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RESUMO

A aceitaciio das enzimas pela indistria de alimentagio animal tem sido cada vez maior
devido ao aumento do conhecimento sobre suas fungdes e propriedades. O objetivo principal de
utilizar enzimas nas dietas das aves é de melhorar a eficiéncia da produg@io avicola através de
uma melhor utilizacio da raglo, pelo aumento da digestibilidade dos alimentos com redugio da
perda dos nutrientes pelas fezes, sendo possivel o uso dos alimentos alternativos sem afetar o
desempenho desses animais. O objetivo desse trabalho foi produzir enzimas amiloliticas fiingicas
por fermentacio semisstlida (FSS) usando como agente metabolizador o Aspergillus niger
mutante CCT 0916 e como substrato o farelo de milho, residuo do processamento industrial a
seco do milho, constituido de casca, gérmen e porgles de grits {pequenas fragdes do milho),
visando observar o potencial desse substrato como produtor das enzimas e a a¢fio das mesmas
em hidrolisar o farelo de milho para que © mesmo possa ser usado como raclo animal, Utilizou-
se como ferramenta a metodologia de planejamento experimental fatorial 2° para verificar os
efeitas dos pardmetros umidade e concentragdo da fonte de nitrogénio no processo de
fermentacfio. Afravés da caracterizagio do substrato, constatou-se que o farelo de milho possui
51% de amido, sendo assim uma fonte potencial de carboidrato para a produgdo de amilases. O
acompanhamento cmético mostrou que as melhores condigBes para a produgio da amilase foram
atingidas em 52 horas de fermentacio com umidade inicial do meio de 41% (b.u) obtendo uma
atividade enzimatica de 347U/g de meio fermentativo. A superficie de resposta mostrou que o8
matores valores de atividade foram obtidos guando houve diminuigio da umidade inicial
independente da concentracfio de nitrogénio. O estudo da hidrélise do farelo de milhe com o
extrato enzimatico mostrou que as enzimas realizam a quebra da cadeia de polimeros de amido,
transformando-a em estroturas menos complexas, tendo um potencial como suplementacdo nas

dietas dos frangos de corte, através da methor disponibilidade dos nutrientes da ragio.

Palavras-chave: Aspergillus niger, racio animal, grits, enzimas amiloliticas.



ABSTRACT

The acceptance of enzymes by the feed industry has been increasing because of the
increase of knowledge about its functions and properties. The main purpose of using enzymes in
the dietf of the birds and to improve the efficiency of poultry production through better use of the
ration, by increasing the digestibility of the food to reduce the loss of nutrients by feces, and it is
possible the use of alternative foods without affecting the performance of these animals. This
work’s purpose was produce fungal amylolytic enzymes by fermentation process in semi-solid
state (SSF), using as agent the fungus Aspergillus niger mutant CCT 0916, applying as substrate
corn bran, waste processing industrial dry comn, consisting of bark, and germ portions of grits (a2
small fraction of the endosperm), aiming observe the potential of this substratum as enzyme
producer and their action to hydrolyze corn bran to be used in animal ration. Was used as tool the
methodology of factorial experimental design 2°, in order to verify the effects of moisture and
conceniration parameters of the nitrogen source in the fermentation process. Was accomplished
the physic-chemical characterization of the substratum in order to know important parameters for
the SSF process such as: particle size, pH, ash, moisture, ° Brix, reducing sugars, starch,
cellulose, protein and pectin. The kinetic monitoring show that the best amylase’s production
conditions were reached in 52 hours of fermentation with initial moisture condittons of 41%
{b.u) and without the nitrogen source addition, obtaining an enzyme activity of 346.83 U/ g of
fermentative environment. The response surface revealed the bigger activity values were
obtained when decreasing the initial moisture independent of the concentration of nitrogen. The
study of the hydrolysis of corn bran with the enzyme extract has shown that the enzymes
perform breaking the polymer chain of starch, making #t a less complex struciure, having a
potential supplementation in the diets of monogastric amimals by better avaifability of nutrients

in the ration.

Key Words: Aspergillus niger, animal ration, grits, amylolytic enzymes.



1. Introduciio

Nos Gltimos anos a produgiio e o consumo de carne de frango e as exportagbes aumentaram
muito se comparado a outros produtos (NUVITAL, 2000). A relaglio adequada entre demanda ¢
fornecimento tornou-se um referencial na produclio avicola para manter-se no mercado
competitivo.

As enzimas podem contribuir a partir do momento que reduzem os efeitos dos fatores
antinutricionais presentes em quase todos os alimentos (COUSINS, 1999), aumentando a
digestibilidade dos nutrientes, e como consequéneia, permitem alieragbes nas formulages das
raghes de forma a minimizar o custo, maximizande o uso de ingredientes energéticos e protéicos
nas racdes (ARAUJO, 2004). Além disso, as enzimas minimizam o impacto da produgiio avicola
no meio ambiente causado pelos nutrientes excretados nas fezes e potencializam a aglo das
enzimas endogenas.

De acordo com a sua finalidade, as enzimas usadas em racBes animais podem ser divididas
em dois tipos: 1) enzimas destinadas a complementar quantitativamente as proprias enzimas
digestérias endogenas dos animais (proteases, amilases) e 2} enzimas que esses animais nio
podem sintetizar efou sintetizam em pequenas proporgles {B-glucanases, pentosanas, e o~
galactosidases) (CAMPESTRINI ef al., 2005).

As amilases promovem a hidrolise do amido em aglicares redutores, sendo detectadas hé
mais de um século em grande variedade de materiais biologicos (MINAFRA, 2007). Na
alimentagfio animal as amilases proporcionam a suplementagiio de enzimas endogenas, com a
degradagio mais eficiente do amido, methorando a digestilbilidade dos alimentos dos animais
monogastricos.

Ghazalah et al. (2005) afirmam que a suplementa¢do enziméatica melhora o desempenho
animal e permite a reduglo de energia na formulaciio das ragSes animais pela redugio ou
eliminacio dos fatores antinutricionais. Definem-se fatores antinutricionais como sendo agueles
gerados em alimentos in natura, pelo metabolismo normal da espécie da qual o material se
origina, ¢ por mecanismos diferentes, decomposicio ou inativagio de alguns nutrientes,
diminuigio utilizagio digestiva ou metabolica do alimento, no qual exerce efeitos contrarios a
nutrigio adequada. Apesar de ndo apresentarem toxidade, a presenga desses fatores no alimento
resulta em crescimento reduzido, conversdo alimentar ruim, alteragSes hormonais e esporadicas
lesGes nos drglos (COUSINS, 1999).



Trabathos realizados tém demonstrado respostas positivas quanto & digestibilidade de
nutrientes e ao desempenho das aves alimentadas com ragdes 4 base de mitho e soja, quando
estas foram suplementadas com enzimas, como carboidrases, proteases, amilases, pectinases e
alfa-galactosidase, portanto, o uso de enzimas na alimentagdo animal pode aumentar a eficiéncia
de produgio (NUVITAL, 2000).

Zanella et al. (1999) verificaram que a suplementacio de amilase e protease na dieta a base
de milho e soja para frangos de corte, reduziu a sintese destas enzimas endogenas em 23.4% e
35,5%, respectivamente. SupBe-se que a secrecio de enzimas pancredticas seja afetada pela
concentragio de enzimas no intestino delgado e ou substratos ou produtos de hidrélise.

Rodrigues ef al. (2003), estudando o efeito da suplementagiio enzimética no desempenho
de frango de corte, digestibilidade de nutrientes e valores energéticos, concluiram que, a adicio
de um complexo enzimético contendo xilanase, amilase e protease, em ragbes para frangos de
corte (14 a 27 dias de idade) methorou a digestibilidade da proteina bruta, do amido ¢ a energia
digestivel das rages.

Com a ajuda de bactérias e fungos, a tecnologia da fermentagiio tem produzido uma grande
quantidade de enzimas que podem degradar vérias formas de amido, aghcares, proteinas, fosforo
e celulose para uma absorcio mais ripida no trato digestivo (COSTA ef al, 2007). Viarios
complexos enzimaticos tém sido utilizados para solucionar problemas digestivos, onde seu
beneficio terapéatico € muito reconhecido.

Uma das alternativas para a produgio de enzimas é através da Fermentacio Semissolida
(FS8). A fermentagiio semissolida pode ser definida como processos que referem-se a cultura de
micro-organismos sobre ou dentro de particuias na matriz solida (substrato ou material inerte),
onde o contefido de liquido (substrato ou meio umidificante) ligado a ela estd a um nivel de
atividade de agua que, por um lado, assegure o crescimento ¢ metabolismo das células e, por
outro, no exceda a maxima capacidade de ligagBo da 4gua com a matriz solida (SCHMIDELL
et al., 2001) Essa técnica apresenta virias vantagens sobre a Fermentagfo Submersa destacando-
se a facilidade de manuseio, ¢ baixo custo operacional e 2 obtenglio de enzimas a partir de
reaproveitamento de diversos tipos de residuos agroindustriats lignocelulosicos, que apresentam
baixos custos para aguisicio e em muitos casos, s3o considerados problemas ambientais. Desse
modo, a F8S contribui para a diminuiciio de poluentes solidos, transforimando-os em produtos de
alto valor agregado como: enzimas, polissacarideos, antibidticos, dentre outros (SHIOTA ef al,
2001).




O mitho contribui normalmente com 35 a 65% na composigio das racfes, e representa
aproximadamente 40% do seu custo. Como a maioria dos cereais, por ser uma dieta de baixa
digestibilidade devido 4 presenga de fatores antinuiricionais assim como O SOTg0 € a soja, esta
sendo pesquisadas enzimas para sua adigio como a amilase, protease, pectinase, lipase e
xilanase, visto que siio os ingredientes mais uiilizados nas condi¢Bes brasileiras de produgio
animal e podem ter a digestibilidade methorada (CAMPESTRINI et ai., 20035).

Desta forma também é evidenciada a importincia em viabilizar o uso de fontes energéticas
alternativas ao milho. Neste sentido, o farelo de milho (FM), um subproduto do processamento
industrial a seco do milho, constituido de casca, gérmen e por¢Ses de grits (pequenas fragdes do
milhe), encontra-se disponivel para o consumo animal.

Propdie-se através de um processo de fermentagio semissélida, utilizar o farelo de milho
como substrato na producio de amilase, tendo como motivagio da pesquisa o uso do substrato
para producio da enzima, sendo a mesma fonte de nutrientes que comumente € utilizado nas
dietas das aves, uma vez que essa enzima produzida e posta em contato com o farelo de mitho
melhora significativamente a digestibilidade desse alimento consumido por esses animais,
através da complementaciio das enzimas disgestOrias endogenas {(amilases), tornando assim
certos nutrientes disponiveis para absorglo, além de aumentar o valor energético dos
ingredientes de menor custo. Deve-se ressaltar que pela literatura consultada nas mais diversas
bases de pesquisas nfic foram encontrados artigos que referenciasse a producfo de enzimas
usando como substrato o farclo de mitho, bem como, esforgos de melhorar a sua atividade
nutricional. A presente pesquisa concentrou-se em verificar a viabilidade da produgio de
enzimas amilasicas no farelo de mitho por F58, visando futuramente verificar o efeito da mesma

na alimentacgio das aves com o farelo de milho.



2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral desse trabalho foi o estudo da producio de amilase {(cinética

fermentativa), usando como substrato o farelo de mitho, utilizando o fungo Aspergillus niger
mutante CCT 0916.

2.2. Objetivos Especificos

*

Avaliar o substrato (farelo de milho), quanto & granulometria, densidade aparente,
umidade, cinzas, teor de agiicares redutores, teor de solido soltvel (*Brix), amido,

proteina total, celulose e pectina, através da caracterizagio,

Acompanhar a cinética de FSS para a produglo de amilase (cinética fermentativa)
com avaliacio da influéncia das varidveis umidade inicial e concentracio da fonte
de nitrogénio, aplicando como ferramenta o planejamento experimental 2° com trés

repeticles no ponto central;

Verificar se o extrato enzimdtico produzido provoca a hidrdlise enzimética das
amilases no farelo de mitho, através do acompanhamento cinético da hidrélise do

amido em glicose.
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3. Revisdie Bibliogrifica

3.1. Enzimas, Amido e Enzimas Amildsicas

Predominantemente, as enzimas sdo classificadas como proteinas globulares. De forma
simplificada, como definido por CHAMPE e HARVERY (1989), as enzimas atuam como
catalisadores biologicos, diminuindo a energia de ativago e acelerando a velocidade das reagBes
sem serem consumidas durante o processo.

