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RESUMO: O amido é um homopolissacarideo
passivel de ser hidrolisado por enzimas
estereoespecificas denominadas de amilases,
sendo que essas hidrolases podem ser
produzidas por células vegetais, animais e
microrganismos. Dentre esses, os fungos
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DE ETANOL

filamentosos destacam-se como 0s maiores
produtores desse biocatalisador. O estudo de
enzimas apresentam alternativas indubitiveis
para a resolugdo de problemas nos diversos
campos industriais e preservacionistas, como a
substituicdo de reagentes quimicos onerosos e
altamente poluentes para o meio ambiente por
um produto facilmente degradavel e biol6gico
que nao provoca danos severos ao meio
ambiente. Informagdes acerca da conversao de
amido em agucares fermentesciveis por enzimas
amiloliticas para fabricagéo de etanol a partir de
milho foram discutidas.

PALAVRAS-CHAVE: Enzimas. Amilases. Amido.
Hidrélise. 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.
Hydrolysis. Corn.

Starch.
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INTRODUCAO

Em relagdo ao volume de produgdo de grdos no mundo, o milho é o de mais
elevada importancia (Soares et al., 2017), podendo destacar entre as provaveis aplicagbes
dos gréos de milho a produgéo do etanol de primeira geracdo (Rosseto et al., 2017). O
principal constituinte dos gréaos de milho € o amido, uma macromolécula constituida de dois
homopolissacarideos, 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 acao de enzimas especificas para auxiliar na liberacéo dos acgucares, acdo desempenhada
pelas hidrolases do sistema amilolitico (Coelho et al., 2018).

As amilases s@o consideradas ser entre as enzimas de maior aplica¢é@o industrial,
correspondendo a 33% do total de enzimas utilizadas no mundo (Elumalai et al., 2019). Elas
estdo entre as biomoléculas que podem ser produzidas por bactérias, leveduras, fungos
filamentosos, células vegetais e animais; entretanto, os fungos filamentosos destacam-se
devido a alta producgéo amilolitica, além da facilidade de cultivo (Lima et al., 2015).

Esses biocatalisadores sdo esséncias no processamento de matérias-primas
amilaceas, hidrolisando ligagcdes O-glicosidicas do polissacarideo em monémeros de
glicose e maltooligossacarideos de cadeia curta. Sdo aplicadas nas indistrias téxteis,
alimenticia, de deterogente, farmacéutica, biocombustiveis e outras (Yaras et al., 2015).

Levando-se em conta a possibilidade de produzir etanol por meio dos polimeros
constituintes do milho, utiliza-se amilases de fungos filamentosos com elevado potencial
de conversédo do polissacarideo em aglcares fermentesciveis. Além disso, o estudo de
enzimas apresenta alternativas indubitaveis para a resolugdo de problemas nos diversos
campos industriais e preservacionistas, como a substituicdo de reagentes quimicos caros
e altamente poluentes para o meio ambiente por um produto facilmente degradavel e
biologico, que ndo provoca danos a natureza. O objetivo deste trabalho é realizar um estudo
teorico acerca das informagdes da conversdo de amido em agUcares fermentesciveis por
enzimas amiloliticas de origem fungica para a producéo de etanol a partir de milho.

REVISAO DA LITERATURA

O milho como matéria-prima para fabricacao de etanol no Brasil e no mundo

O milho é cultivado em todo o mundo, possuindo 150 espécies diferentes. E uma
cultura antiga que, de acordo com a literatura, foi domesticado a 4300 anos atras em
Honduras (Kennett et al., 2017; Abimilho, 2021). Esse cereal caracteriza-se por ser um
produto agricola de grande patamar no mundo, ultrapassando a quantidade de 1 bilhdo de
toneladas de gréos produzidos. A unido da produgéo do cereal pelos Estados Unidos, China,
Brasil e Unido Europeia correspondeu a mais de 72% do total produzido mundialmente
(USDA, 2018a, 2018b).

