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1. INTRODUCAO

Nos tltimos anos, tem-se pesquisado muito o uso de substincias amildceas
como fontes alternativas para a producéo de 4lcool (1, 4, 6, 10, 11). Dentre os véarios
problemas encontrados, os gastos com enzimas tém sido fator de peso considera-
vel no custo final.

Essas enzimas (amilases) constituem uma barreira econdmica ao processo de
utilizacdo das substincias amilaceas, mesmo porque héa necessidade de um supri-
mento continuo de enzimas, que néo sio recuperadas apés o uso. Tal perda pode-
ria ser minimizada pelo uso de enzimas imobilizadas; contudo, a tecnologia é nova
e pouco conhecida no Pafs. Do mesmo modo, a obtencéo e utilizacdo de enzimas
microbianas surge como o método mais eficiente de sacarificacdo de amido,
porém a tecnologia, em grande parte, também é nova (4, 5, 6, 8, 10).

Considerando os problemas mencionados, utilizaram-se as enzimas produzi-
das por cereais durante a germinacéo. Para tanto, milho e arroz germinados sepa-
radamente foram utilizados na obtencio de um extrato enzimatico, que foi testa-
do quanto 4 capacidade de hidrolisar amido solavel.

v Parte da tese apresentada, pelo primeiro autor, 4 U.F.V., como uma das exi-
géncias para a obtencio do titulo de M.S. em Ciéncia e Tecnologia de Ali-
mentos.
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2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos laboratérios do Departamento de Tec-
nologia de Alimentos da U.F.V., usando-se como matérias-primas milho (Zea
mays) e arroz (Oriza sativa), obtidos no Departamento de Fitotecnia.

As germinacées foram realizadas segundo o que est4 prescrito nas Regras para
Andlise de Sementes (7). Os graos, ap6s maceragao em agua destilada, germina-
ram a 29 + 1°C, em estufa previamente esterilizada com formaldefdo a 15%, den-
tro da qual, para prover a devida umidade relativa (90%), foi também colocado um
recipiente com 4gua destilada.

Terminada a germinacao, os graos foram triturados em moinho e depois em
liquidificador, com solucdo de NaCl 0,3M ou tampaéo tris (hidroximetil) aminome-
tano — TRIS — 0,1M, a pH 7,5. Utilizaram-se, para o milho, 40 ml da solucio
extratora (NaCl ou tampéo TRIS) para cada 100 g de material triturado. Para ar-
roz, variou-se essa proporgéo, utilizando-se maior quantidade de solugdo extrato-
ra, em razao de ser o material triturado de dificil liquefacso.

Apos a extracdo, o material foi filtrado a vacuo, centrifugado a 1400 x g, por 20
minutos, e estocado sob refrigeracéo (4°C), para determinacdo da atividade enzi-
mética, determinada pela producdo de actcar redutor, expresso em glicose, a
intervalos de tempo variados, conforme o método do Instituto Adolfo Lutz (4).
Em alguns casos, os residuos foram novamente utilizados na obtencdo de um
segundo extrato.

As germinagdes duraram 6 e 7 dias, para o milho, e 7 e 10 dias, para o arroz, e
as sementes nao foram previamente tratadas com nenhuma solucao esterilizante
ou promotora da germinacio.

Os extratos, com excecio do obtido do arroz germinado durante 10 dias, nao
receberam adicdo de nenhuma solucéo esterilizante ou estabilizante da atividade
enzimatica.

Os teores de protefna bruta dos extratos foram obtidos de acordo com o
meétodo de Kjeldahl, descrito por SILVA (9).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Germinacao do Milho

Os resultados das germinacées do milho durante 6 e 7 dias estio na Figura 1.
No caso do milho germinado durante 6 dias, o segundo extrato, obtido do residuo
do primeiro, apresentou mais atividade enzimatica. Tal fato conduz & conclusio
de que a primeira extracio nio foi completa.

Por outro lado, nao obstante ter sua atividade enzimatica diferido pouco da
atividade enzimitica do extrato do milho germinado durante 6 dias, a atividade
especifica do extrato do milho germinado durante 7 dias foi maior, 1,95 contra 1,88
em gramas de acticar redutor por grama de protefna - hora (g AR/g prot.h).

