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RESUMO 

A aceitacaozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA das enzimas pela industria de alimentacao animal tern sido eada vez maior 

devido ao aumento do conhecimento sobre suas funcoes e propriedades. O objetivo principal de 

utilizar enzimas nas dietas das aves e de melhorar a efitiencia da producao avicola atraves de 

uma melhor utilizacao da racao, pelo aumento da digestibilidade dos aiimentos com reducao da 

perda dos nutrientes pelas fezes, sendo possfvel o uso dos aiimentos alternatives sem afetar o 

desempenho desses animals. O objetivo desse trabalho fbi produzir enzimas amiloliticas fungicas 

por fermentacao semissolida (FSS) usando como agente metabolizador ozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus niger 

mutante CCT 0916 e como substrato o farelo de milho, residuo do processamento industrial a 

seco do milho, constituido de casca, germen e porcpes de grits (pequenas fracoes do milho), 

visando observar o potencial desse substrato como produtor das enzimas e a acao das mesmas 

em hidrolisar o farelo de milho para que o mesmo possa ser usado como racao animal. Utilizou-

se como ferramenta a metodologia de planejamento experimental fatorial 22 para verificar os 

efeitos dos parametros umidade e concentracao da fonte de nitrogenio no processo de 

fermentacao. Atraves da caracterizacao do substrate, const atou-se que o farelo de milho possui 

51% de amido, sendo assim uma fonte potencial de carboidrato para a producao de amilases. O 

acompanhamento cinetieo mostrou que as melhores condic&es pam a producao da amilase foram 

atingidas em 52 horas de fermentacao com umidade initial do meio de 41% (b.u) obtendo uma 

atividade enzimatica de 347U/g de meio fermentativo. A superficie de resposta mostrou que os 

maiores valores de atividade foram obtidos quando houve diminui^So da umidade inicial 

independente da concentracao de nitrogenio. O estudo da hidrolise do farelo de milho com o 

extrato enzimatico mostrou que as enzimas realizam a quebra da cadeia de polimeros de amido, 

transformando-a em estruturas menos complexas, tendo urn potential como suplementacao nas 

dietas dos frangos de corte, atraves da melhor disponibilidade dos nutrientes da racao. 

Palavras-chave: AspergilluszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA niger, racao animal, grits, enzimas amiloliticas. 



ABSTRACT zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

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 diet of the birds and to improve the efficiency of poultry production through better use of the 

ration, by increasing the digestibility of thezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 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 corn, consisting of bark, and germ portions of grits (a 

small fraction of the endosperm), aiming observe the potential of this substratum as enzyme 

producer and their action to hydrolyze com bran to be used in animal ration. Was used as tool the 

methodology of factorial experimental design 22, in order to verify the effects of moisture and 

concentration 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 fermentarion with initial moisture conditions 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 com bran with the enzyme extract has shown that the enzymes 

perform breaking the polymer chain of starch, making it a less complex structure, having a 

potential supplementation in the diets of monogastric animals by better availability of nutrients 

in the ration. 

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



1.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Introduce 

Nos ultimos anos a producao e o cottsutno de came de frango e as exportacdes aumentaram 

muito se comparado a outros produtos (MUVIXAL, 2QO0). A relacao adequada entre demanda e 

fomecimento tomou-se urn referential na producao avicola para manter-se no mercado 

competitivo. 

As enzimas podem contribuir a partir do moment© que reduzem os efeitos dos fatores 

antinutricionais presentes em quase todos os aiimentos (COUSINS, 1999), aumentando a 

digestibilidade dos nutrientes, e como consequentia, permttem alteracoes nas formulacdes das 

racoes de forma a minimizar o custo, maximizando o uso de ingredientes energeticos e proteicos 

nas racoes (ARAUJO, 2004). Alem disso, as enzimas miniinizam o impact© da producao avicola 

no meio ambiente causado pelos nutrientes excretados nas fezes e potentializam a aeao das 

enzimas endogenas. 

De acordo com a sua finalidade, as enzimas usadas em racdes animals podem ser divididas 

em dois tipos: 1) enzimas destinadas a complementar quantitativamente as proprias enzimas 

digestorias endogenas dos animais (proteases, amilases) e 2) enzimas que esses animais na© 

podem sintetizar e/ou sintetizam em pequenas preporcoes (p-gtucanases, pentosanas, e a-

galactosidases) (CAMPESTRINIzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA eiaL, 2005). 

As amilases promovem a hidrolise do amido em acucares redutores, sendo detectadas ha 

mais de urn seculo em grande variedade de materials biologicos (MINAFEA, 2007), Na 

alimentacao animal as amilases proporcionam a suplementacao de enzimas endogenas, com a 

degradacao mais eftciente do amido, melhoraiido a digestilMHdade dos aiimentos dos animais 

monogastricos. 

GhazalahzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al. (2005) aflrmam que a suplementacao enzimatica melhora o desempenho 

animal e permite a reducao de energia na formulacao das racoes animais pela reducao ou 

eliminagao dos fatores antinutricionais. Defeiem-se fatores antinutricionais como sendo aqueles 

gerados em aiimentos in natura* pelo metabolismo normal da espetie da qua! o material se 

origina, e por mecanismos diferentes, decomposicao ou inativacao de alguns nutrientes, 

diminuicao urilizacto digestiva ou metabolica do aliment©* no qual exeree efeitos contraries a 

nutricao adequada. Apesar de nao apresentarem toxidade, a presenca desses fatores no alimento 

results em crescimento reduzido, conversao alimentar ruim, alteracoes hormonais e esporadicas 

lesoes nos orgaos (COUSINS, 1999). 

1 



Trabalhos realizades tem demonstrado respostas positives quanto a digestibilidade de 

nutrientes e ao desempenho das aves aiimentadas com racoes a base de milho e soja, quando 

estas foram suplernentadas com enzimas, como carboidrases, proteases, amilases, pectinases e zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

alfa-galactosidase, portanto, o uso de enzimas na alimentacao animal pode aumentar a eficiSneia 

de producao (NUVTTAL, 2000). 

ZanellazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA etzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA al. (1999) veriftcaram que a suplementacao de amilase e protease na dieta a base 

de milho e soja para frangos de corte, reduziu a smtese destas enzimas endogenas em 23,4% e 

35,5%, respectivamente. Supoe-se que a secrecao de enzimas pancreaticas seja afetada pela 

concentracao de enzimas no intestino delgado e ou substratos ou produtos de hidrolise. 

Rodrigues et al (2003), estudando o efeito da suplementacao enzimatica no desempenho 

de frango de corte, digestibilidade de nutrientes e valores energeticos, concluiram que, a adic&o 

de um complexo enzimatic© contendo xilanase, amilase e protease, em racoes para frangos de 

corte (14 a 27 dias de idade) melhorou a digestibilidade da proteina bruta, do amido e a energia 

digesrivel das racoes. 

Com a ajuda de bacterias e Hinges, a tecnologia da fermentacao tern produzido uma grande 

quantidade de enzimas que podem degradar varias formas de amido, acucares, proteinas, fdsforo 

e celulose para uma absorca© mais rapida no trato digestivo (COSTA et al,, 2007)- Varios 

complexes enzimaticos tern sido utifizados para sotacionar problemas digestivos, onde seu 

beneficio terapeuttco e muito reconhecido 

Uma das alternativas para a producao de enzimas e atraves da Fermentacao Semissolida 

(FSS). A fermentacao semissolida pode ser definida como processes que referem-se a cultura de 

micro-organismos sobre ou dentro de particulas na matriz solida (substrato ou material inerte), 

onde o conteiido de Mquido (substrato ou meio umidificante) ligad© a ela esta a um nlvel de 

atividade de agua que, por um lado, assegure o crescimento e metabolismo das celulas e, por 

outro, nao exceda a maxima capacidade de ligaeto da agua com a matriz solida (SCHMDELL 

et al, 2001) Essa tecnica apresenta varias vantagens sobre a Fermentacao Submersa destacando-

se a facilidade de manuseio, o baixo custo operacional e a obtenca© de enzimas a partir de 

reaproveitamento de diversos tipos de residues agroindustriais IgBoeeiuldsicGS* que apresentam 

baixos custos para aquisicSo e em muitos cases, sSo considerados problemas ambientais. Desse 

modo, a FSS contribui para a diminuicSo de poluentes solidos, transformando-os em produtos de 

alto valor agregado como: enzimas, polissacarideos, antibiotices, dertre outros (SHIOTA et al,, 

2001). 



O milhozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA contribui normalmente com 55 a 65% na composicSo das racoes, e representa 

aproximadamente 40% do seu custo. Como a maioria dos cereals, por ser uma dieta de baixa 

digestibilidade devido a presenca de fctores antinutricionais assim como o sorgo e a soja, esta 

sendo pesquisadas enzimas para sua adicao como a amilase, protease, pectinase, lipase e 

xiianase, visto que sao os ingredientes mais utilizados nas condicdes brasileiras de producao 

animal e podem ter a digestibilidade melhorada (CAMPESTRM1zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al, 2005). 

Desta forma tambem e evidenciada a mtportancia em viabilizar o use de fontes energeticas 

alternativas ao milho. Neste sentido, o farelo de milho (FM), urn subproduto do processamento 

industrial a seco do milho, constitotdo de easca, germen e porcoes de grits (pequenas fracoes do 

milho), encontra-se disponivel para o consume animal. 