Segundo Santos (2007), uma das caracteristicas notéveis desses biocatalisadores quando
com paradas com catalisadores quimicos sdo a especificidade pelo subsirato e a especificidade
em promover somente uma reagio bioquimica com o seuy substrato, em condigGes brandas de
reagiio ¢ menores problemas ambientais e toxicolégicos. Elas sfo divididas em seis grandes
classes, baseadas no tipo de reacdo que elas catalisam. As seis classes representativas das
enzimas industriais sio: oxiredutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases.

As enzimas sic obtidas através de trés fontes: animais superiores, vegetais superiores €
micro-organismos. Os organismos superiores foram os primeiros utilizados como fontes de
enzimas. O efeito do amaciamento da came por mamio (papaina) levou a um expressivo cultivo
da planta com propésite de produzir a enzima papaina da familia das proteases. Outras enzimas
sdo extraidas de orgiios de animais, como, tripsina e quimotripsina do péncreas de porco. Essas
fontes apresentam algumas desvantagens tais como: o tecido utilizado na extragiio da enzima
pode sofrer limitacBes de suprimento quando a demanda anmenta, requer cultivos de grandes
areas ¢ estdo sujeitas a intempéries (COURY, 1993).

A produgio de enzimas é um dos principais exemplos de processo biotecnologico
industrial, em amplo desenvolvimento.

A maioria das enzimas produzidas comercialmente sio de origem microbiana devido a
uma série de vantagens: a produgio pode ser aumentada facilmente devido a sua diversidade, a
sua sensibilidade & alteragBes genéticas permite obtenglio de linhagens melhoradas quanto 2
producio e qualidade, possibilidade de produgfo em larga escala em fermentadores industriais e
methor desempenho operacional e econdmico, quando comparados ao processos de extragdo de
enzimas de tecidos animais e vegetais (NOSB, 1999).

Ressalta-se, ainda, que a condugio dos processos para obtengio das enzimas microbianas
pode ser controlada, para atender as necessidades do mercado (NOSB, 1999). Especialmente no

Brasil, por suas caracteristicas climéticas, existe abundancia de substratos, recursos renovaves,



que podem ser transformades, enzimaticamente, em produtos de maior valor agregado, e de
interesse industrial.

Dentre os campos mais promissores das novas tecnologias para sintese de compostos de
alto valor agregado, destaca-se a tecnologia enzimatica. De acordo com Mitidien ef af. (2002},
os processos industriais biocatalisados apresentam muitas vantagens como: menor impacto
ambiental, menor consumo energético, uma vez gue as enzimas siio biodegradaveis e sendo
altamente especificas minimizam os efeitos indesgjaveis. Além de poderem ser usadas para
substituir produtos quimicos como compostos causticos, acidos e solventes toxicos que agridem
o meio ambiente, provocam ¢ desgaste de materiais e perigo ao ambiente de trabalho.

Os micro-organismos que produzem enzimas comercials sfo, na maioria das vezes, fungos
como A. niger, Rhizopus oryzae, Rhizomucor meihei ¢ leveduras como Candida spp e
Sdaccharomyces spp. Varias pesquisas tém sido conduzidas com fungos geneticamente
modificados e outros micro-organismos com a finalidade de se obter um aumento no rendimento
¢ na estabilidade das enzimas (NOSB, 1999).

S#o inumeras as aplicacbes envolvendo enzimas, incluindo-se as relacionadas & produciio
de animais de interesse econdmico e social. Segundo Silva (2009) sabe-se que no trato
gastrintestinal (TGI) dos animais, as enzimas exOgepas exercem aglio digestiva complementar
(ou isolada) as existentes, isso acontece devido a sua atuagdo sobre substratos alimentares,
havendo assim uma maior incorporagio de nutrientes ao metabolismo celular, aumentando o
valor energético de ingredientes mais baratos.

Uma substincia de reserva para a maioria das plantas superiores, composto inteiramente de
D-glicose, ¢ amido constitui também uma fonte de energia essencial para muitos organismos,
inclusive o homem.

O amido é um dos polimeros mais abundantes na natureza e depois da celulose, € o
principal carboidrato sintetizado pelas plantas. Composto de D-glicose esse polissacarideo ¢
facilmente assimilado na dieta humana e representa uma das principais fontes de energia
alimentar em todo mundo, por fazer parte dos principais alimentos base da maioria das
populagbes, como o mitho, batata, trigo e arroz. O amido presente nos vegetais pode ser
hidrolisado, gerando glicose, maltose, e xaropes de oligossacarideos de menores massas
moleculares, que por sua vez podem ser utilizados para a produgiio de outros compostos
quimicos e também como substratos em fermentagtes { VIEILLE e ZEIKUS, 2001).



De acordo com Laszlo er al. (1986), o amido é acumulado nos vegetais na forma de
grinulos insoliiveis, os quais s§o compostos basicamente de dois polimeros quimicamente muito
parecidos: a amilose e a amilopectina que aparecem na proporgio média de 25% e 75%,
respectivamente.

Na Figura 1 ¢ mostrada a estrutura da amilose e da amilopectina.
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Figura 1- Conformagio estrutural € formulas quimica do amido: a) amilose e b) amilopectina
(ROBYT, 1998)

A amilose ¢ um polissacarideo formado de cadeias lineares helicoidais de residuos de
glicose unidos entre si por ligages glicosidicas v-1,4. Cada volta da espiral pode ser formada
por cerca de seis unidades de glicose, ja a amilopectina constitui a fragio altamente ramificada
do amido, possuindo vérias cadeias de residuos de glicose unidas entre si por ligacBes
glicosidicas ©-1,4 das quais partem ramificacBes com ligacOes u-1,6 a cada série de 25 a 30
residuos de glicose (LASZLO ef of, 1986).



Gupta ef al. (2003) citam que as amilases sfo enzimas que so conhecidas por hidrolisar a
molécula de amido liberando diferentes produtos, inchiindo dextirinas e progressivamente
pequenos polimeros compostos de unidades de glicose, compreendem as hidrolases.

As amilases comegaram a ser produzidas no inicio do século passado em decorréncia do
interesse industrial da produgiio de glicose a partir de materiais amilaceos. A enzima
Takadiastase foi a primeira a-amilase fingica produzida em grande escala pelo pesquisador
Takamine, considerado o primeiro método de producio microbiolégica, citado por SOCCOL ef
al. (2005). Desde entiio, as técnicas ¢ processos utitizados para este fim foram aprimorados.

As amilases podem ser divididas em duas categorias: as endoamilases e as excamilases,
com base no local de acio. As endoamilases catalisam a hidrélise das ligagBes glicosidicas do
tipo @-1,4, de uma maneira aleatdria, no interior da molécula de amido. Sua aglio resulta na
formacgiio de oligossacarideos ramificados e lineares de virios comprimentos de cadeias. Por
outro lado, as exoamilases hidrolisam, sucessivamente, ligacDes glicosidicas a partir da
extremidade nfio redutora das mesmas, resultando em produtos finais pequenos (GUPTA ef al.,
2003).

Na Figura 2 é mostrada a aglo conjunta das enzimas que degradam a molécula de amido.
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Figura 2 — Classificagiio das enzimas amiloliticas (NJGHAM e SINGH, 1995).

Segundo Vihinen e Manrsala {1989), as enzimas amilasicas e suas especificidades sfo
definidas como:
As a-amilases (EC 3211, o1, 4-D-glicano glicanoidrolase}) cormrespondem a

endoamilases, que atuam a0 acaso a0 longo da cadeia de amilose e amilopecting hidrolisando as



ligacOes a-1.4 e liberando maltoligossacarideos. Também chamadas de enzimas dextrinizantes,
estas enzimas so divididas em duas categorias, de acordo com o grau de hidedlise do substrato:
a-amilases sacarificantes que hidrolisam 50 a 60% do amido produzindo glicose e maltose, a as
liquidificantes, que quebram cerca de 30 a 40% do substrato produzindo, predominantemente,
maltoligossacarideos, sendo respousdveis pela rapida reduglio da viscosidade do amido em
comparagio com as primeiras (VIHINEN e MANRSALA, 1989).

Para a produgiic dessas enzimas pode ser utilizado uma variedade de Organismos, como
bactérias, fungos, leveduras e actinomicetes, porém as enzimas derivadas de fungos e bactérias
s&o dominantes. Dentre os principais produtores de a-amilases incluem género Aspergillus e
Bacillus (PANDEY et al , 2000)

As glucoamilases (1.4-o-D-glucano glucohidrolase. E.C. 3.2.1.3), também conhecidas
como amtloglucosidases, sio produzidas principaimente por fungos. S#o exoamilases que
catalisam a quebra das ligagBes glicosidicas a-1,4 a partir de uma extremidade n3o redutora da
molécula de amido. Ela pode atuar tanto nas moléculas de amilose ou amilopectina do grinulo
de amido como em oligossacarideos relacionados, liberando D-glucose na configuracio f. Em
uma velocidade menor, as glucoamilases também atuam hidrolisando as ligagOes 0-1,6 ¢
algumas @-1,3. Sugere-se, portanto, que a agfo da glucoamilase ocorra por meio de um
mecanismo multisseriado no qual a enzima atua aleatoriamente em foda a molécula de substrato.

As B-amilases (EC 32.1.2, o-14-D-glicano-maltoidrolase) sfio exoenzimas que
hidrolisam a pentliima ligacio o-1,4, a partir da extremidade ndo redutora da molécula de
amilose, separando-a em duas unidades de glicose, por inversdo, na forma de P-maltose
(HARGER, 1982). Na industria de alimentos e bebida, esta enzima é empregada para converter
soluciio de amido em solugio de maliose. Esse tipo de amilase esta distribuido nos tecidos das
plantas onde hidrolisa amido em B-maltose, sendo particularmente abundante em soja, trigo e
cevada, principalmente durante a germinacdo.

As pululanases (a-dextrina-6-glucohidrolase, E.C. 3.2.141) sfo endoamilases
desramificantes que quebram as ligacBes ¢-1,6 do pululano, um polissacarideo linear que
consiste de maktotrioses unmidas por ligagbes glicosidicas o-1,6 e que nfio pode ser degradado por
o~ ou B-amilase. O produto dessa hidrélise corresponde s maitotrioses. Estas enzimas também
sdo capazes de agir nas ligaghes a-1,6 das moléeulas de amido, amilopectina e dextrina limite,

originando um produto de reagiio sem ponto de ramificacio.



As isopululanases (pullulan 4- glucohydrolase, E.C. 3.2.1.57) sfio enzimas que quebram as
ligagOes ghoosidicas o-1,4 do pululano, mas que nfic tém nenhuma atividade sobre o amido. O
produto da ac8o dessas enzimas ¢ a isopanose.

As isoamilases (glicogénio-6-glucanohidrolase, E.C. 3.2.1.68) sfo endoamilases
desramificantes que hidrolisam as ligagSes 0-1,6 de amilopectina, glicogénio, varias dextrinas
ramificadas e oligossacarideos, mas nfio hidrolisa a ligagio a-1,6 do pululano. Estas enzimas sio
similares as pululanases, porém requerem pelo menos trés unidades de glicose na cadeia
ramificada para serem capazes de hidrolisa-la. As isoamilases tém sido encontradas em poucas
linhagens de microrganismos e sio usadas para desramificarem a molécula de amido na
produgio de glicose e maltose.

QOutras enzimas classificadas dentro do grupo da amilase, mas que sfio pouco relatadas na
literatura s@o as Isomaltase (Dextrina 6-¢-D-glucano hidrolase EC 3.2.1.10), que hidrolisam
ligagdes o-1,6-D-glicosidicas em isomaltose de dextrinas e as o-glucosidases (o-D-gucosidica
3.2.1.20), que hidrolisam hgagtes a-1,4-D-glicose nos terminais ndo redutores do residuos de
oligossacarideos liberando a-D-glicose.

Essas enzimas apresentam uma aplicabilidade muito diversificada. No processo de
alimentos o seu uso tem apresentado muito beneficios, pois além do rendimento ser semethante
ou maior do que o do processamento quimico, ndo ha formagdo de compostos ndo desejados.
Além de apresentarem a vantagem de catalisar reagOes sob condigfes moderadas, sendo naturais,
ndo téxicas e a maioria das enzimas ¢ ativa em baixas concentragbes (FENEMA, 1993).