O primeiro e o segundo extrato do milho germinado durante 6 dias apresenta-
ram 14,03 e 10,66% de proteinas, respectivamente, ao passo que o extrato do milho
germinado durante 7 dias apresentou 17,58% de protefnas. Considerando que as
atividades enzimaticas desses extratos foram semelhantes, conclui-se que maior
percentual protéico niao implica maior atividade enzimatica, o que é explicado
pelo fato de que, durante a germinacéo, ocorre a formacéao de enzimas hidroliticas,
enzima R, ribonucleases, ete. (2, 3).

Com relacio aos extratos estocados, nota-se, pela Figura 2, que o extrato do
milho germinado durante 7 dias apresentou maior perda de atividade enzimatica.
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FIGURA 1 - Atividade arrLiloliti_ca dos extratos salinos (NaCl 0,3M) de milho
germinado. AR = agucar redutor.

0 Apds 6 dias de germinagao - 1° extrato
4 Apds 6 dias de germinacao - 29 extrato
0 Apds 7 dias de germinagao.
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FIGURA 2 - Atividade amilolitica d05 extratos salinos (NaCl 0,3M) de milho,
apos 6 e 7 dias de germinag@o. AR = agiicar redutor.

e Apds 6 dias de germinagao e estocagem por 30 dias a a°c.

o Apos 7 dias de germinacao e estocagem por 60 dias a 4°c.

3.2. Germinacdo do Arroz

Os resultados da germinacéio de arroz durante 7, 8, 9 e 10 dias estdo nas Figu-
ras 3, 4,5 6e1.

Na Figura 3 vé-se que o segundo extrato, obtido do residuo do primeiro, do
arroz germinado durante 7 dias apresentou atividade enzimética muito maior.
Portanto, pode-se concluir que a primeira extracdo de amilases nio foi completa.
Apesar de apresentar menos protefna que o primeiro 8,08% e 8,46%, respectiva-
mente, 0 segundo extrato teve maior concentracio de amilases, daf ser também
maior sua atividade especffica: 1,29 g AR/g prot. h. contra 0,76 g AR/g prot. h.

Na Figura 4, vé-se a comparacio dos efeitos da obtencéio dos extratos enzima-
ticos com tampéo TRIS 0,1M, pH 7,5 (TRIS), e com NaCl 0,3M, a partir de arroz
germinado durante 8 dias. As atividades especificas dos dois extratos foram seme-
Ihantes: 0,85 g AR/g prot. h e 0,83 g AR/prot. h, para o primeiro e segundo extrato,
respectivamente. Fato semelhante foi observado durante a obtencéo dos extratos
do arroz germinado durante 9 dias (Figura 5). Nesse caso, as atividades especificas
foram de 0,81 g AR/prot. h e 0,79 g AR/prot. h, para o primeiro (NaCl 031\-(} e
segundo extrato (tampéao TRIS 0,1M, pH 7,5), respectivamente.

O maior conteudo protéico foi apresentado pelo extrato do arroz germinado
durante 10 dias (12,85% de protefnas), e sua atividade especifica foi de 1,06 g AR/g
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FIGURA 3 - Atividade amilolitica dgs extratos salinos (NaCl 0,3m) de arroz,
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FIGURA 4 - Atividade amilolitica dos extratos salinos de arroz,apés 8 dias

de germinacao.

o Extracao com tampao TRIS 0,IM, pH 7,5

a (1% extrato).
e Extragao com NaCl 0,3M (2° extrato).
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FIGURA 5 - Atividade amilolitica dos extratos salinos de arroz,apos 9 dias
de germinagao.

o Extrago com NaCl 0,3M (1° extrato).

e Extracao com tampao TRIS 0,1M, ph 7,5 (2¢ extrato)-
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FIGURA 0 - Atividade amilolitica do extrato salino (NaCl 0,3M) de arroz,
apos 10 dias de germinacdo (extrato fresco).
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FIGURA 7 - Atividade amilolitica dos extratos salinos (NaCl 0,3M) de arroz
estocados a 4°C.
a Apds 7 dias de germinac@o e 60 dias de estocagem.
® Apos 8 dias de germinacao e 90 dias de estocagem.
o Apos 9 dias de germinagao e 60 dias de estocagem.
e Apds 10 dias de germinagao e 40 dias de estocagem.
oApds 10 dias de perminacdo e 60 dias de estocagem.
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prot. h. Como nem todas as protefnas sdo enzimas e nem todas as enzimas sio
amilases, fica explicado por que a atividade especifica desse extrato nio foi a
maior, ndo obstante seu alto contetido protéico (Figura 6).