Propoe-se atraves de um processo de fermentacao semissolida, utilizar o farelo de milho 

como substrato na producao de amilase, tendo como motivacSo da pesquisa o uso do substrato 

para producao da enzima, sendo a mesma fonte de nutrientes que comumente e utilizado nas 

dietas das aves, uma vez que essa enzima produzida e posta em contato com o farelo de milho 

melhora significativamente a digestibilidade desse aliment© consumido por esses animais, 

atraves da complementacao das enzimas disgesfcorias endogenas (amilases), tornando assim 

certos nutrientes disponiveis para absorclo, alem de aumentar o valor energetic© dos 

ingredientes de menor custo. Deve-se ressaltar que pela literatura consuftada nas mais diversas 

bases de pesquisas nao foram encontrados artigos que referenciasse a producao de enzimas 

usando como substrato o farelo de milho, bem como, esforcos de melhorar a sua atividade 

nutritional. A presente pesquisa concentrou-se em verificar a viabilidade da producao de 

enzimas amilasicas no farelo de milho por FSS, visando futuramente verificar o efeito da mesma 

na alimentacao das aves com o farelo de milho. 
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2. Objetivos zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.1. Objetivo Geral 

O objetivo geral desse trabalho foi o estudo da producao de amilase (cinetica 

fermentativa), usando como substrato o farelo de milho, utilizando o fbngozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus niger 

mutanteCCT 0916. 

.2. Objetivos Especificos 

• Avaliar o substrato (farelo de milho), quanto a granulometria, densidade aparente, 

umidade, cinzas, teor de acucares redutores, teor de solido soluvei (°Brix), amido, 

protema total, celulose e pectina, atraves da caracterizacao; 

• Acompanhar a cinetica de FSS para a producao de amilase (cinetica fermentativa) 

com avaliacao da infludncia das variaveis umidade roicial e concentracao da fonte 

de nitrogenio, aplicando como ferramenta o planejamento experimental 22 com tres 

repeticSes no ponto central; 

* Verificar se o extrato enzimatico produzido provoca a Mdrdlise enzimatica das 

amilases no farelo de milho, atraves do acompanhamento cinetieo da hidrolise do 

amido em elicose. 

4 



3.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Revisio BiUiogrifiea 

3.1. Enzimas, Amido e Enzimas Amilasicas 

Predominantemente, as enzimas sao classiftcadas como proteinas globulares. Be forma 

simplificada, como definido por CHAMPE e HARVERY (1989), as enzimas atuam como 

catalisadores biologicos, diminuindo a energia de ativacao e acelerando a velocidade das reacoes 

sem serem consumidas durante o processo, 

Segundo Santos (2007), uma das caraeteristicas notaveis desses biocatalisadores quando 

com paradas com catalisadores quimicos sao a especificidade pelo substrato e a especificidade 

em promover somente uma reacao bioquimica com o seu substrato, em condicoes brandas de 

reacao e menores problemas ambientais e toxicologicos. Elas sao divididas em seis grandes 

classes, baseadas no tipo de reacao que elas catalisam. As seis classes representativas das 

enzimas industrials sao: oxiredutases, transferases, hidrokses, liases, isomerases e Hgases. 

As enzimas sao obtidas atraves de tres fontes; animais superiores, vegetais superiores e 

micro-organismos. Os organismos superiores foram os primeiros utilizados como fontes de 

enzimas. O efeito do amaciamento da came por mamao (papaina) levou a um expressivo cultivo 

da planta com proposito de produz.tr a enzima papaina da familia das proteases. Outras enzimas 

sao extraidas de orgaos de animais, como, tripsina e quimotripsina do pancreas de porco. Essas 

fontes apresentam algumas desvantagens tais como: o tecido utilizado na extracao da enzima 

pode sofrer limitacoes de suprimento quando a demands awmenta, requer cuhivos de grandes 

areas e estao sujeitas a intempenes (COURI, 1993). 

A producao de enzimas e um dos principais exemplos de processo biotecnologico 

industrial, em amplo desenvolvimento. 

A maioria das enzimas produzidas comercialmente sao de origem microbiana devido a 

uma serie de vantagens: a producao pode ser aumentada iacilmente devido a sua diversidade, a 

sua sensibilidade a alteracoes geneticas permite obtencao de Hnhagens melhoradas quanto a 

producao e qualidade, possibilidade de producao em larga escala em fermentadores industriais e 

melhor desempenho operacional e economico, quando comparados ao processos de extracao de 

enzimas de tecidos animais e vegetais (NOSB, 1999). 

Ressalta-se, ainda, que a conducSo dos processos para obtencao das enzimas microbianas 

pode ser controlada, para atender as necessJdades do mercado (NOSB, 1999). Especialmente no 

Brasil, por suas caraeteristicas cliniaticas, existe abundancia de substratos, recursos renovaveis, 
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que podemzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA ser transformados, 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 MitidierizyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al. (2002), 

os processos industrials biocatalisados apresentam muitas vantagens como: menor impacto 

ambiental, menor consume energetic©,, uma vez que as enzimas sao biodegradaveis e sendo 

altamente espetificas minimizam os efeitos indesejaveis. Alem de poderem ser usadas para 

substituir produtos quimicos como compostos causticos, acidos e solventes toxicos que agridem 

o meio ambiente, provocam o desgaste de materials e perigo ao ambiente de trabalho. 

Os micro-organismos que produzem enzimas comerciais sao, na maioria das vezes, fungos 

como A. niger,zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Rhizopus myzae, Rhizomucor meihei e leveduras como Candida spp e 

Saccharomyces spp. Varias pesquisas tern sido conduzidas com fimgos geneticamente 

modiflcados e outros micro-organismos com a finalidade de se obter um aumento no rendimento 

e na estabilidade das enzimas (NOSB, 1999). 

