato. Todas possuem resíduos como Asp (ácido aspártico) e Glu 
(ácido glutâmico) no sítio catalítico, correspondendo a Asp-206, Glu-230 e Asp-270 da taka-
amilase A (HENRISSAT, 1991 e MORAES, 2004).

Basicamente, existem quatro enzimas conversoras de amido: endoamilases, 
exoamilases, enzimas desramificadoras e transferases (GUPTA, 2003; ROY & GUPTA, 
2004; MORAES, 2004; NOROUZIAN et al., 2006; BONILHA et al., 2006). Endoamilases 
são enzimas capazes de hidrolisar as ligações glicosídicas α-1,4 no interior da cadeia 
amilolítica. As exoamilases, que agem sobre os resíduos externos de glicose da amilose e 
da amilopectina, produzem somente D-glucose ou maltose e β-dextrinas limites. As enzimas 
desramificadoras caracterizam-se por hidrolisar exclusivamente ligações α-1,6, tal como 
a isoamilase e pululanase tipo I. As amilases transferases representem o quarto grupo 
de enzimas conversoras de amido; são transferases que quebram ligações O-glicosídicas 
α-1,4 da molécula doadora e transferem parte do doador para um aceptor glicosídico com a 
formação de uma nova ligação glicosídica (TACHIBANA, 1999, FERNANDES et al., 2007).

Na literatura são descritos alguns tipos de amilase: 

•	 α-Amilase ou 1,4-α-D-glucano glucanohidrolase (EC 3.2.1.1) trata-se de uma 
endoamilase que promove a hidrólise de ligações α-1,4 no interior da cadeia 
de amilose e de amilopectina, liberando várias cadeias de oligossacarídeos de 
diversos tamanhos que apresentam configuração α no C1 (Kikani et al., 2020); 

• β-Amilase ou 1,4-α-D-glucano maltohidrolase (EC 3.2.1.2) é uma exohidrolase 
que hidrolisa a penúltima ligação α-1,4 da extremidade não redutora da cadeia 
de substrato, causando inversão da configuração anomérica da maltose, que é 
liberada na forma β (Bott et al., 2018; Sigma-Aldrich, 2021); 
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•	 α-Glucosidase, α-D-glucosidase glucohidrolase ou maltase (EC 3.2.1.20), trata-
-se de uma exohidrolase que hidrolisa ligações glicosídicas do tipo α-1,4, α-1,6 
ou ambos de sacarídeos curtos, formados pela ação de outras enzimas ami-
lolíticas. α-Glucosidase é capaz de liberar unidades de α-D-glicose a partir da 
extremidade não redutora (AVCI et al., 2020); 

• Glucoamilase, 4-α-D-glucan glucohidrolase ou amiloglicosidase (EC 3.2.1.3) é 
uma exoamilase capaz de hidrolisar ligações glicosídicas do tipo α-1,4 por meio 
da remoção de sucessivas unidades de glucose a partir da extremidade não 
redutora da cadeia, liberando moléculas de D-glucose na conformação β. Es-
sas enzimas também hidrolisam, mas com uma velocidade menor, as ligações 
α-1,6 e algumas ligações do tipo α-1,3 e α-1,2. (Silano et al., 2020b);

• Pululanase do tipo I ou α-dextrina-6-glucanohidrolase (EC 3.2.1.41) é uma en-
doamilase que hidrolisa ligações α-1,6 do polissacarídeo pululano converten-
do-o quase completamente a maltodextrina, podendo também, dar origem a 
produtos de reação sem pontos de ramificação quando atua sobre ligações 
α-1,6 das moléculas de amido, amilopectina e dextrinas limite. Essa enzima não 
exerce nenhum efeito sobre as ligações α-1,4 (Nisha e Satyanarayana, 2016; 
Kahar et al., 2017; Sigma-Aldrich, 2021). 

Além destas, existe a isoamilase ou glicogênio α-1,6-glucanohidrolase (EC 
3.2.1.68) (Silano et al., 2020c); 1,4-α-D-maltotetrahidrolase (EC 3.2.1.60), também 
conhecida por 1,4-α-D-glucano maltotetrahidrolase (Silano et al., 2019); ciclomaltodextrina 
glucotransferase; transferase (EC 2.4.1.19) (Silano et al., 2020a); oligo-α-1,6-glucosidase 
(EC 3.2.1.10) (Dong et al., 2020), e amilases maltogênicas (EC 3.2.1.133) (Bott et al., 2018; 
Mohanan e Satyanarayana, 2019), entre outros tipos.

O uso de amilases na obtenção de xarope de maltose ou glicose por meio da hidrólise 
do amido ocorre pelos processos da liquefação e sacarificação. A primeira das etapas do 
processo é a liquefação. Essa etapa é conduzida em temperaturas acima de 95ºC, e ela 
consiste em reduzir a viscosidade do amido por meio da α-amilases termicamente estáveis 
(Bott et al., 2018). Posteriormente, o hidrolisado de amido ou o produto liquefeito passa 
pela sacarificação, onde a enzima glucoamilase produz um xarope que contém um elevado 
teor de glicose. O xarope pode ser submetido a processos fermentativos conduzidos por 
leveduras para a produção do etanol. Essas enzimas biológicas podem ser obtidas de 
diferentes tipos de fontes; entretanto, os fungos filamentosos possuem o maior potenci al de 
produção de amilases com maior atividade enzimática, estabilidade ao pH e à temperatura 
(Coelho et al., 2018; Sindhu et al., 2017).

CONCLUSÕES
Nesse contexto, percebe-se que a hidrólise de milho pela ação de amilases 

apresenta alternativas indubitáveis para a resolução de problemas nos diversos campos 
industriais e preservacionistas, em especial na síntese de etanol.
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