As amilases tém sido bastante aplicadas na conversio do amide em &lcool etilico
utilizando-se, simultaneamente, a sacarificagiio e a fermentagio (SINGH et al, 1995
KOBAYASHI ef al, 1998). Nesse processo, glucoamilases e a-amilases de A. wiger sdo
adicionadas em meio fermentativo contendo células de Saccharomyces cerevisige. O amido
presente no meio fermentativo é convertido, através da ag8o conjunta das amilases, em glicose
que posteriormente € convertida por fermentag@io em etanol (RAJOKA ef of., 2004). A aplicagdo
das amilases na produgfio de etanol tem solucionado em parte o problema em que alguns paises
apresentam em fungdo da escassez de reservas de combustivel, além do biccombustivel ser uma
alternativa eficiente por conciliar aumento de seguranca energética, com beneficios para combate
ao aquecimento global e uso de fontes renovaveis.

O emprego dessas enzimas na preparagiio de pdo pode retardar o processo de
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potencial fermentativo, j& a amiloglicosidade confere melhora do sabor e aroma de pies e
também proporciona crosta com methor coloragio (NOVOZYMES, 2005).

Outro segmento onde as amilases apresentam atualmente um papel muito importante é na
industria de ragio animal, onde estas proporcionam a suplementagiic de enzimas enddgenas, com
a degradacfo mais eficiente do amido, melhorando a digestilbilidade dos alimentos das aves.

Segundo Cousins (1999), a formulagiio de ragio moderna ¢ voltada principalmente para
fornecer alimentos com densidade de nutrientes para se alcancar alto desempenho do animal e 20
mesmo tempo alcangar custos minimos.

Amalmente varias pesquisas estio sendo realizadas em torno do uso de enzimas como a
amilase, na suplementa¢io da alimentacfo dos frangos de corte, em busca de possiveis
formulagBes de ragBes mais econdmicas e eficientes (COTTA et 4, 2006).

Brum et al. (2006} trabalharam com o-amilase de Aspergillus oryzee e observaram
aumento no ganho de peso das aves com até 23 dias de idade. Onderci ef al (2006)
suplementaram dietas a base de mitho com cultara de Escherichia coli, produtoras de a-amilase

¢ observaram methora no desempenho das aves e awmento da digestibilidade dos nutrientes.

3.2. Utilizacdo de Enzimas na Alimentacio Animal

No segmento da produglo animal, a avicultura industrial estd em constante progresso.
Entre os varios fatores, pode-se dizer que a nutrigio tem desempenbado importante papel com
intensa busca de melhora no aproveitamento dos nufrientes da dieta, uma vez que a alimentagio
¢ o item de maior custo na producio de frango de corte (CAIRES ef i, 2008).

De acordo com Flores ef af. (1994), o usc destes aditivos alimentares tém como objetivo
melhorar a eficiéncia de produciio dos animais pelo aumento da digestfio de produtos de baixa
qualidade e redugiio da perda de nutrientes nas fezes, sendo possivel baixar os niveis nutricionais
da dieta com possiveis vantagens econdmicas.

Segundo Sheppy (2001), existem guatro principais razdes para utilizaclio de enzimas na
nutricdo animal:

I - Remogiio de fatores antinutricionais: os componentes da parede celular dos grios (B~
glucanos e arabinose) possuem um efeito antinutricional nas aves. Quando estes componentes se
encontram na forma solivel, aumentam a viscosidade da ingesta, interferindo na motilidade ¢ na
absorgio de outros nutrientes ¢ favorecendo o aparecimento de fezes (midas e pegajosas, sendo a

causa de baixos rendimentos. As enzimas P -glucanases sdo especificas para estas fragfes de
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polissacarideos e podem ser adicionadas nas dietas para methorar a qualidade mutricional dos
grios de cereais, como a cevada, centeio, aveia, trigo e triticale.

2 - Aumento da disponibilidade de nutrientes: a3 ma digestibilidade das matérias-primas &,
a principio, o resultado da quantidade insuficiente de enzimas enddgenas para extrair os
mutrientes dos alimentos. A suplementagio de enzimas nas dietas pode melhorar a agiio massal
das enzimas endogenas sobre os ingredientes tradicionais, melhorando o seu valor nutritivo e o
desempenho das aves.

3 - Aumento na digestibilidade de polissacarideos ndo amilaceos (fibras). os monogastricos
nfo tém capacidade enddgena para digerir as fibras. Enzimas exOgenas podem ser utilizadas para
hidrolisar os polissacarideos nfio amidicos que podemn, potencialmente, serem utilizados pelas
aves.

4 - Suplementagdo na producgdo de enzimas enddgenas: em aves € suinos jovens, a
produgdo de enzimas endogenas é menor que em adultos, de modo que, a digestibilidade dos
alimentos, em geral, é menor nos animais jovens, podendo ser melthorada pela adi¢do dessas
enzimas.

Uma lista das principais enzimas utilizadas na alimentacfio das aves ¢ apresentada na
Tabela 1.

Tabela 1- Enzimas utilizadas na avicultura

Enzimas | Substratos Efeitos
Xilanase Arabinoxilanas | Reducfo da viscesidade da digesta
Glucanase B-glucanos - Redugiio da viscosidade da digesta
Menor unmudade na cama
Pectinases Pectimas Reducdo da viscosidade da digesta
Celulases Cetulose | Degradac8io da celulose ¢ liberagdio de mutrientes
Proteases Proteinas { Suplementagio dc  enzimas  endOgenas
- Degradaciio mais eficiente de proteinas
Amilases Amido Suplementaclio de  enzimas  enddgenas
Degradagio mais eficiente do amido
Fitase Acido fitico Melhor utilizagio do fosforo nos vegetas
- Remocgic do acido fitico
Lipases | Lipideos Methora a utilizagdo de gorduras amimais ¢
! vegetais

Fonte: adaptado de CHOCT e KOCHER (2000},
A biotecnologia estd envolvida com novas enzimas e com a combinagiio destas com novas
aplicagdes para permitir melhorias na alimentagio animal. De acordo com Cowieson ef al

(2006), atualmente existemn grandes pesquisas com enzimas com foco na qualidade dos
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ingredientes, seguranca alimentar, eferto da idade da ave, efeito de varios sitios de atividade,
doses enziméticas e redugdo da poluigio ambiental,

Um exemplo claro do uso de enzimas exdgenas na alimentagdo animal € o seu potencial de
redugiio do poder poluente dos alimentos, através da hidrélise do acido fitico, forma orginica sob
a qual o fosforo se apresenta nos alimentos de origem vegetal. A adigfo de fitase na dieta desses
monogastricos evita que o fosforo seja eliminado nas excretas quase na sua totalidade, uma vez
que as aves nio apresentam essas enzimas exdgenas no seu sistema digestivo (CAIRES ef al,
2008).

Além do fosforo, o uso destas enzimas pa racio das aves e suinos, melhora a
digestibilidade ¢ disponibilidade de outros nutrientes para os animais, como o nitrogénio, calcio,
cobre e zinco, diminuindo a sua presenca nas fezes e urina, e conseqiientemente, a sua deposigio
no meio ambiente (CAMPESTRINI ef «f 2005},

A formulagio de ra¢do moderna € voltada principalmente para fornecer alimento com uma
densidade de nutrientes, para se alcangar o alto desempenho do animal ¢ ao mesmo tempo
alcancar custos minimos. Dessa forma qualquer atividade para reduzir a quantidade de fatores
antinutricionais ird afetar o desempenhe do animal. Além dos tratamentos durante o
processamento da matéria-prima, as enzimas atuam na eliminagfo de efeitos negativos de fatores
antinutricionais. A suplementagio de enzimas exdgenas pa ragio pode simplesmente ajudar o
sistema enzimatico endogeno (protease, amilase, lipase) ou suplementar enzimas as quais nio
estdo presentes no sistema digestivo do animal (fitase, xilanase, pectinase) (COUSINS, 1999).

Nas paredes celulares dos cereais que s30 os principais componentes da alimentagdo das
aves e suinos, encontram-se os carboidratos complexos classificados como PNA, definidos como
macromoléculas de polimeros de agucares simples, monossacarideos, unidos pela ligagio
glicosidica formada por um grupo hemiacetal de um agucar, um grupo hidroxila do outro,
guando ingeridos apresentam baixa digestibilidade para os animais monogastricos, que nio tem
capacidade enzimatica de digerir celulose, arabinoxilano, beta-ghicanos, pectinas, entre outros,
chamados de polissacarideos ndo-amilaceos (BEDFORD, 1996).

As propriedades antinutricionais de PNA’s surgem em fun¢fio da sua elevada capacidade
de ligar-se a grandes quantidades de &gua cansando um aumento da viscosidade intestinal do
animal, e reduzindo a digestibilidade de outros componentes da dieta, comprometendo o
desempenho dos animais (CONTE, 2003). De acordo com CAMPESTRINI ef ¢, (2005), em um

ambiente viscoso, 05 nutrientes como as gorduras, amido e proteinas, se tornam menos acessiveis
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e disponiveis &s enzimas endégenas, como a amilase e protease. Além de uma menor
digestibilidade destes nutrientes, a viscosidade elevada deste bolo alimentar aumenta a
quantidade de fezes imidas. O efeito positivo da inclusio das enzimas de PNA na dieta dos
animais pode ser medido em termos de methoria dos parimetros de desempenho, como ganho de
peso ou taxa de conversédo alimentar.

Varias pesquisas estdo sendo realizadas com o objetivo de avaliar diferentes enzimas e
complexos enziméticos no desempenho e na viabilidade de frangos de corte. Porém alguns
pardmetros podem afetar os resultados como idade dos anmimais, espécie, condigdes
experimentais € processamento das ragGes utilizadas (ALBING et al , 2007).

Brito ef al. (2006) avaliaram o desempenho de frangos de corte de 1 a 21 dias de idade
alimentados com ragles contendo soja extrusada suplementada com um complexo
multienzimatico contendo celulase, amilase e protease. Os autores verificaram efeito positivo
também sobre o ganho de peso ¢ a conversio alimentar, Toledo ef al. (2007) estudaram o efeito
de enzimas exdgenas (xilanases, 8-glucanase e celulases) adicionadas a dietas a base de mitho e
farelo de soja com diferentes densidades nutricionais, sobre o consumo alimentar, peso corporal
e conversio alimentar em pintos de corte. Na fiase inicial os autores nfo verificaram interagio
entre as densidades nutricionais e o complexo enzimético. Entretanto, na fase de crescimento e
final, houve intera¢io significativa para o consumo alimentar ¢ peso corporal entre as aves de
dieta padrdo e baixa densidade.

Sabe-se que a producdo de enzimas enddgenas pelos animais ¢ normalmente adequada.
Porém no caso dos animais monogastricos essa produgdo pode variar com a idade, tornando-se
inadequada quando comparada aos animais aduitos. As aves nascem com suprimento de
nutrientes, incluindo enzimas digestivas, que se esgota rapidamente com z reduzida sintese ¢ a
elevada demanda na primeira semana (NUNES, 1998). As fungbes digestoras das aves passam
por um processo de maturagiic com o avangar da idade, tanto da produgio enzimatica quanto do
processo de absorgio de nutrientes.

A suplementacio exdgena é fundamental logo nos primeiros dias de vida para maximizar o
desenvolvimento do sistema digestGrio e possibilitar o crescimento desejado do anmimal em
menor tempo (PENZ JR. e VIEIRA, 1998). Além de estimular a produgio das enzimas
endégenas, como a amilase, importante para uma melhora na digestibilidade dos alimentos nas
primeiras semanas, ¢ favorecer a utilizac3o dos chamados ingredientes alternativos, os quais

possuem restrighes nas formulagles de ragBes destinadas as fases iniciais (NUVITAL, 2000).
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Apesar de todo aditive aparentar aumento nos custos das ragles, a inclusfio das enzimas
tem mostrado methorias no desempenho do animal ¢ também no financetro, uma vez que se
considera a possibilidade de maior aproveitamento dos nutrientes, principalmente nas ragdes de
alimentos alternativos, que tem menor custo ¢ menor digestibilidade, além da reducdo do

potencial poluidor devido a menor excre¢io de nutrientes (ALBINO ef o, 2007).