Sao inumeras as aplicacdes envolvendo enzimas, incluindo-se as relacionadas a producao 

de animais de interesse economic© e social. Segundo Silva (2009) sabe-se que no trato 

gastrintestinal (TGI) dos anamais* as enzimas exogenas exereem acao digestiva complementar 

(ou isolada) as existentes, isso acontece devido a sua atuacao sobre substratos alimentares, 

havendo assim uma maior incorporate de nutrientes ae metabolism© celular, aumentando o 

valor energetico de ingredientes mais baratos. 

Uma substantia de reserva para a maioria das plantas superiores, composto inteiramente de 

D-glicose, o amido constitui tambem uma fonte de energia essencial para muitos organismos, 

inclusive o homem. 

O amido e um dos polimeros mais abundantes na natureza e depois da celulose, e o 

principal carboidrato sktettzado pelas plantas. Composto de D-glicose esse polissacarideo e 

facilmente assimilado na dieta humana e representa uma das principals fontes de energia 

aiimentar em tedo mundo, por fazer parte dos principals aiimentos base da maioria das 

populacoes, como o milho, 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 producao de outros compostos 

quimicos e tambem como substratos em fermentacoes (VTEBULE e ZEDCUS, 2001). 
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De acordo com Laszlo elzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA alzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (1986), o amido e acumulado nos vegetais na forma de 

granules insoluveis, os quais sSo compostos basicamente de dois polimeros quimicamente muito 

parecidos: a amilose e a amilopectina que aparecem na proporcao media de 25% e 75%, 

respectivamente. 

Na Figura 1 e mostrada a estrutura da amilose e da amilopectina. 

Figura 1- Coniermacao estrutural e formulas quimica do amido: a) amilose e b) amilopectina 

(ROBYT, 1998) 

A amilose e um polissacarideo formado de cadeias lineares helicoidais de residues de 

glicose unidos entre si por ligacoes glicosidicas a-1,4. Cada volta da espiral pode ser formada 

por cerca de seis unidades de glicose, ja a amilopectina constitui a fraeao altamente ramificada 

do amido, possuindo varias cadeias de residues de glicose unidas entre si por Hgaedes 

glicosidicas a-1,4 das quais partem ramificacoes com ligacoes a-1,6 a cada serie de 25 a 30 

residues de glicose (LASZLO et al, 19S6). 
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GuptazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (2003) citam que as amilases sao enzimas que sSo conhecidas por hidroiisar a 

molecula de amido liberando dtferentes produtos, inclumdo dextrinas e progressivamente 

pequenos polimeros compostos de unidades de glicose, compreendem as hidroiases. 

As amilases comecaram a ser produzidas no initio do seculo passado em decorrencia do 

interesse industrial da producao de glicose a partir de materials amilaceos. A enzima 

Takadiastase foi a primeira a-atnilase fungiea produzida em grande escala pelo pesquisador 

Takamine, considerado o primeiro metodo de producao microbiologica, citado por SOCCOL et 

al. (2005), Desde entSo, as tecnicas e processos utilizados para este fim foram aprimorados. 

As amilases podem ser divididas em duas categorias; as endoamilases e as exoamilases, 

com base no local de acao. As endoamilases catattsam a nidroltse das ligacoes glicosidicas do 

tipo a-1,4, de uma maneira aleatoria, no interior da molecula de amido. Sua acao resulta na 

formacao de oligossacarideos ramificados e lineares de varios comprimentos de cadeias. Por 

outro lado, as exoamilases hkfroUsazn, sucessivamente, ligacoes glicosidicas a partir da 

extremidade nao redutora das mesmas, resultando em produtos finals pequenos (GUPTAzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al, 

2003). 

Na Figura 2 e mostrada a acao conjunta das enzimas que degradam a molecula de amido. 

Figura 2 - ClassificacSo das enzimas amiloliticas (NIGHAM e SINGH, 1995). 

Segundo Vihinen e Manrsala (1989), as enzimas amilasicas e suas especifitidades sao 

defmidas como: 

As a-amiiases (EC 3.2.1.1, a-1, 4-I>-glieano glicanoidrolase) correspondem a 

endoamilases, que atuam ao acaso ao longo da cadeia de amilose e amilopectina hidrolisando as 
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ligacoes a-zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA1,4 e liberando maftoHgossacarideos. Tambem chamadas de enzimas dextrinizantes, 

estas enzimas sao divididas em duas categorias, de acordo com o grau de hidrolise 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 responsaveis pela rapida reducao da viscosidade do amido em 

comparacao com as primeiras (VHBNEN e MANRSALA, 1989). 