Percebe-se, portanto, comparando as Figuras 3, 4, 5 e 8, que o segundo extrato
do arroz germinado durante 7 dias (Figura 3) foi o que apresentou a maior
atividade especifica.

Com relagdo ao efeito da estocagem sobre os extratos descritos, concluiu-se,
observando a Figura 7, que o extrato do arroz germinado durante 10 dias foi o
unico que néo apresentou perda de atividade durante a estocagem até 60 dias. Tal
fato deveu-se a que a esse extrato foi adicionada uma pequena quantidade de
azida sédica, um preservador contra o desenvolvimento de microorganismos.

Especificados os dois extratos com maiores atividades especfficas, foi cons-

truida a Figura 8, que evidencia a grande superioridade do milho como fonte de
enzimas amilolfticas.
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FIGURA 8 - Atividade amilolitica dos extratos salinos (NaCl e 0,3M) de mi-
lho e arroz germinados.

e Milho, apds 7 dias de germinagio.
o Arroz, apds 7 dias de germinagdo (29 extrato).

4. CONCLUSOES
O objetivo deste trabalho foi determinar qual dos dois cereais, milho ou arroz,
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produziria amilases com maior atividade hidrolitica e com capacidade de saca-
rificar 0 amido.

Em se tratando de cereais diferentes, as atividades de seus extratos enzi-
maticos s6 podem ser comparados com base nas atividades especificas, que estdo
relacionadas com os teores protéicos de cada extrato.

Assim sendo, pode-se afirmar que o milho apresentou melhores possibilidades,
como fonte de amilases, que o arroz e que o melhor perfodo de germinacéao foi o
de 7 dias, quando o extrato enzimatico apresentou maior atividade especffica,
1,95 g AR/g prot. h.

A respeito do uso de NacCl 0,3M ou tampéo TRIS 0,1M, pH 7,5, como soluges
extratoras, nao ficou evidenciado que uma atua melhor que a outra na extragio
de enzimas.

Ficou evidenciado que a perda da atividade dos extratos durante a estocagem
a 4°C pode ser evitada pela adigdo de uma pequena porcio de azida sédica ao
extrato enzimatico, a exemplo do que acontece com o extrato do arroz germinado
durante 10 dias.

5. RESUMO

Demonstrou-se que os extratos enzimaticos obtidos do milho e do arroz germi-
nados durante 7 dias apresentam atividade amilolftica capaz de sacarificar
amido solavel, formando acicares ferrnentaveis. A atividade especifica do extrato
do milho foi bem superior 4 do arroz germinado. O milho apresenta melhores
possibilidades, como fonte de amilases, que o arroz.

A utilizacdo de NaCl 0,3M ou TRIS (hidroximetil) aminometano 0,1M, pH 7,5
como solucdes extratoras forneceu resultados semelhantes, nio havendo restri-
¢oOes praticas ao uso de uma ou de outra solugao. A perda de atividade dos extra-
tos foi conseqiéncia de atividade microbiana, que pode ser evitada pela adicao
de agente bacteriostatico.

6. SUMMARY

Enzyme extracts with amylolytic activity capable of saccharifying soluble
starch to fermentable sugars were obtained from corn and rice grains germinated
for 7 days. The specific activities of the enzyme extract from corn proved to be
more efficient than that obtained from rice.

Utilization of 0.3M NaCl or 0.1M tris (hydroximethyl) aminomethane, pH 7.5,
as the extraction solutions, gave the same results. The loss in activity exhibited
by the enzyme extracts was due to microbial invasion which was then prevented
by the addition of a bacterio-static agent.
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