Microbiologia: Clinica, ambiental e alimentos 2 Capitulo 8



No Brasil, o cultivo do vegetal esta distribuido por diferentes regies e € condicionado
a época 6tima de cultivo, levando-se em conta o clima de cada regido. Dentre os estados
brasileiros, o0 Mato Grosso € o maior produtor (Conab, 2019) e, o estado de Minas Gerais
esta entre os estados que compde a maior fragdo da producdo nacional (Gasques et al.,
2018). Vale citar que o lado positivo do seu cultivo no Brasil € a disponibilidade do cereal, a
facil estocagem, excelentes condi¢des climaticas e a utilizagcao de todas as partes do gréo
(Cargill Agricola S.A., 2015).

A comercializagdo dos grdos de milho, embora em meio a pandemia, se mostra
bem promissora, levando-se em conta a proje¢cdo do aumento de producdo. Na safra de
2020/21, houve uma retomada na demanda do etanol proveniente dos graos de milho, o
que contribui para esse mercado (Conab, 2020).

Os graos de milho séo constituidos de 6leo, fibra, proteina e amido, sendo este de
elevado teor no cereal. Entre as suas aplicagdes, destaca-se a produgéo de polimeros,
bebidas e combustiveis (Miranda, 2018). Da biomassa do milho, também s&o identificados
a palha e a espiga, as quais podem ser empregadas na rota de producéo de etanol de
segunda geracéo (Bortoletto e Alcarde, 2015).

Em alguns paises, os grédos sé@o convertidos a etanol, e essa tecnologia vem se
intensificando cada vez mais ao longo dos anos, triplicando desde o ano 2000. De forma
geral, o etanol € um biocombustivel que pode advir da fermentagédo da cana-de-aglcar ou
do milho (O Statista, 2021).

O processo de obtengédo do etanol de milho inicia com a moagem dos graos, seguido
pela liquefagéo, cozimento, fermentacéo, e destilagéo para produzir o etanol e a vinhacga. A
vinhaca pode passar por diferentes etapas, como a centrifugacéo, evaporagédo e secagem
até se obter os grdos de destilaria (Pedersen et al., 2015). Em termos de eficiéncia de
conversao, séo obtidos cerca de 400 litros de etanol para cada tonelada de gréo utilizado
nesse processo, enquanto que sao obtidos apenas 85 L por tonelada de cana-de-agucar
(lea, 2018; Manochio et al., 2017).

A producéo de etanol tradicional a partir dos gréaos de milho requer diferentes etapas
de pré-tratamento, dependendo do tipo de processamento a ser utilizado. Na via amido,
caracterizada por submeter os graos de milho a solugdo de &cido sulfurico e agua antes
da moagem, diferentes fra¢gdes de composicédo do grdo podem ser recuperadas. Por outro
lado, a via a seco consiste basicamente em moer os gréos e depois adicionar 4gua ao pd
moido (Manochio et al., 2017).

Em termos de balango energético, a produgéo industrial do etanol de milho n&o é tao
favoravel, pois etapas adicionais envolvendo gasto energético médio de 4 MJ por litro de
alcool produzido séo exigidas no processo (Manochio et al., 2017). No entanto, ha trabalhos
que indicam melhorias provaveis no processo para a reducdo dos custos de producédo
utilizando amido granular e processoxs de sacarificacdo e fermentacao simultaneas (Strak-
Craczyk et al., 2019).
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Estrutura e composicao do amido

Carboidratos sé@o as biomoléculas mais encontradas na natureza. Por defini¢céo, sdo
polihidroxialdeidos ou polihidroxicetonas, ou compostos que formam esses ap6s a sua
hidrélise, sendo constituidas basicamente por oxigénio, hidrogénio e carbono. Entretanto,
alguns podem apresentar outros elementos quimicos, como nitrogénio, fésforo e enxofre
(Nelson e Cox, 2018; Teng et al., 2021; Hornink e Galembeck, 2019).