Para a producao dessas enzimas pode ser utilizado uma variedade de organlsmos, como 

bacterias, fimgos, leveduras e actinomicetes, porem as eitzimas derivadas de fungos e bacterias 

sao dominantes. Dentre os principals produtores de e^amitases incluem generozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus e zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Bacillus (PANDEY et al, 2000) 

As glucoamilases (1,4-a-D-glucano glucohidrolase EC. 3.2.1.3), tambem conhecidas 

como amiloglucosidases, slo produzldas principalmente por fongos. Sao exoamilases que 

catalisam a quebra das ligacoes glicosidicas a-1,4 a partir de uma extremidade nao redutora da 

molecula de amido. Bla pode atuar tanto nas moleculas de amilose ou amilopectina do granule 

de amido como em oligossacarideos relacionados, liberando D-glucose na conflguracao p. Em 

uma velocidade menor, as glucoamilases tambem atuam hidroiisando as ligacoes a-1,6 e 

algumas a-1,3. Sugere-se, portanto, que a acao da gtaeoamilase ocorra por meio de um 

mecanismo muttisseriado no qual a enzima atua aleatoriamente em toda a molecula de substrato. 

As p-amilases (EC 3.2.1.2, a-l,4-B-^icano-maltoidro!ase) sao exoenzimas que 

hidrolisam a penultima ligacao a-l,4„ a partir da extremidade nao redutora da molecula de 

amilose, separando-a em duas unidades de glicose, por mversao, na forma de p-maltose 

(HARGER, 1982). Ka industria de aiimentos e bebida, esta enzima e empregada para converter 

solucao de amido em solucao de maltose. Esse tipo de amilase esta distribuldo nos tetidos das 

plantas onde hidrolisa amido em p-maltose, sendo particularmente abundante em soja, trigo e 

cevada, principalmente durante a germinacao. 

As pululanases (a-dextrina-6-glucohidrolase, EC. 3.2.1.41) sao endoamilases 

desramificantes que quebram as ligacoes a-1,6 do pululano, um poMssacarideo linear que 

consiste de maltotrioses unidas por ligacoes glicosidicas e que nao pode ser degradado por 

a- ou p-amilase. O produto dessa hidrdlise corresponde as maltotrioses. Estas enzimas tambem 

sao capazes de agir nas ligacoes a-1,6 das moleculas de amido, amilopectina e dextrina Hmite, 

originando um produto de reacao sem ponto de ramificacao. 
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As isepuiulanases (pululan 4- glucohydrolase, E.C. 3.2.1.57) sao enzimas que quebram as 

ligacoes glicosidicas a-1,4 do pululano, mas que nao tern nenhuma atividade sobre o amido. 0 

produto da acao dessas enzimas e a isopanose. 

As isoamilases (glkog&io-6-giucanoMdroIase, EC. 3.2.1.68) sao endoamilases 

desramificantes que hidrolisam as ligacoes a-1,6 de amilopectina, glicogenio, varias dextrinas 

ramificadas e oligossacarideos, mas nao hidroBsa a ligacao a-1,6 do pululano. Estas enzimas sao 

similares as pululanases, perem requerem pelo menos tres unidades de glicose na cadeia 

ramificada para serem capazes de hidrolisa-la. As isoamilases tern sido encontradas em poucas 

linhagens de microrganismos e sao usadas para desramificarem a molecula de amido na 

producao de glicose e maltose. 

Outras enzimas classificadas dentro do grupo da amilase, mas que sao pouco relatadas na 

literatura sao as Isomakase (Dextrina o-a-B-gkcano hydrolase EC 3.2.1.10X que hidrolisam 

ligacoes a-l,6-D-glicosidicas em isomaltose de dextrinas e as a-glucosidases (ct-D-gucosidica 

3.2.1.20), que hidrolisam ligacoes a-1,4-D-glicose nos terminals nao redutores do residues de 

oligossacarideos liberando a-D-glicose. 

Essas enzimas apresentam uma aplicabilidade muito diversirlcada. No processo de 

aiimentos o seu uso tem apresentado muito beneflcies* pois alem do rendimento ser semelhante 

ou maior do que o do processamento quimico, nao ha formacao de compostos nao desejados. 

Alem de apresentarem a vantagem de catalisar reacdes sob condicoes moderadas, sendo naturais, 

nao texicas e a maioria das enzimas e ativa em baixas ceneentracdes (FENEMA,zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 1993). 

As amilases tem sido bastante aplicadas na conversao do amido em alcool etilico 

utilizando-se, simultaneamente, a sacarificacao e a fermentacao (SINGHzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et at, 1995; 

KOBAYASHI et al., 1998). Nesse processo, glucoamilases e a-amilases de A. niger sao 

adicionadas em meio fermentative contendo celulas dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Saccharomyces cerevisiae. O amido 

presente no meio fermentative e cenvertido, atraves da acao conjunta das amilases, em glicose 

que posteriormente e convertida por fermentacao em etanol (RAIOKA era/., 2004). A apltcacae 

das amilases na producao de etanol tem solucionado em parte o prob'ema em que alguns paises 

apresentam em fimcao da escassez de reservas de combustivel, alem do biocombustivel ser uma 

alternativa eficiente por conciliar aumento de seguranca energetica, com beneficios para combate 

ao aquecimento global e uso de fontes renevaveis. 