3.3. Fermentaciio Semissélida

O termo fermentag3o semissOlida (FSS) referem-se 4 cultura de micro-organismos sobre
ou dentro de particulas em matriz sdlida (substrato ou material inerte), onde o contetido de
liquido (substrato ou solugio umidificante) ligado a ela estd 2 um nivel de atividade de 4gua que,
por um lado, assegure o crescimento ¢ metabolismo das células, e por outro, ndo exceda 4
maxima capacidade de ligagiio da dgua com a matriz sdlida (DEL BIANCHI er ol 2001).

Na FSS, as enzimas sdo produzidas pelos fungos diretamente sobre substratos insoliveis
em agua, como cereais ou derivados de cereais, na presenga de quantidades varidveis de dgua
livre (MICHELL e LONSANE, 1992). Na Figura 3 ¢ ilustrado o crescimento de um fungo

filamentoso em meio solido.
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Figura 3 - Representacdo do crescimento de fungo em substratos solidos (HOLKER e
LENZ, 20085).
A fermentaciio semissdlida vem sendo utilizada desde a antiguidade. O uso do motho de
soja na China é reportado desde 3000 ac e no Japio e sudoeste da Asia desde 1000 ac.
(ARAUJO, 2004).
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No final do século XTX, Takamine produziu uma enzima digestiva (takadiastase) por F§8
utifizando o fungo Aspergillus oryzae e farelo de trigo como substrato. Este fato despertou o
interesse da industria para a busca de outras aplicagdes deste tipo de fermentagiio (SATO e
SUDQ, 1999).

0 uso da FSS ou da fermentagic submersa deve ser estudado de acordo com o micro-
organismo a ser utilizado e o produto que se deseja obter (HESSELTINE, 1977).

A fermentacio semissélida apresenta algumas vantagens: simplicidade de meio de cultura;
reducio dos efluentes liquidos a tratar; redugio das contaminacSes resultantes da baixa umidade
do meio fermentativo;, condigdes de cultura proximas ac dos meios naturais; para as
fermentagdes tradicionais, a microflora do suporte serve como indculo; facil aeragdo devido 4
porosidade do material; utilizagio direta dos solidos fermentados; extraglo facilitada pela alta
concentragio de produtos; volume do fermentador menor do que o da cultura liquida; baixa
demanda de energia; utiliza¢io de residuos agroindustriais (farelos, cascas e bagagos) como
substrato, o que representa, no Brasil, matéria-prima abundante e de baixo custo (SPIER, 2005).

A FSS8 também apresenta algumas desvantagens como: risco de elevaciio excessiva de
temperatura {problemas de transferéncia de calor e de perda de umidade para as fermentacles
mais longas); dificil regulacfio dos pardmetros de cultura {por exemplo: pH e umidade), pré-
tratamento dos suportes (umidificagiio, homogeneizaciio, dispersfo, tratamento térmico ¢
enzimatico); alta taxa de inoculagio, quando nfo se utiliza a microflora natural; estimagfio
precisa de biomassa; papel essencial da umidade e da atividade de 4gua (SPIER, 20035).

Ha diversos fatores que influenciam a FSS, os considerados mais importantes por
estudiosos s¥o: escolha do substrato, tamanho da particula, umidade e atividade de agua,
temperatura, pH, agitagio, aeragio e transferéncia de oxigénio,

A natureza do substrato sélido empregado € um dos mais importantes fatores que afetam a
FSS. Esta selecio depende seriamente dos fatores intimamente relacionados com o custo ¢ a
viabilidade e, ainda, pode envolver o armazenamento de residuos agroindustriais (COUTO e
SANROMAN, 2006).

A escolha do meio de cultura é tdo essencial para ¢ sucesso do processo fermentativo da
FSS quanto & escotha do micro-organismo. Nem sempre o meio que permite o melhor
desenvolvimento do micro-organismo, favorece a formacio de enzimas {(SANTOS et al,, 2005a).

Nesse sentido, faz-se obrigatoria a caracterizagiio do substrato utilizado no processo, sendo que




as analises que devem ser feifas estfio relacionadas com as varidveis que afetam o processo em
questio.

Um importante fator, que encontra-se associado & troca de gases e que, por consequéncia,
afeta o crescimento microbiano, € o tamanho da particula do substrato. Geralmente, substratos
com menor tamanho de particula fornecem maior area de contato, favorecendo o crescimento do
micro-organismo. Por outro lado, particulas muito pequenas podem resultar em aglomeracio do
meio fermentativo, o que pode afetar a condi¢lo respiragiofaeragio, resultando num baixo
crescimento microbiane. Ao mesmo tempo, particulas maitores de substrato oferecem melhores
condigdes de respiragfio/aeracio, mas fornecem também superficie limitada para o crescimento
do micro-organismo. Logo, € importante determinar o tamanho adequado de particula para
satisfazer a condicio respiragfio/aeragio € o crescimento microbiano (HASAN, 2002).

O teor de umidade do meio de cultivo é um dos principais pardmetros que influencia a
fermentacio em estado solido. A natureza do substrato, as necessidades do micro-organismo
utilizado e o tipo de produto final desejado s3o os principais fatores que determinam o grau de
umidade que o substrato devera apresentar.

Um substrato devidamente umedecido deve possuir um filme superficial de 4dgua visando
facilitar a dissolug@o e a transferéncia de nutrientes e de oxigénio. Porém, entre as particulas de
substrato deve haver canais que possibilitem a difusfio de gases e a dissipac#io de calor. Assim, se
o nivel de umidade for elevado, implicard no decréscimo da porosidade do meio, resultando na
diminuigio de trocas gasosas e o aumento da temperatura interna do meio fermentado. Além
disso, a alta umidade resulta num decréscimo da porosidade, o que impede a penetragio do
oxigénio. Isso pode facilitar a contaminagio bactertana. Vale mencionar que, substratos com
baixa umidade dificultam o crescimento microbiano, causando uma menor produgio do produto
desejado (DEL BIANCHI er &/, 2001).

A agua apresenta um papel primordial na FS8, pois ¢ a responsavel pela difus@io de solutos,
gases e metabolitos inibitérios, bem como pela absorgiio celular. Par@metros cinéticos e
termodindmicos relativos g presenca da dgua em FSS devem ser constantemente estudados para a
NDEY, 2003).

A temperatura € considerada um fator critico. O crescimento microbiano € um processo

avaliag8o dos efeitos causados no processo (PA
exotérmico, e o calor gerado deve ser dissipado, visto que altas temperaturas nfio sdo favoraveis

ao crescimento dos micro-organismos. Uma das grandes dificuldades dos processos de FSS é a

remogio de calor devido a baixa condutividade térmica da matéria fermentada. Para a FSS em
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larga escala, o problema se agrava e, os equipamentos para refrigeragiio mostram-se inadequados
para dissipar o calor metabdlico (HASAN, 2002).

O controle do pH durante a FSS, embora seja um dos parSmetros mais criticos,
dificilmente serd consegunido medi-lo com precisiio devido & heterogeneidade ¢ consisténcia do
material. Alguns eletrodos tém sido utilizados para medidas do pH diretamente da superficie do
substrato solido, mas a medida na suspensiio aquosa ou no extrato, preparados a partir da amostra
solida, ¢ o procedimento mais comum. Entretanto, a forma da agua nos substratos solidos
constitui um obstaculo para a medida do pH. Na maioria dos casos mede-se o pH apds colocar,
em suspensfo, uma parte da amostra solida em 3 a 4 partes de 4gua. Este método permite medir
o pH global, todavia nfo € totalmente representativo dos valores de pH nos micro ambientes,
localizados no filme aquoso, onde se passam, na realidade, as reagBes bioguimicas. Sendo assim,
a determinagio exata do pH, em substratos sdlidos ¢ feita, com precisio, somente no inicio € no
final do processo fermentativo {PALMA, 2003).

Como tentativa de amenizar o efeito de uma variagio brusca, utilizam-se substratos com
boa capacidade tamponante ou adigiio de solugbes-tampio durante a etapa de umidificacio do
substrato (SCHMIDELL e¢ al | 2001).

O emprego de agitagiio em FSS pode vir a fornecer uma melhor homogeneizagio quanto a
distribuigdo dos indculos e do umidificante, impedir a formacdo de agregados e favorecer a
exaustiio de gases e a troca de calor do meio. Porém, pode interferir na formagZo dos esporos,
devido & fragmentagiic do micélio. A interface solido/gas deve permitir a troca de gases, pois 0
consumo de oxigénio e a formagio de didxido de carbono sdo muito elevados em FSS
(SCHMIDELL ef ol 2001). Além disso, a agitagio pode causar a compactagio do meio e a
danificagio das hifas.

A aeragio cumpre fungdes basicas na fermentagiio como: manter condigOes aerébicas;
eliminar o didxido de carbono formado; regular a temperatura do substrato; ajustar o nivel de
umidade (CORREIA, 2004).

De acordo com Santos {2007), a passagera de ar pelo leito permite elevadas taxas de
crescimento e produtividade, mas, pode levar ac desenvolvimento do fendmeno de secagem que
faz com que a transferéncia de mutrientes e metabélitos sejam lentas ou nulas, que a presséo
osmdtica do meio aumente e acelere o processo de esporulac@io. Para controlar ou minimizar este

problema, o ar deve ser saturado em vapor de dgua ou proximo da saturagdo.
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Além da produgiic de enzimas, a fermentagio semissolida é amplamente utilizada para a
obtengio de varios produtos como fungos comestiveis {champignons), alimentos orentais
fermentados (tempeh, miso, shoyu, koji), enriquecimento protéico de produtos e residuos

agricolas, queijos tipo Roquefort, Camembert) (SOCCOL, 1992).

A Tabela 2 apresenta alguns produtos obtidos industrialmente empregando a FSS.
Tabela 2 - Produtos obtidos industrialmente empregando a FSS

rastrs

Produto/Processo Micro-organismos Substratos
Enzimas
) Lentinus enodes Residuos de frutas
Pectinases
Aspergillus Niger Polpa de café
) Trichoderma longibrachiatum | Farelo de trigo; Sabugo de mitho;
Hemicelulases
Aspergifius tamarti Bagago de cana.
Trichoderma reesei Palha de trigo
Celulases _ .
Aspergilius Niger Casca de maracuja
) Aspergilius Niger Residuos de cha
Amilases ' _
Aspergillus Niger Farclo de arroz
i Rhizopus oryzae - Farclo de trigo
Proteases , .
Aspergillus Niger Casca de maracuja
Lipases Penicillium restrictum Torta de babagu
Tanase Aspergiilus Niger Farelo de trigo
Invertases Aspergillus Niger Farelo de arroz
Fitase Aspergillus Niger Farelo de trigo; Farinha de soja
Substincias Organicas
Acido Giberélico | Gibberella fujikoroi Farelo de trigo
Pigmentos Morascus purpurens - Arroz
Enriguecimento % Penicillium decumbes Palha de milho
proteico f Rhizopus oligosporus - Farinha de colza
Biorremediagéio % Pleurotus ostreatos Materiais lignoceluldsicos
Biopolpagiio | Pleurotus sp. Farelo de trigo

Fonte: Adaptado de PINTO (2003)
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3.4. Género Aspergillus

Os fungos filamentosos sdo 0s micro-organismos mais utilizados nos processos no estado
s6lido, devido, principalmente, & grande capacidade de crescer em ambiente com baixo teor de
agua livre, ou seja, baixa atividade de agua e apresentarem versatilidade em suas aplicagdes,
além de sua facilidade de adaptagdo € mampulagio (COSTA, 1996).

Segundo Pandey (1992) a selegio adequada do micro-organismo € um dos mais
importantes critérios quando se trata de FSS. O autor apresenta como exemplo da importéincia da
escolha do micro-organismo o fato de que uma cultura de Aspergiflus niger pode produzir cerca
de vinte tipos diferentes de enzimas; assim como a enzima a-amilase pode ser obfida a partir do
cultivo de mais de vinte e oito cepas distintas.