O amido é um homopolissacarideo presente em células vegetais, possuindo uma
ampla aplicagdo nos mais diversos processos industrias (Bertoft, 2017), como nas industrias
farmacéutica, construgéo civil, alimenticia, quimica e petrolifera (Cargill Agricola S.A.,
2015). O seu destaque perante as aplicagdes industriais € devido a sua alta disponibilidade,
facilidade de extragao, baixo custo, carater renovavel, entre outras caracteristicas (Sarka
e Dvoracek, 2017).

O amido é insoluvel em agua a temperatura ambiente e é formado por um conjunto
de monémeros de D-glicose unidos por ligagdes O-glicosidicas. E composto de dois
distintos polimeros: amilose e amilopectina (Chen et al., 2020).

A amilose € um homopolissacarideo linear composto por unidades de D-glicoses
unidas por ligagbes glicosidicas do tipo (a-1—4), enquanto que a amilopectina € um
homopolissacarideo ramificado constituido de monémeros de D-glicoses unidas por ligagdes
do tipo (a-1—4) e por ligagdes do tipo (a-1—6) nos pontos de ramificagdo (Figura 1). O
granulo 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 concentragdo de cada polimero varia dependendo da
fonte amilacea (Cargill Agricola S.A., 2015; Masina et al., 2017).
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Figura 1 - Estrutura dos polimeros constituintes do homopolissacarideo amido. (A) amilose e (B)
amilopectina.

Nas cadeias de amilose e amilopectina interagindo com lipideos e proteinas, existe
uma alternancia entre regides cristalinas e regides amorfas (Bertoft, 2017; Liu et al., 2017).
Devido a existéncia desses dois tipos de regibes, o amido apresenta-se estruturalmente
sob forma semi-cristalina (Song et al., 2017).

O amido, apés ser extraido dos cereais, precisa de tratamento, pois € insolUvel em
agua em temperatura ambiente. Todavia, se ele for submetido ao aquecimento, ocorre
facilmente a sua gelatinizagédo, 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 gelatinizagéo do amido é dependente da origem desse carboidrato, estando na faixa de
60 a 100 °C (Xu et al., 2020).

Amilases e a hidrolise do amido

Os processos industriais podem ser otimizados empregando diversas enzimas. A
utilizagdo dessas biomoléculas esta associada aos beneficios como alta seletividade, melhor
rendimento na geragdo de produtos, ndo toxicidade e auséncia de produtos indesejaveis
(Chapman et al., 2018). Entretanto, para que uma enzima tenha exceléncia no setor industrial,
ela necessita ser de facil manuseio e ter estabilidade operacional (Velasco-Lozano et al., 2015).
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Exemplos de catalisadores biol6gicos sdo as lipases, pectinases, celulases, proteases
e as amilases (Griebeler et al., 2015). As amilases est&o inclusas no grupo das hidrolases e
possuem func¢éo de hidrolisar a molécula de amido a dextrinas, maltoses e glicoses (Li et al.,
2016; Simair et al., 2017). As enzimas amiloliticas possuem uma consideravel importancia
para o setor industrial, pois sdo essenciais em processos que envolvam a fabricagcéo de
paes, cervejas, papeis, e detergentes, a retirada de umidade de tecidos, a produgéo de
xaropes, liquefagéo do amido, entre outros (Simair et al., 2017; Benassi, 2018). Existem
diferentes tipos de enzimas amiloliticas e elas podem ser classificadas de acordo ao tipo
de hidrélise que sdo capazes de realizar na molécula de amido e aos produtos de hidrélise
formados (Griebeler et al., 2015; Li et al., 2016).