O emprego dessas enzimas na preparacao de pao pode retardar o processo de 

envelhecimento, mantendo o pao "fresco" por mais tempo. A a-amilase fungica confere maior 

10 



potencial fermentative, ja a amiloglicosidade confere melhora do sabor e aroma de paes e 

tambem proporciona crosta com melhor coloracao (NOVOZYMES, 2005). 

Outre segmento onde as amilases apresentam atualmente um papel muito importante e na 

industria de racao animal, onde estas proporcionam a suplementacao de enzimas endogenas, com 

a degradacao mais eficiente do amide, meihorando a digestiibilidade dos aiimentos das aves. 

Segundo Cousins (1999), a formulacao de racao moderns e voltada principalmente para 

fornecer aiimentos com densidade de nutrientes para se alcancar alto desempenho do animal e ao 

mesmo tempo alcancar custos mraimos. 

Atualmente varias pesquisas esta© sendo realizadas em tern© do use de enzimas como a 

amilase, na suplementacao da alimentacao dos frangos de corte, em busca de possiveis 

forniulacSes de racoes mais economicas e eficientes (COTTAzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et ah,zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 2006). 

BrumzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al. (2006) trabalharam com a-amilase de Aspergillus oryzae e observaram 

aumento no ganho de peso das aves com ate 23 dias de idade. Onderci et al. (2006) 

suplementaram dietas a base de milho com cultura de Escherichia colit produtoras de a-amilase 

e observaram melhora no desempenho das aves e aumento da digestibilidade dos nutrientes. 

3.2. Utilizae^o de Enzimas na Alimentacao Animal 

No segment© da producae animal, a avicultura industrial esta em constante progresso. 

Entre os varies fatores, pode-se dizer que a nutricao tem desempenhado importante papel com 

intensa busca de melhora no aproveitamente dos nutrientes da dieta, uma vez que a alimentacao 

e o item de maior custo na producao de frango de corte (CA1RES et al, 2008). 

De acordo com Flores et al. (1994), o use destes aditivos alimentares tem como objetivo 

melhorar a eflciencia de producao dos animais pelo aumento da digests© de produtos de baixa 

qualidade e reducao da perda de nutrientes nas fezess sendo possivel baixar os niveis nutricionais 

da dieta com possiveis vantagens econdmicas-

Segundo Sheppy (2001), existem quatro principals razoes para utilizacao de enzimas na 

nutricao animal: 

1 - Remocao de fatores antmutriclenais: os c©mponentes da parede celular dos graos (p~ 

glucanos e arabinose) possuem um efeito antinutricional nas aves, Quando estes componentes se 

encontram na forma soluvel, aumentam a viscosidade da ingesta, interferindo na motilidade e na 

absorcao de outros nutrientes e lavorecendo o aparetiment© de fezes umidas e pegajosas, sendo a 

causa de baixos rendimentos. As enzimas p -glucanases sao especiiicas para estas fracoes de 
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polissacarideos e podem ser aditioaadas nas dietas para melhorarzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA a qua! idade nutritional dos 

graos de cereals, como a cevada, centeio, aveia, trigo e triticale. 

2 - Aumento da disponibiiidade de nutrientes: a ma digestibilidade das materias-primas e, 

a principle, o resultado da quantidade insuficiemte de enzimas endogenas para extrair os 

nutrientes dos aiimentos. A suplementacao de enzimas nas dietas pode melhorar a acao massal 

das enzimas endogenas sobre os ingredientes traditienais, melhorando o seu valor nutritive e e 

desempenho das aves. 

3 - Aumento na digestibilidade de polissacarideos nao amilaceos (fibras): os monogastricos 

nao tem capacidade endogena para digerir as fibras. Enzimas exogenas podem ser utilizadas para 

hidrolisar os polissacarideos nao amidicos que podem, potencialmente, serem utilizados pelas 

aves. 

4 - SuplementacSo na producao de enzimas endogenas: em aves e suinos jovens, a 

producao de enzimas endogenas e menor que em adultos, de mode que, a digestibilidade dos 

aiimentos, em geral, e menor nos animals jovens, podendo ser melhorada pela adicSo dessas 

enzimas. 

Uma lista das principals enzimas utilizadas na alimentacao das aves e apresentada na 

Tabela 1. 

Tabela 1- Enzimas utilizadas na avicuhura 

Enzimas j Substratos Efeitos 

XtlanasezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA \ Arabinoxilanas j Rediscao da viscosidade da digesta 
Glucanase ) f̂ gliicanos 

• Reducao da viscosidade da digesta 
\ Menor umidade na cama 

Pecttnases ( Pectinas j Redu§5o da viscosidade da digesta 
Celulases |_ Celulose ( Degradacao da celulose e libera^ao d zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAB nutrientes 
Proteases ! Proteinas zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

t 

j Suplementacao dc enzimas 
] Degradacao mais eficiente de protein 

endogenas 
as 

Amilases \ Amido 
( Suplementacao de enzimas zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

1 Degradacao mais eficiente do amido endogenas 

Fiiase { Acidofitico j Melhor utihzacao do fosforo nc 

| Eemocao do acido fitico 
i  .„  . . .  ,  

& vegetais 

j Lipideos | Melhora a utilizacao dc gorduras animais c 

j j vegetais 

Fonte: adaptado de CHOCT eKOCHER (2000). 