O géoero Aspergilius é um modelo bioldgico classico e em geral de grande relevancia
pratica, por existirem espécies produtoras de enzimas industriais, acidos orglnicos e outros
produtos comercialmente importantes. A produgio de amilases foi descrita em diferentes
espécies de Aspergillus: Aspergillus terrens CTC826 (ALl e HOSSAIN, 1991), Aspergillus
famarii (MOREIRA et al, 1999), Aspergillus niger (KOCHER et al, 2003), Aspergillus
ocharacens (NAHAS e WALDERMARIN, 2002), Aspergillus awamori NRRL 3112
(KILIKIAN, 1998), entre outros.

Conforme Wainwright (1995) existem cerca de 200 espécies de Aspergillus, comumente
isolados do solo, de plantas em decomposicio e do ar. As espécies de Aspergilfus produzem um
grande nimero de enzimas extracelulares muitas das quais sdo aplicadas na biotecnologia.

Q Aspergillus niger, como sugere seu nome, ¢ um fungo filamentoso negro comumente
denominado como “mofo negro” (WAINWRIGHT, 1995). De acordo com UCSF (2012) o A
niger apresenta como caracteristicas particulares coldnias brancas a amarelo palido, mais
rapidamente forma milhares de esporos (Figura 4). Os conidios (esporos) sio esféricos, medem
de 3 a 5 um e tornam-se rugosos ac atingir a maturagio. O Aspergillus niger apresenta hifas

finas, septadas e conidioforos com vesiculas recobertas por conidios negros.
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habilidade de fermentar uma grande variedade de matérias-primas de baixo custo e produzir
rendimentos elevados de bioprodutos. Pandey er al. (1999) relataram que o Aspergillus niger

Figura 4- Micrografia eletronica do fungo Aspergillus niger
Fonte: http://genome.jgi-psf.org/Aspni5/Aspni5 home. html
O uso do Aspergillus niger apresenta vantagens como facilidade de manipulagéo,

pode produzir 19 tipos de enzimas, tais como celulases, xilanase, poligalacturonase, o-

galactosidase, a- amilase, glucoamilase, P-glucosidase, protease acida. A enzima que sera

produzida depende do tipo de substrato da fermentagéo.

Na tabela 3 é apresentada a produgdo de enzimas por Aspergillus miger com aplicagdo
comercial, demonstrando a alta eficiéncia da espécie.
Tabela 3 - Produgéo de enzimas por Aspergillus niger

Enzimas Setor da Induastria Aplicacio Referéncias
2 Alimentacdo Clarificagdo de sucos de fruta
Poligalacturonase | 1;enencio Extragdo de bleo de azeitonas Santos e Macedo (2008)
Li :
Detergentes AR clmlfdei:aciu_
Celulase Téxtil Amaciamento de tocidos Aguiar ef al. (2008)
Panel e celul dchnocﬁodetlmas,mod:ﬁmﬁo
. Produgio de agucar invertido Cardoso et al. (2008)
Invertase Panificacio EBateas bucil
Papel Clarificac3o e reducdo da Patil ¢ Daynand (2006)
Pectinase AR W'mda:.‘m sucos de fru@ | Choct e Kocher (2000)
Ali ol i
Detergentes Remogiio de manchas de proteina
Protease Papel e celulose Runog::(hlioﬁlnns Wﬂa"
Couro Purga de couro
Remogiio de manchas de amido
Eicictpaios Aumenta maciez ¢ volume do péo
. Panificaciio SR Gupta et al. (2008)
Amilase Bebidas JLI— - - Zanella et al. (1999)
Alisctalgin el desempenho dos animais das aves

Fonte: ROCHA (2010)

21



N

3.5. Farelo de Milho

A maximizagio do potencial de desenvolvimento animal depende de varios fatores. Ao
lado de condigdes favoréveis, inerentes ao ambiente de criaglio e da saiide dos animais, a
nutrigdo correta, adotando-se técnicas aprimoradas no preparo das ragBes, constituem-se em
pressupostos basicos para a otimizagdo da produgio (ZANOTTO et al., 1998). Assim, a
alimentagdo animal representa um fator importante na agroindistria brasileira.

Devido a sua multiplicidade de aplicagdes, o milho ¢ uma matéria-prima impulsionadora
de diversos complexos agroindustriais, assumindo relevante papel sociceconémico. Cerca de
70% da produg@o mundial de mitho € destinada a alimentag¢3o animal, podendo este percentual
chegar a 85%, em paises desenvolvidos. Em termos gerais, apenas 15% de toda a producio
mundial destina-se ao consumo humano, de forma direta ou indireta (PAES, 2006).

E considerado um dos melhores alimentos energéticos utilizados na alimentagdo animal,
ndc s por sua composi¢do, predominanmtemente de carboidratos (amido) e lipideos (6leo), mas
também pela sua disponibilidade, contudo, ¢ preco deste alimento tende a ser variavel, o que tem
levado diversos produtores a tentarem utilizar alimentos alternativos.

De acordo com Rostagno (2001), na avahagdo da oportunidade de uso de um ingrediente
alternativo, devem-se levar em conta pontos especificos, tais como:

a) disponibilidade comercial — ¢ necessario um suprimento quantitativamente atrativo e
que justifique o esforgo de mudanga de formulas de ragao;

b) quantidade de nutrientes e energia — os ingredientes podem ser mais ou menos densos
energeticamente e estimativas de sua energia podem ser obtidas a partir de analises laboratoriais.
Analises de composigdo proximal servem para indicar o conteudo de alguns nutrientes e sdo
indispensaveis, se nio houver informagéo sobre os ingredientes;

c) qualidade dos nutrientes - ¢ importante que os valores de nutrientes digestiveis estejam
disponiveis, pois sio esses que verdadeiramente sdo utilizados pelos animais. As tabelas de
composigio de alimentos tem oferecido essa informagio que serve de indicador para a formula
de ragio com base em nutrientes digestiveis. Alguns fatores como altas temperaturas ou fathas
no processamento podem desnaturar proteinas ou impedir que os nutrientes dos ingredientes
sejam adequadamente digeridos. Também a presenga de micotoxinas e de fatores antinutricionais
nos ingredientes brutos podem comprometer a qualidade da dieta e ndo serem adequados;

d) caracteristicas fisicas do ingrediente — Na formulagio de ragdes ¢ importante levar em

consideragio a densidade e umidade dos ingredientes, fatores que tem influéncia direta na
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capacidade e condigdes de armazenamento. O estado fisico pode ser liquido (caldo de cana, soro
de leite, oleos, ingredientes comerciais liquidos), umido (residuos de destilaria, silagens de graos
de milho e de mandioca picada), seco (milho triturado, farelo de soja, etc.), sélido (sebo bovino).
No mercado existe um grande nimero de subprodutos resultante da industrializagdo do milho,
alguns com alto conteido de proteina como o farelo de gliten de milho e outros com
caracteristicas energéticas como o farelo de milho.

O farelo de milho ¢ um subproduto resultante da moagem via seco do milho, contendo o
geérmen, a casca, ponta e por¢des de grits do milho (pequenas fragdes do endosperma).

Conhecido botanicamente como uma cariopse, o grao de milho é formado por quatro
principais estruturas fisicas: endosperma, gérmen, pericarpo (casca) e ponta, as quais diferem em
composi¢do quimica e também na organizagdo dentro do grio.

A anatomia do milho grdo e suas partes sdo apresentadas na Figura 5.

Testa

-~ Cehubes bilnitares
Cé crucadas -
e socarpo

Figura 5 - Anatomia do grdo de milho e suas partes.
Fonte: PAES (2006)
O farelo de milho é muito utilizado nas ra¢des avicolas no Brasil. Avaliando o conteudo

dos principais nutrientes nota-se que € um ingrediente com boas qualidades nutritivas e que pode
perfeitamente ser adicionado a ra¢do de frangos de corte com consideravel redugdo do custo da
alimentagdo das aves.

Na tabela 4 sdo mostrados os valores médios das avaliagdes quimicas de diferentes

amostras de farelo de milho e do milho.
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Tabela 4 - Valores médios das avahiagdes quimicas do farelo de milho e do milho

Nutrientes Milho Farelo de Milho
Proteina, % 8,57 9,80
Gordura, % 346 7,18
Amido, % 62,30 50,20
Fibras, % L,95 5,00
FDN, % 11,40 17.49
FDA, % 3,42 4,96
Em, Kcal/Kg 3371 3026

Fonte: ROSTAGNO (2001).

O farelo de milho possui maior conteddo de proteina-aminoacidos, 6leo e fibra que o
milho. Vale salientar que o teor de aminoacidos e de energia metabolizavel do alimento, s3o os
de maior importincia econdmica na formag&o dos custos das ra¢Bes de frangos de corte. Em
razdo destas caracteristicas, pode ser um substituto parcial do milho nas ragdes de aves, fazendo

uma opgio por uma produgZo animal tecnologicamente correta, segura e economicamente viavel,

3.6. Hidrolise Enzimatica

A hidrolise do amido, tanto para fins analiticos quanto para fins industriais, pode ser feita
por dois processos; enzimatico e acido. O método convencional de hidrélise de amidos usando
acidos tem sido substituido por processos enzimaticos, contabilizados por aproximadamente 15%
da por¢do do mercado mundial de enzimas (SONI et al., 2003).

Na hidrolise com acido, o amido presente na biomassa é quebrado usando solugtes
aquosas de acidos minerais fortes, tais como acido sulfurico, cloridrico ou fosforico. As
principais desvantagens dessa técnica € que requer equipamentos altamente resistentes a
corrosdo, aumentando assim o custo do produto e pelo fato de ser um catalisador muito rapido, o
acido precisa ser bem controlado para nio levar a reagbes paralelas indesejaveis ou
incontrolaveis (RABELQ, 2007).

A hidrélise enzimatica do amido € realizada pelas enzimas amilases e este processo extrai
do substrato, agticares redutores, incluindo a glicose.

A quebra do amido por meio de enzimas exige uma série de condigdes distintas e muito

especificas, mais onerosa. Apesar disso, a atuagio das enzimas mostra alta especificidade,
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possibilitando a obtengdo de produtos de propriedades fisico-quimicas bem definidas além do
que o processo ocorre em reagdes mais brandas (EDUARDO, 2002).

Os hidrolisados por enzimas s3o os mais importantes amidos modificados comerciais. A
hidrélise enzimatica vem sendo mais privilegiada nos estudos atuais, em razio do carater
fortemente poluidor da hidrolise acida. Porém, além do investimento inicial, a tecnologia
enzimatica exige mdo-de-obra mais especializada, assim como laboratérios e analises mais
sofisticados (SUMERLY et al., 2002).

A hidrélise enzimatica de amidos ndo € apenas um importante processo industrial para a
produgdo de adogantes, xaropes e produtos quimicos (etanol, acetona, etc.), mas pode também
ajudar a estudar a estrutura dos granulos de amido (LI et al., 2004). Detalhes a respeito da
estrutura, organizagio e arranjo dos granulos de amido podem ser obtidos estudando os residuos
resultantes da hidrélise acida ou enzimatica (BULEON et al., 1998). A hidrolise enzimatica do
amido granular tem sido utilizada como técnica que possibilita o entendimento da estrutura fisica
e quimica do granulo e de seus componentes (GALLANT er al.,1997).

A natureza do substrato a ser utilizado € um fator que pode contribuir ou limitar a agdo da
enzima, assim como a extensdo de hidrolise também depende do tipo de enzima, quantidade de
atividade da enzima, tempo de reagdo, temperatura e presen¢a ou auséncia de inibidores, entre
outros fatores (ROBERTSON, 2006).

Segundo Krishna ef al. (2000) a hidrélise enzimatica € superior a hidrélise acida, em varios
aspectos, como mostrado na Tabela 5.

Tabela 5 - Comparacgdo da hidrolise acida e enzimatica

i

Parimetros  Hidrélise Acida Hidrélise Enzimatica

Pré-tratamento Pode ser necessario Necessario

Taxa de hidrolise Rapida (min.) Lenta (h)

Temperatura Alta (200°C) Baixa (45°C)

Pressdo Alta Atmosférica
Depende do material e .

. Depende do material e dos

Rendimento dos detalhes do Seadlion do 5
prooesso

Formagdo de subprodutos Provavel formagdo Nio ha formagio

Fonte: KRISHNA ef al.(2000).
Embora os processos de hidrolise acida estejam mais desenvolvidos tecnologicamente,

espera-se que 0s processos enzimaticos tenham seus custos bastante reduzidos com o avango da
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tecnologia envolvida e venham a ser a melhor opgdo no futuro (RABELO, 2007). Uma vez que a
hidrolise enzimatica ¢ usualmente conduzida em condigdes suave (pH 4,8; e temperatura 45-
50°C), além de ndo apresentar problemas de corrosdo nos equipamentos (DUFF e MURRAYH,
1996).
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4. Materiais e Métodos

Este trabalho foi realizado no Laboratorio de Engenharia Bioquimica (LEB), da Unidade
Académica de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Campina Grande.