Amilases pertencem, em sua maioria, a familia 13 de glicosil transferases, isto é,
hidrolisam ligagbes a-glicosidicas para produzir mono- ou oligossacarideos a-anomeéricos.
Catalisem a hidrolise de ligagbes glicosidicas a-1,4 ou a-1,6, ou uma combinacdo de
ambas as atividades. As amilases presentam estrutura em barril (/)8 ou barril TIM, que
foi primeiramente descrito para triose isomerase. Todas tém quatro regibes altamente
conservadas em sua seqUiéncia primaria contendo o sitio catalitico e os mais importantes
sitios de ligagdo ao substrato. Todas possuem residuos como Asp (acido aspartico) e Glu
(acido glutamico) no sitio catalitico, 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
s80 enzimas capazes de hidrolisar as ligagdes glicosidicas o-1,4 no interior da cadeia
amilolitica. As exoamilases, que agem sobre os residuos externos de glicose da amilose e
da amilopectina, produzem somente D-glucose ou maltose e $-dextrinas limites. As enzimas
desramificadoras caracterizam-se por hidrolisar exclusivamente ligagdes a-1,6, tal como
a isoamilase e pululanase tipo |. As amilases transferases representem o quarto grupo
de enzimas conversoras de amido; séo transferases que quebram ligagbes O-glicosidicas
a-1,4 da molécula doadora e transferem parte do doador para um aceptor glicosidico com a
formacgdo de uma nova ligacao glicosidica (TACHIBANA, 1999, FERNANDES et al., 2007).

Na literatura sdo descritos alguns tipos de amilase:

* a-Amilase ou 1,4-a-D-glucano glucanohidrolase (EC 3.2.1.1) trata-se de uma
endoamilase que promove a hidrélise de ligagées a-1,4 no interior da cadeia

de amilose e de amilopectina, liberando véarias cadeias de oligossacarideos de
diversos tamanhos que apresentam configuracdo o no C1 (Kikani et al., 2020);

*  B-Amilase ou 1,4-a-D-glucano maltohidrolase (EC 3.2.1.2) é uma exohidrolase
que hidrolisa a penultima ligagcdo a-1,4 da extremidade néo redutora da cadeia
de substrato, causando inversao da configuragdo anomérica da maltose, que é
liberada na forma S (Bott et al., 2018; Sigma-Aldrich, 2021);
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* a-Glucosidase, a-D-glucosidase glucohidrolase ou maltase (EC 3.2.1.20), trata-
-se de uma exohidrolase que hidrolisa ligagées glicosidicas do tipo a-1,4, a-1,6
ou ambos de sacarideos curtos, formados pela acdo de outras enzimas ami-
loliticas. a-Glucosidase é capaz de liberar unidades de a-D-glicose a partir da
extremidade nao redutora (AVCI et al., 2020);

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

»  Pululanase do tipo | ou a-dextrina-6-glucanohidrolase (EC 3.2.1.41) € uma en-
doamilase que hidrolisa ligagbes a-1,6 do polissacarideo pululano converten-
do-o quase completamente a maltodextrina, podendo também, dar origem a
produtos de reacdo sem pontos de ramificagdo quando atua sobre liga¢des
a-1,6 das moléculas de amido, amilopectina e dextrinas limite. Essa enzima néao
exerce nenhum efeito sobre as liga¢des o-1,4 (Nisha e Satyanarayana, 2016;
Kahar et al., 2017; Sigma-Aldrich, 2021).

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

O uso de amilases na obtengéo de xarope de maltose ou glicose por meio da hidrolise
do amido ocorre pelos processos da liquefacéo e sacarificagdo. A primeira das etapas do
processo é a liquefagdo. Essa etapa é conduzida em temperaturas acima de 95°C, e ela
consiste em reduzir a viscosidade do amido por meio da a-amilases termicamente estaveis
(Bott et al., 2018). Posteriormente, o hidrolisado de amido ou o produto liquefeito passa
pela sacarificagéo, 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 producdo do etanol. Essas enzimas biolégicas podem ser obtidas de
diferentes tipos de fontes; entretanto, os fungos filamentosos possuem o maior potenci al de
producao de amilases com maior atividade enzimatica, estabilidade ao pH e a temperatura
(Coelho et al., 2018; Sindhu et al., 2017).

CONCLUSOES

Nesse contexto, percebe-se que a hidrélise de milho pela agdo de amilases
apresenta alternativas indubitaveis para a resolugdo de problemas nos diversos campos
industriais e preservacionistas, em especial na sintese de etanol.
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