A biotecnologia esta envolvida com novas enzimas e com a combinacao destas com novas 

aplicacoes para permitir melhorias na alimentacao animal. De acordo com Cowieson et al. 

(2006), atualmente existem grandes pesquisas com enzimas com foco na qualidade dos 
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ingredientes,zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA seguranca alimentar, efeito da idade da ave, efeito de varios sitios de atividade, 

doses enzimaticas e redocto da pokiicao ambtecEtal. 

Um exemplo claro do uso de enzimas exogenas na alimentacao animal e o seu potencial de 

reducSo do poder poluente dos aSiinentos, atraves da hidrolise do acid© fitico, forma organica sob 

a qua! o fosforo se apresenta nos aiimentos de origem vegetal A adicao de fitase na dieta desses 

monogastricos evita que o fosforo seja eliminado nas excretas quase na sua totalidade, uma vez 

que as aves nao apresentam essas enzimas exogenas no seu si sterna digestive (CAIRESzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et a/., 

2008). 

Alem do fosforo, o uso destas enzimas na racao das aves e suinos, melhora a 

digestibilidade e disponibilidade de outros nutrientes para os animais, como o nitrogenio, calcio, 

cobre e zinco, dkninuindo a sua presenca nas fezes e urina, e conseqiientemente, a sua deposicao 

no meio ambiente (CAMPESTRINI etal. ,2005). 

A formulacao de racao moderna e voltada principalmente para fornecer alimento com uma 

densidade de nutrientes, para se alcancar o alto desempenho do animal e ao mesmo tempo 

alcancar custos minimos. Bessa forma qualquer atividade para reduzir a quanttdade de fatores 

antinutricionais ira afetar © desempenho do animal. Alem dos tratamentos durante o 

processamento da materia-prima, as enzimas atuam na eliminacao de efeitos negatives de fatores 

antinutricionais. A suplementacao de enzimas exogenas na racao pode simplesmente ajudar o 

sistema enzimatic© endogen© (protease, amilase, lipase) ou suplementar enzimas as quais nao 

estao presentes no sistema digestive do animal (fitase, xilanase, pectinase) (COUSINS, 1999). 

Nas paredes celulares dos cereais que sao os principals componentes da alimentacao das 

aves e suinos, encontram-se os carboidratos complexes classificados como PNA, definidos como 

macromoleeulas de peMmeros de acucares simples, monessacarideos, unidos pela ligaeao 

glicosidica formada por um grupo hemiacetal de um acucar, um grupo hidroxila do outro, 

quando ingeridos apresentam baixa digestibilidade para es animals monogastricos, que nae tem 

capacidade enzimatica de digerir celulose, arabinoxilano, beta-ghicanos, pectinas, entre outros, 

chamados de polissacarideos nao-amilaceos (BEDFORD, 1996). 

As propriedades antinutricionais de PNA's surgem em funcao da sua elevada capacidade 

de ligar-se a grandes quantidades de agua causando um aumento da viscosidade intestinal do 

animal, e reduzindo a digestibilidade de outros componentes da dieta, comprometendo o 

desempenho dos animais (CONTE, 2003). De acerd© com CAMPESTRINI et at (2005), em um 

ambiente viscoso, os nutrientes com© as gorduras, amido e proteinas, se tornam menos acessiveis 
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e disponiveis as enzimas endogenas, como a amilasezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA e protease. Alem de uma menor 

digestibilidade destes nutrientes, a viscosidade elevada deste bolo alimentar aumenta a 

quantidade de fezes urmdas. O efeito positivo da inchisSo das enzimas de PNA na dieta dos 

animais pode ser medido em termos de melhoria dos parametros de desempenho, como ganho de 

peso ou taxa de conversao alimentar. 

Varias pesquisas estao sendo realizadas com o objetivo de avaliar diferentes enzimas e 

complexos enzimalicos no desempenho e na viabilidade de frangos de corte. Porem alguns 

parametros podem afetar os resultados como idade dos animais, especie, condicoes 

experimentais e processamento das racoes utilizadas (ALBINOzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al, 2007). 

Brito et al (2006) avaliaram o desempenho de frangos de corte de 1 a 21 dias de idade 

alimentados com racoes contend© soja extrusada suplementada com um complexo 

multienzimatico contendo celulase, amilase e protease. Os autores verificaram efeito positivo 

tambem sobre o ganho de peso e a conversao alimentar, Toledo et al (2007) estudaram o efeito 

de enzimas exogenas (xilanases, p-glucanase e celulases) adicionadas a dietas a base de milho e 

farelo de soja com diferentes densidades Butriciosais, sobre o consunso alimentar, peso corporal 

e conversao alimentar em pintos de corte. Na fase inicial os autores nao verificaram interacao 

entre as densidades nutricionaxs e o complexo enzimatico. Entretanto, na fase de crescimento e 

final, houve interacao signiftcativa para o consumo alimentar e peso corporal entre as aves de 

dieta padrao e baixa densidade. 