4.1. Micro-organismo

O micro-organismo empregado foi Aspergillus niger CCT 0916 cedido pela EMBRAPA
Agroindastria Tropical, com sede em Fortaleza (CE). Os conidios da linhagem foram
preservados em tubos de ensaio com tampa rosqueada contento solo estéril, onde foram
estocados a -18 °C.

4.2. Substrato

O substrato usado na presente pesquisa foi o farelo de milho, um subproduto do
processamento industrial a seco do milho, constituido de casca, olho, gérmen e porgdes de grits
(pequenas fragdes do milho), disponivel para o consumo animal. O farelo de milho utilizado foi
cedido pela Asa Industria e Comércio Ltda (VITAMILHO), na cidade de Campina Grande (PB).

O farelo de milho foi armazenado em recipiente de vidro a temperatura ambiente.

4.3. Caracterizacio do Substrato

A caracterizagdo fisico-quimica do farelo de milho foi realizada em triplicata e foi feita
quanto a granulometria, densidade aparente, umidade, pH, cinzas, teor de sélidos soluveis
(°Brix), teor de agucares redutores, pectina, celulose, proteina bruta, amido e extrativos, de
acordo com as metodologias descritas ao longo deste capitulo.

4.3.1. Granulometria

O perfil granulométrico do substrato foi determinado pesando 100g do farelo de milho e
transferido para um agitador de peneiras PRODUTEST na frequéncia 50 rpm durante dez
minutos, em jogo constituido por cinco peneiras, seguindo as recomendagdes da Associagdo
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT): 14 (1,18mm), 24 (0,71mm), 35 (0,42mm), 48 (0,30mm)
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e 80 (0,18mm). O material retido em cada peneira foi pesado e os resultados expressos
percentualmente em relag@o ao peso da amostra analisada.

4.3.2. Densidade aparente

A densidade aparente do substrato foi determinada de acordo com BRASIL (2005), pesando
100 gramas do substrato e em seguida colocados em uma proveta, para determinar o volume
ocupado, sem que houvesse compactagio. Os calculos foram feitos seguindo a Equacdo 1.

Densidade aparente = % (1)

Onde:
m = massa da amostra (g)

V' = volume ocupado (cm®)
4.3.3. Umidade

Pesou-se de 2 a 10 g da amostra em capsula de metal previamente seca e tarada. Colocou-
se a capsula em estufa a 105°C até atingir massa constante. Resfriou-se em dessecador com silica

gel até temperatura ambiente e pesou-se a amostra (BRASIL, 2005). Os calculos foram
realizados com base na Equagéo 2.

(mi —mj)

Umidade(%) = 1100 )

Onde:
m; = massa inicial da amostra (g)

my= massa final da amostra (g)

4.3.4. pH

Preparou-se uma suspensdo com 10 mL de agua destilada e 1 g da amostra solida. Apos
homogeneizagdo a suspensdo foi deixada em repouso por 30 minutos e em seguida o pH foi
medido diretamente em pHmetro digital previamente calibrado (BRASIL, 2005).
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4.3.5. Cinzas

Pesou-se de 5 a 10 g da amostra em cadinho de porcelana, previamente aquecido em mufla
a 550°C por aproximadamente 5 horas e resfriado em dessecador com silica gel até a temperatura
ambiente. Incinerou-se a amostra em mufla a 550°C, até eliminagdo completa do carvdo. A cinza
ficou de cor branca ou ligeiramente acinzentada. Apés a retirada da amostra da mufla, esta foi
levada ao dessecador com silica gel até alcancar temperatura ambiente e pesou-se (BRASIL,
2005). Os calculos foram feitos através da Equagio 3.

Cinzas(%) = ';—f 100 3)

i

Onde:
m; = massa inicial da amostra (g)

my= massa final da amostra (g)

4.3.6. Teor de sélidos solaveis (°Brix)

Foram adicionados 9 mL de agua destilada a 1g do residuo, agitando-se até perfeita
homogeneizagdo e deixando em suspensdo por 30 minutos em repouso. Apos este periodo a
suspensdo ¢ filtrada com algodio, e feita a leitura em refratometro. E utilizado um fator de
dilui¢do para determinar o teor de solidos soluveis (°Brix) como mostra a Equagio 4 a seguir:

°Brix(%) = (L)%xFd (4)
Onde:
L = leitura do refratdmetro

Fd = fator de diluigdo

4.3.7. Teor de acucares redutores (AR)

Os agucares redutores (AR) foram determinados com base na redugdo do acido 3,5
dinitrosalicilico (DNS) a 3-amino-5-nitrosalicilico, simultaneamente com a oxidagdo do grupo

aldeido do agucar a grupo carboxilico. Esse procedimento foi descrito por Miller (1959) em
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espectrofotdmetro, modificado de acordo com protocolo da EMBRAPA Agroindustria Tropical
(Fortaleza-CE) usando solugdo de glicose como padrdo e 100 g de amostra solida problema
determinado assim o teor seguindo os calculos da Equagéo 5.

ABSXF xV
e (5)

AR(gAR/IOOgA) =
m ,x10

Onde:

ABS = leitura do espectrofotdmetro em nm

F. = fator da curva padrio expresso em mg de glicose por mL de solugao

V = volume de agua usado no preparo da diluigdo (mL) da amostra para que permita leitura de
absorbancia dentro da faixa linear da curva de calibrag¢do

m = massa da amostra (g)

10 = fator de conversio

4.3.8. Pectina

A Pectina foi determinada pelo método gravimétrico por precipitagdio como pectato de
calcio, previamente descrito por Rangana (1979).
A pectina foi expressa em percentagem de pectato de calcio através da Equagéo 6.

mx500
VxP

Pectina(%) = 100 (6)

Onde:
m = massa do pectato de calcio

500 = fator de dilui¢do
V = volume do filtrado (mL)

P = peso da amostra

4.3.9. Celulose

O Teor de celulose foi determinado conforme a metodologia descrita por Xu et al. (2006).
O percentual de celulose total determinado gravimetricamente seguindo a Equagdo 7.
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Celulose(%) = —L-.100 )
mi

Onde:
ny= massa final da amostra (g)

m; = massa inicial da amostra (g)

4.3.10. Proteina bruta

Utilizou-se 0 método semi-micro Kjeldahl adaptado para nitrogénio por espectrofotometria
para determinagdo da concentragdo de proteina bruta (LE POIDEVIN e ROBINSON, 1964).
Com a Equagdo 8, obteve-se o teor de proteina bruta da amostra.

Proteina(%) = (ABS , — ABS,, )xF,x5x6,25 (8)
Onde:

ABS 4 = leitura da absorbancia da amostra

ABSg = leitura da absorbancia do branco

F. = Fator da curva padrdo

6,25 = Fator de conversdo

4.3.11. Amido

Para determinagdo do amido utilizou-se o Método de Determinagdo de Amido por
digestdo acida em micro-ondas de acordo com Cereda et al., (2004). O percentual de amido foi

calculado de acordo com a Equagéo 9.

250 £ %09

Amido(%) = TM x PA
X

.100 ©)

Onde:

250 = volume total da diluigdo da amostra de fécula

f = fator das solugdes A e B

0,9 = fator que transforma agucares redutores em amido
100 = expressar o amido em porcentagem da amostra
LM = leitura da titulagdo da amostra de fécula
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PA = peso da amostra de fécula usada, seca ou umida (g)

4.3.12. Extrativos

O teor de extrativos foi determinado empregando um aparelho de Soxhlet. Pesou-se Sg do
substrato e 200 mL de etanol-ciclohexano a proporgdo 1:2 (v/v). As particulas foram
acondicionadas em um cartucho confeccionado com papel de filtro e colocadas dentro do
Soxhlet. O solvente foi colocado em um baldo de 250 mL, de massa seca conhecida, e o material
foi extraido por 6 horas. Apés o banho, o material foi levado a estufa até atingir massa constante.
Por diferenga de massa obteve-se o valor de extrativos em gramas e dividindo-se pela massa da

amostra analisada, obteve-se o teor de extrativos em percentual, de acordo com a Equagdo 10.

mj_
0¥ My) o0

Extrativos(%) = = (10)

Onde:
my= massa final da amostra (g)

m; = massa inicial da amostra (g)
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4.4, Processo Fermentativo

4.4.1. Indculo e Obtencio da Suspensio de Esporos

De acordo com o procedimento adotado por Couri (1993), com alga de platina, os
conidios foram retirados do solo estéril e transferidos para um meio basico. Este meio inclinado
foi composto por pectina citrica (10 g/L), NaNOs (3 g/L), KH; PO, (1 g/L.), MgS0, (0,5 g/L),
KC1 (0,5 g/L), FeSO4 TH,0 (0,01 g/L) e Agar-agar (20 g/L) e previamente esterilizado por 20
min a 111 °C. Apoés a transferéncia, o meio com os conidios foram incubados por cinco dias em
estufa a 30°C.

Os tubos contendo os esporos do 1° repique permitem que 0S mesmos possam ser
mantidos conservados sob refrigeragio por um periodo maximo de quatro meses. O segundo
repique foi obtido de modo semelhante ao primeiro, partindo dos esporos de primeiro repique,
sendo estes utilizados para obtengdo de grande quantidade de esporos no meio de sabugo de
milho.

O meio de sabugo foi preparado de acordo com protocolo da EMBRAPA Agroindustria
de Alimentos, com sede no Rio de Janeiro (RJ). Para cada Erlenmeyer de 125 mL, foram
pesados 4,6 g de sabugo de milho seco e moido e adicionado 6 ml. da solugdo umidificante. O
frasco foi fechado com tampéo de algoddo envolvido em gaze, homogeneizado e esterilizado em
autoclave por 1 ha 120 °C.

Para inoculagio no meio de sabugo de mitho, foram transferidos 10 mL de solugio 0,3%
(v/v) de Tween 80 para tubos com os microrganismos de segundo repique. Com auxilio de uma
alca de platina, os microrganismos foram suspensos e transferiu-se 1 mL para cada frasco com o
sabugo. Os frascos foram agitados manualmente e incubados em estufa a 30 °C por um periodo
de 5 dias. Apds este periodo, os frascos foram armazenados sob refrigeragdo e utilizados como
in6culo nos ensaios de fermentagio.

Para a obtens&o da suspensdo de esporos, nos frascos de sabugo com esporos, foi adicionado
40 mL de solugio 0,3% v/v de Tween 80. Apos agitacic vigorosa, 0s esporos foram transferidos
para Erlenmeyer estéril com auxilio de gaze estéril. A quantificagio da suspensio obtida foi feita
através de contagem de esporos em Camara de Neubauer espelhada. O volume de suspensdo de
esporos adicionado ao meio de fermentagdo foi ajustado de modo a se ter um inoculo de 107

esporos por grama de meio (ALMEIDA, 2007).
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4.4.2. Processo de Fermentacio

O processo fermentativo seguiu as seguintes etapas:

1} Pesou-se 10 g de meio umido ( substrato umidificado com volume de agua destilada e
sulfato de amonia de acordo com o planejamento experimental proposto no item 4.4.5) e
transferiu-se para Erlenmeyer de 250 mL. Vedados com algodio, o meio foi autoclavado a 0,5
atm por 15 min;

2) Inoculou-se a suspensdo de esporos de Aspergillus niger CCT 0916 (item 4.4.1) na
concentragio de 107 esporos/mL para cada grama de substrato solido usado. Incubou-se 0 meio
em estufa bacteriologica na temperatura de 30 °C (SPIER 2005) e diversos bioreatores, contendo
a amostra a ser fermentada foram usados, uma vez que, o acompanhamento cinético foi feito de
forma descontinua.

3) Para o acompanhamento cinético foram retiradas os bioreatores em intervalos regulares
de tempo 0, 6, 19, 28, 43, 52, 67, 75, 91, 99 e 115 horas de fermentacgio para determinando-se a
umidade, o pH e os a¢iicares redutores;

4) Desse mesmo meio fermentado, fez-se a extragdio das enzimas. Apds a extragio,

determinou-se a atividade amilasica.

4.4.3. Extracfio das Enzimas

A extragio do complexo enzimatico foi realizada adicionando-se 5 mL/g de meio
fermentado de tampdo acetato de 200 mM pH 4,5. Em seguida, as amostras foram deixadas em
banho-maria por 1 h a 30 °C e filtradas em papel filtro qualitativo. O filtrado foi estocado em
tubo de ensaio e congelado em freezer (CASTILHO 1997), para posterior determinagao da

atividade enzimatica.

4.4.4. Medida da Atividade Amilasica

A determinagio da atividade enzimatica sobre o amido foi realizada pela quantificagdo dos
agucares redutores formados durante a incubacio do extrato fermentativo (caldo fermentativo)

com o substrato, amido solavel 1%.
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Para analise, foi colocado em um tubo de ensaio SmL de extrato enzimatico com 20mL
de soluc@o de amido 1%, preparada em tampéo acetato de soédio 200 mM pH 4,5, foi incubado a
37°C e agitado por 15 minutos.

Apos esse tempo, foi retirado 1mL do tubo de ensaio e colocado em outro tubo de ensaio
com ImL de DNS para determinagdo da concentragdo de agucares redutores que seguiu
semelhante a metodologia de Miller (1959). Foram realizadas duas amostras em branco para
cada analise, uma constituida de 0,2mL de extrato enzimatico (inativada por ImL de DNS) e
0,8mL de substrato, chamada de branco do substrato e o outra constituida de ImL de tampéo
acetato de sodio 200 mM pH 4.5 e ImL de DNS, chamada de branco para zerar o
Espectrofotometro.

Uma unidade de atividade amilasica (U) foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para produzir 1pymol de agicar redutor, por minuto, nas condi¢des de ensaio. A
atividade enzimatica foi expressa em U/g de meio fermentado. A qual foi calculada seguindo a

Equagdo (13).

AR x10° (AR, — AR,)x10°

AA(U/g) =
U/8) =015 180x15

(13)

Onde:

AA = atividade amilasica expressa em unidade de atividade por grama de meio fermentativo
AR, = Agucares Redutores Liberado (g/g)

ARg = Agucares Redutores do Ensaio (g/g)

ARjp = Agucares Redutores do Branco (g/g)

180 = peso molecular da glicose (g/mol)

15 = tempo de reagdo (min)

4.4.5. Planejamento Experimental

A fermentagio em estado semissolido para produgdo da amilase foi realizada utilizando
como ferramenta um planejamento experimental fatorial 2% para verificar os efeitos dos
parametros umidade (U) é concentragdo da fonte de nitrogénio (N), com trés experimentos no
ponto central. Em virtude dos dados obtidos verificou-se a necessidade de ampliagdo dos niveis,
pois o modelo linear néio foi satisfatorio, sendo realizados mais quatro experimentos nos pontos
axiais (Delineamento Composto Central Rotacional - DCCR).



——— . ———

Com os resultados obtidos na execugdo do planejamento experimental DCCR, foi realizada
regressdo dos dados para obtengdo de um modelo empirico. Fez-se a validagio do modelo
através do Teste F para verificar se este € significativo ao nivel de confianga fixado. Por fim,
construiu-se a superficie de resposta. Os calculos desta segio foram realizados com o auxilio do
programa Statistica.

Os niveis das variaveis do planejamento experimental foram definidos com base nos
trabathos relacionados a Fermentagdo Semissolida desenvolvidos no Laboratdrio de Engenharia
Bioquimica (LEB) /UFCG utilizando o mesmo micro-organismo do presente trabalho. Como o
de Santos (2007) que estudou a produgao de pectinases atraveés da FSS, usando como substrato o
pedanculo de caju seco, observou a influéncia da umidade inicial e a suplementagdo do meio
com uma fonte de nitrogénio e uma fonte de fosforo. Alcintara (2008) em seu estudo verificou a
influéncia da atividade de agua e fonte de nitrogénio na produg3o de pectinases, por fermentagio
semissolida com o bagago do pedinculo do caju como subtrato.

Encontram-se, na Tabela 6, os niveis das vaniaveis reais e codificadas do planejamento
experimental ¢ na Tabela 7, encontra-se a matriz de planejamento experimental DCCR.

Tabela 6 - Niveis das vanaveis do planejamento experimental fatorial

i
i

Varidveis Nivel(-) Nivel(-1) Ponto Central (0) Nivel (1)  Nivel (-a)

U () 4 | 45 55 B S 69
N(%m/m) 04 @ 05 0,75 1,0 1,1

»

Tabela 7 - Matriz do planejamento experimental fatonal DCCR

Enssio UB, u N(%)
1 -1(45) i -1(0,5)
2 +1(65) -1(0,5)
3 -1(45) +1(1,0)
4 +1(65) | +1(1,0)
5 0(53) ; 0(0,75)
6 0(55) 0(0,75)
7 0(55) 0(0,75)
8 -a(41) 0(0,75)
9 +a(69) 0(0,75)

10 55) -a(0,4)
11 0(55) +a(l])
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4.4.6. Hidrolise Enzimatica do Farelo de Milho

As diferentes amostras do substrato farelo de milho foram submetidas a hidrolise
enzimatica seguindo os seguintes passos:

1 — Pesaram-se amostras de farelo de milho (0,2g; 0,25g; 0,3g; 0,4¢g; 0,5g; 0,8¢g e 1,0g) e
transferiu-se para cada uma erlenmeyer de 250 mL, correspondendo 7 ensaios no total;

2 - Para cada ensaio, adicionou-se 10 mL do extrato enzimatico apos determinagio da
atividade amilasica;

3 — As amostras foram encubadas em shaker com agitac¢@o orbital de 152rpm (rotagio que
se obteve boa homogeneizagdo) a 30°C (temperatura de fermentagéo);

4 — Retiraram-se amostras em intervalos regulares de tempo 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40
minutos de hidrolise, e destas amostras determinou-se a quantidade de agucares redutores.
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5. Resultados e Discussido

5.1. Caracterizacéo Fisico-Quimica do Farelo de Milho

Na Tabela 8 encontram-se os parametros observados e os desvios padrdes para a
caracterizacgdo fisico-quimica do farelo de milho.

Tabela 8 — Caracterizagao fisico-quimica do farelo de milho

Umidade (b.u) 11,64 + 0,09
Cinzas (%) 2,04 £0,25
AR (%) 0,47 +0,10
“Brix (%) 5,00+ 0,83
pH 4.82+0.30
Densidade Aparente 0,46 £ 0,10
Proteinas Totais (%) 6,87 £ 0,45
Pectina (%) 3,25+0,14
Celulose (%) 21,75+ 1,65
Amido (%) 51,06 + 328

Conforme a Tabela 8, o elevado teor de amido torna o farelo de milho uma excelente
fonte de carbono além de ser excelente fonte amilacea, componente indutor para a sintese de
amilases realizada por fungos.

De acordo com Spier (2005), como o amido € um polissacarideo, suas moléculas
complexas ndo sdo assimiladas diretamente pelos micro-organismos. Desta forma ndo havendo
outro componente assimilavel no meio, 0 micro-organismo passa a sintetizar aquelas enzimas
especificas que degradam o substrato complexo, como o amido contido no farelo de milho, em
agucares assimilaveis garantindo assim o crescimento e desenvolvimento do micro-organismo.

Os teores de proteina, °Brix, cinzas, umidade e o pH, do farelo de milho condiz com o
reportado por Campos et al. (2010), em seu estudo sobre a composi¢do nutricional da matéria-
prima e de substratos pré e pos cultivo de Pleurotus ostreatus.

O pH do farelo de milho apresentou um valor de 4,82, que esta proximo dos valores
encontrados por Santos ef al. (2005a), em seu trabalho de caracterizagdo do residuo seco do
pedunculo de caju, utilizando o mesmo agente metabolizador. O pH é uma variavel importante
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em qualquer processo biologico por induzir mudangas morfologicas no organismo e também
para a secrecdo enzimatica, havendo valores Otimos para o desenvolvimento de micro-
organismos. Geralmente, os fungos preferem pH entre 4,5 e 5,0. A mudanga de pH observada
durante o crescimento de um organismo também afeta a estabilidade do produto no meio.

O baixo valor encontrado de agucares redutores € suficiente para proporcionar um
crescimento inicial da populagdo microbiana, induzindo o micro-organismo a produgio de
enzimas através da hidrolise do carboidrato da fonte indutora, o amido.

O subtrato deve ter algumas caracteristicas que possibilitem o maior rendimento do
processo. A principal peculiaridade é o alto grau de acessibilidade do micro-organismo a todo o
meio e, para tanto, de suas caracteristicas mais importantes destaca-se a porosidade, o tamanho e
o formato das particulas (SCHMIDELL et al., 2001).

Na Figura 6 encontra-se a distribui¢io granulométrica do farelo de milho. Observa-se que
86% do farelo ficaram retidos nas peneiras de 14 e 24 mesh, o que corresponde aos tamanhos de
1,18 e 0,71 mm, tamanhos estes de particulas considerados satisfatorios para a fermentagdo

semissolida com fungos filamentosos.

60,00

50.00

40,00

30,00

% Retido

20,00

10,00

0.00
1.18 0,71 0.42 0.30 0.18

Figura 6 — Perfis granulométricos do farelo de milho
O tamanho das particulas de residuo do meio fermentativo deve ser obtido de forma
uniforme, que ndo se tenha nem particulas grandes, nem pequenas. De acordo com Del Bianchi
et al. (2001) se, por um lado, quanto menor o tamanho maior a area superficial e,
consequentemente, maior o grau de transformagdo, por outro lado o processo necessita ter uma
granulometria propria visando permitir a circulagdo do ar por entre a massa e a dissipagdo de

gases e calor produzidos, os quais poderiam vir a prejudicar o rendimento do processo.
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Souza (2010), estudando a recuperagdo de poligalacturonases produzidas pela fermentagio
semissolida do residuo agricola do maracuja amarelo, trabathou com particulas entre 0,71 € 0,42
mm. Santos (2007), estudando a produgio de pectinases por Aspergillus niger, utilizou bagago
de caju cujas particulas tinham dimensio variando de 0,42mm a 0.84mm, Correia (2004),
utilizando bagago de abacaxi como substrato para fermentagio semissdlida trabalhou com
particulas que variavam de 0,42mm a 0,59mm.

O valor de pectina observado de 3,25% encontra-se dentro do esperado em relagdo ao tipo
de substrato. O percentual de celulose de 21,75 pode ser justificado pelo fato do farelo de milho

apresentar em sua estrutura, uma guantidade considerada da casca do milho grio.

5.2. Processo Fermentativo e Analise Estatistica

Na Tabela 9 sio apresentados os resultados dos 11 ensaios, Atividade Amilasica (AA),
obtidos para o tempo de fermentagdo de 52 h. Esse tempo foi escothido devido as maiores

atividades situarem-se em torno desse tempo.
Tabela 9 - Matriz do planejamento fatorial 22 + 3pc + configuragio estrela (DCCR)

Ensaio Ulpw N(%) AA(U/g)
1 -1(45) -1(0,5) 344,49
2 +1(65) -1(0,5) 228,92
3 -1(45) +1(1,0) 256,49
4 +1(65) +1(1,0) 131,19
5 055) 0(0,75) 142,41
6 0(55) 0(0,75) 177,24
7 0(55) 0(0,75) 168,35
8 ~a(41) 0(0,75) 341,16
9 +a(69) 0(0,75) 04,47
10 0(55) -0{0,4) 191,50
11 0(55) +a(1,1) 151,40

Os perfis cinético do pH, umidade, agucares redutores e atividade enzimatica durante o
processo fermentativo do farelo de milho, nas condigdes do ponto central, séo apresentados na
Figura 7. No APENDICE 1 sio apresentados todos os perfis para as demais condigSes

experimentais estudados no presente trabalho.



Na Figura 7 ((a), (b), (c) e (d) sdo apresentados os resultados dos ensaios 5, 6 e 7 do
planejamento experimental correspondendo aos pontos centrais, que foram desenvolvidos com a
umidade de 55% em base Umida e concentragio de fonte de nitrogénio a 0,75%. Como
observagdo, os graficos ndo representam um modelo, as linhas sdo formas apenas formas de
apresentacao.

| € 100
| 5 |
s K“;‘ EXPS | : 80 ——EXPS
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Figura 7 — Perfil cinético do processo fermentativo do farelo de milho para os ensaios do ponto
central; (a) pH, (b) umidade, (c) Agucares Redutores e (d) Atividade Amilasica(AA)

De acordo com a Figura 7, observa-se que os resultados obtidos para os ensaios do ponto
central das variaveis estudadas teve comportamento reprodutivel, mostrando que houve uma boa
reprodutibilidade dos dados do processo fermentativo. Verificando um perfil de pH inicialmente
constante, diminuindo em torno das 15 horas, mantendo-se novamente constante até o final do
processo. O perfil de umidade manteve-se praticamente constante em todo processo. No inicio
do processo houve uma diminuigdo no teor de AR seguido de um acimulo até 30h de
fermentagdo, devido a uma possivel hidrolise de fontes de carboidratos mais complexos
presentes no farelo de milho (como por exemplo: celulose, pectina e amido) pelo micro-
organismo ao meio, em seguida percebe-se uma diminui¢do dos aciicares redutores até 75h de
fermentagdo, tornando-se praticamente constante até o final do processo. No periodo entre 15 e
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55h, houve uma produgio de amilase, com maior pico de atividade em 52 horas de fermentagio,
que pode ser explicado pelo fato que em baixas concentragdes de glicose, surge a necessidade da
quebra do amido associado ao crescimento do micro-organismo e dai explicas-se esse actimulo
em formas de agucares menos complexos, como a glicose, que podem ser metabolizadas pelo
micro-organismo, e dessa maneira por via metabélicas internas produz o aumento das enzimas
com maior atividade.

Mediante resuitados do planejamento experimental DCCR obtidos na Tabela 9, a

Equagdo 14 apresenta o modelo da regressio dos dados para a resposta atividade amilasica (AA).

AA = 162,67-73,72-U-30,31-N+ 38,98 [F+ 15,80 N°-2,43-UN (14) .

Onde os coeficientes em negrito sdo estatisticamente significativos ao nivel de 95% de
conflanca € U e N representam a umidade e concentragio da fonte de nitrogénio
respectivamente. Pode-se observar através da equagio que a fonte de mitrogénio ndo foi
estatisticamente significativa. Isso pode significar que o nitrogénio protéico presente
inicialmente no farelo de mitho, ja é suficiente para a metabolizagio do substrato pelo micro-
organismo.

Na Tabela 10 é apresentada a ANOVA do modelo codificado da resposta atividade

armilasica.

Tabela 10 - ANOQVA para a resposta atividade amilasica

Fonte de variacko  Soma de quadrades  Grauws de liberdade Quadrado médio

Regressdo 59543.74 5 11908,75
Residuo 8359,86 5 1671,97
Falta de Ajuste 7704,85 3

Erro Puro 655,01 2

Total 67903,60 10

R = 88%

Fealoutado = 7,12
lea’o 0,95',5;5 = 5,05

Através dos dados da Tabela 10, verifica-se que o modelo é estatisticamente significativo,
ao nivel de 95% de confianga, pois a razio de Fcalculado por Ftabelado = 1,41, esta acima de 1,0
(RODRIGUES e IEMMA, 2005). Sendo o modelo da regressdo dos dados experimentais da
resposta AA em estudo estatisticamente significativo, de acordo com a analise de variancia,

pode-se construir a superficie de resposta.
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Na Figura 8 ¢ apresentada a superficie de resposta da influéncia da umidade e da
concentra¢do da fonte de nitrogénio no meio fermentativo sobre a atividade amilasica.

Gurh
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Figura 8 — Superficie de resposta para atividade amilasica (AA)

Observa-se através da superficie de resposta que os maiores valores de atividade foram
obtidos quando ha diminui¢do da umidade inicial, independente da concentra¢io de nitrogénio.

Mediante exposto, buscando validar o modelo empirico encontrado (Equagdo 14), foi
realizado um experimento sem acréscimo da fonte de nitrogénio e com umidade inicial do meio
de 41(b.u). A Figura 9 apresenta os resultados obtidos para o pH e Umidade (a) e Atividade
Enzimatica e Agucares Redutores (b), na condig¢do estudada.
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Figura 9 — Perfil cinético do processo de produgiio de amilase, sem adigdo da fonte de nitrogénio
a}t ypH, ) Umidade e b) (+ ) Atividade Enzimatica, {  Aglcares
Redutores

Gbserva-se através da Figura 9b que em 5Zh de fermentaciio a atividade amilasica foi de
346,83U/g de meio fermentado. Confitmando que a fonte de nitrogénio ndo apresenta influéneia
sobre o processo de produg3o da enzima.

Verifica-se que o valor da atividade amilasica com a fonte de nitrogénic (Tabela 9),
apresentou atividade de 344,00U/g, que ¢ semethante ao valor encontrado no experimento sem a
fonte de nitrogénio.

Sendo assim, o nitrogénio protéico presente no meio de cultivo foi o suficiente para o
requerimento nufricional do micro-organismo, ou que o mesmo nio necessita desse
oligonutriente quando da utilizag@o desse substrato (farelo de milho).

QO perfil cinético de agicares redutores apresentou-se constante no inmicio do processo
demonstrando uma possivel fase de adaptagio do micro-organismo. Em seguida, houve um
acimulo de acilicares redufores até 52 boras de fermentagfo, onde se tem o pico de maior
atividade enzimética, corroborando com os experimentos realizados com a adigio da fonte de
nitrogénio inorginico.

O pH observado no ensaio ficou constante entre 0 ¢ 28h de fermentacfio ¢ apds 43 horas
diminuiu, passando de 4,56 para 3,16, no pesiodo de 52b até 9th manteve-se praticamente
constante no valor de 2,78, aumento para 3,10 no final do processo.

A redugio de pH foi coincidente com a fase de crescimento logaritmico do fungo, sugerido
que pode ter sido decorrente da secregiio de 4cidos orghnicos durante o processo fermentativo. O
pH esta entre os fatores mais importantes que afetam os processos de fermentagfo, uma vez que
ele pode alterar as substincias quimicas do meio de cultivo, ionizar moléculas polares e afetar
reagdes enzimaticas, e dessa forma influenciar no crescimento microbiano pelas mudangas
morfologicas e fisiologicas (MADIGAN ef al., 2004).

A umidade manteve-se praticamente constante até certo momento do processo
fermentativo, apresentando um leve aumento no final do processo devido, provavelmente, as
atividades metabdlicas acorridas ao longo do processo fermentativo.

Gongalves (2006) estudando a produgio de amilases por FSS obteve uma atividade
enzimatica de 95,2U/g de farelo de trigo, utilizando o fungo Thermomyces lanuginosus TO-03,
obtidos em dois picos, 120h e 192h de cultivo, com 70% de umidade inicial a 45 °C. Anto ef al.



{2006} utilizando farelo de trigo como substrato, atingiram uma mixima produgio da enzima de
271,0 U/gmu, com pH 50 e temperastura Otima de 55°C, por FSS pelo fungo da espécie
Aspergillus, onde perceberam um aumento da produglo da enzima pela adigio de nitrogénio
orginico (extrato de levedura e peptona, 0,02g/gmu). Kunammeni ef of (2005) também
estudando a produciio de amilase por FSS, obtiveram uma atividade enzimatica de 534 U/g de
farelo de trigo, utthzando o fungoe T. lanuginosus, apds um periodo de 120h de fermentacio, com
90% de umidade inicial a 50°C. Verificaram um aumento em dobro da produgdo de amilase com
a suplementacio do meio fermentativo com 1% de amido solivel (m/m) e 1% de peptona {m/m).
Os resultados obtidos neste estudo e comparados aos autores mencionados podem
evidenciar que o farelo de mitho pode ser considerado uma fonte vidavel na produgfo de amilase
através da fermentagio semisséiiiﬂa, apresentando inclusive valores competitivos quando
comparado com outras fontes de carbono, j4 que o valor de atividade amilisica méxima
observados foi 347,00 Ulg de meio fermentado, com umidade inicial de 41b.u e sem adigio de
sulfato de amdnio no meio, em 52 h de fermentagio. Vale ressaltar gue tais experimentos foram

realizados em condigBes sem otimizacio das variaveis do processo.

5.3. Hidrdlise Enzimitica do Farele de Milhe

O perfil de hidrolise para as diferentes massas do farelo de milho teve o comportamento
como disposto na Figura 10, de acordo com os resultados dos aglcares redutores para os

diferentes ensaios e sua velocidade.
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Figura 10 — (a) Perfil de hidrdlise enzimatica para as diferentes massas do Farelo de Milho nas
condigdes de estudo (Temperatura = 30°C, Rotagiio = 152rpm e Volume fixo de extrato enzimatico =
10 mL)} e (b) Perfil da velocidade de hidrélise.

43



Através da Figura 10 (a), perceber-se aumento gradative de agiicares redutores, conforme o
aumento do tempo de agio da enzima nos ensatos realizados com 8,2 a 0,8 g de substrato para 10 mL
de extrato enziméatico com atividade enzimatica de 344U/g, produzido sob a melhor condicio de
producio amlasica (41 b.u e sem adigio da fonte de nifrogémio). A maior guantidade de AR
produzido foi para o experimento em gue a massa de farelo foi de 0,2g apods 40 minutos de hidrolise.
Para a massa de substirato de farelo de 1g niio ocorren produgfio de agiicares redutores (AR}, ou seja,
ndo houve hidrolise enzimatica. Esse fato deve ter ocommido devido a4 quantidade de enzima em
relagdio 4 de substrato nfio ter sido suficiente para hidrolisd-lo ou uma possivel inibigo da enzima
pelo produto. Foi possivel verificar a capacidade bidrolitica das amilases contidas no exirato
enzimatico, através da liberagfio dos aghicares redutores, devido & quebra na cadeia dos polimeros de
amido.

Através da Figura 10 (b), observa-se que as velocidades iniciais aumentam para as quantidades
de substratos de 0,2 a 0,35g. Para as demais concentracBes ha uma queda brusca dessa velocidade.
Esse comportamento corrobora com o observado na Figura 10(a).

De acordo com os resultados, a enzima amilase produzida pelo farelo de milho pode ser
adicionada na ragfo animal {proprio substrato utilizado na fermentagfo), visto que haverd uma
melhor disponibilidade de nutrientes da ragfo através da degradagio do amido, proporcionando uma
methor digestibilidade dos alimentos logo nos pnimeiros dias de vida dos ammais monogastricos.

Dessa forma, a suplementagiic da enzima endégena (amilase) resultard em uma provavel
melthora na eficiéncia da produgfio avicela, pela possibilidade de maior aprovertamento dos
nutrientes nas ragGes de alimentos alternativos (farelo de miltho), de forma a minimizar os custos,

com melhoria no desempenho do animal.
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6. Conclusio

De acordo com o5 resultados obtidos, conclui-se que:

< A caracterizagio do residuo mostrou que este substrato pode ser considerado viavel

para produc¢io de amilase;

L
Q‘f

A fonte de mtrogénio inorginico ndo afetou a excreciio da amilase pelo micro-

organismo;

< Através da agfo enzimatica {amilase) produzida pelo farelo de milho, houve a produgfio de
agticares redutores a partir da hidrdlise do farelo de mitho (raglo animal), enfatizando seu
uso como alimento altermativo nas dietas das aves, pela melhor disponibilidade dos

nutrientes no substrato fermentado, apds suplementagfio enzimatica.
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APENDICE I

Perfis cinéticos do processo fermentativo de produgio de amilase pela FSS em farelo de
milho correspondente aos ensatos 1, 2, 3, 4 e os quatro pontos axiais do planejamento fatorial —

{a) pH () e Umadade { _ — (b} Atividade Enzimatica { ). Agtcares Redutores ( ).
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< Ensaio 3 (Umidade inicial do meio = 65% e Concentragio da fonte de nitrogénio = 0,5%)
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& Ensaio § - Ponto axial (Umidade inicial do meio = 41% ¢ Concentrago da fonte de
nitrogénio = 0,75%)
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Ensaio 9 - Ponto axial (Umidade inicial do meio = 69% e Concentragiio da fonte de

nitrogénio = 0,75%)
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% Ensaio 10 - Ponto axial {Umidade nicial do meio = 55% e Concentragio da fonte de

nitrogénio = 0,4%)
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