Sabe-se que a producao de enzimas endogenas pelos animals e normalmente adequada. 

Porem no caso dos animais monogastricos essa producao pode variar com a idade, tornando-se 

inadequada quando comparada aos animais adultos. As aves nascera com suprimento de 

nutrientes, incluindo enzimas digestives, que se esgota rapidamente com a reduzida sintese e a 

elevada demanda na primeira semana (NUNES, 1998). As funcoes digestoras das aves passam 

por um processo de maturaeao com o avancar da idade, tanto da producao enzimatica quanto do 

processo de absorcao de nutrientes. 

A suplementacao exogena e fundamental logo nos primeiros dias de vida para maximizar o 

desenvoivimento do sistema digestorio e possibilhar o crescimento desejado do animal em 

menor tempo (PENZ JR. e VIEIRA, 1998). Alem de estimular a producao das enzimas 

endogenas, como a amilase, importante para uma melhora na digestibilidade dos aiimentos nas 

primeiras semanas, e favorecer a utilizacao dos chamados ingredientes alternativos, os quais 

possuem restricdes nas formulacoes de racoes destinadas as fases inictais (NUVITAL, 2000). 
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Apesar de todo aditivo aparentar aumento nos eusfos das racoes, a inciusao das enzimas 

tem mostrado melhorias no desempenho do animal e tambem no financeiro, uma vez que se 

considera a possibilidade de maior aproveitamento dos nutrientes, principalmente nas racoes de 

aiimentos alternatives, que tem menor custo e menor digestibilidade, alem da reducao do 

potencial poluidor devido a menor excrecao de nutrientes (ALBINOzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al,,zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 2007), 

3.3. FermentaeSo Semissolida 

O termo fermentacao semissolida (FSS) referem-se a cultura de micro-organismos sobre 

ou dentro de particulas em matriz solida (substrato ou material inerte), onde o conteudo de 

liquido (substrato ou solucao umidificante) ligado a ela esta a um nivel de atividade de agua que, 

por um lado5 assegure o crescimento e metabolismo das ceiulas, e por outro, nao exceda a 

maxima capacidade de ligacSo da agua com a matriz solida (DEL BIANCHIzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al., 2001). 

Na FSS, as enzimas sao produzidas pelos fungos diretamente sobre substratos insoluveis 

em agua, como cereals ou derivados de cereals, na presenca de quantidades variaveis de agua 

livre (MICHELL e LONSANE, 1992). Na Figura 3 e ilustrado o crescimento de um iungo 

filamentoso em meio solido. 

Figura 3 - Representacao do crescimento de lungo em substratos solidos (HOLKER e 

LENZ, 2005). 

A fermentacao semissolida vem sendo utilizada desde a antiguidade. O uso do molho de 

soja na China e reportado desde 3000 ax e no Japao e sudoeste da Asia desde 1000 a.c. 

(ARAUJO, 2004). 
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No finalzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA do seculo XIX, Takamine produziu uma enzima digestiva (takadiastase) por FSS 

utitizando o fungozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus oryzae e farelo de trigo como substrato. Este fato despertou o 

interesse da industria para a busca de outras aplicaedes deste tipo de fermentacao (SATO e 

SUDO, 1999). 

O uso da FSS ou da fermentacao submersa deve ser estudado de acordo com o micro-

organismo a ser utilizado e o produto que se deseja obter (HESSELTINE, 1977). 

A fermentacao semissolida apresenta algumas vantagens: simplicidade de meio de cultura; 

reducao dos efluentes liquidos a tratar; reducao das contaminacoes resultantes da baixa umidade 

do meio fermentative; cendicoes de euktira proximas ao dos tneios naturals; para as 

fermentacoes tradicionais, a microflora do suporte serve como inoculo; facil aeracao devido a 

porosidade do material; utilizacao direta dos solidos fermentades; extracao facilitada pela alta 

concentracao de produtos; volume do fermentador menor do que o da cultura liquida; baixa 

demanda de energia; utilizacao de residues agroindustriais (farelos, cascas e bagacos) como 

substrato, o que representa, no Brasil, materia-prima abundante e de bake custo (SPIER, 2005). 

A FSS tambem apresenta algumas desvantagens como: risco de elevacao excessiva de 

temperatura (problemas de transferencia de calor e de perda de umidade para as fermentacSes 

mais longas); dificii regulacao dos parametros de cultura (por exemplo: pH e umidade); pre-

tratamento dos suportes (umidifi cacao, homogeneizacao, dispersao, tratamento termico e 

enzimatico); alta taxa de inocuiacao, quando nao se utiliza a microflora natural; estimacao 

precisa de biomassa; papel essencial da umidade e da atividade de agua (SPIER, 2005). 

Ha diversos fatores que infiuenciam a FSS, os considerados mais importantes por 

estudiosos sao: escolha do substrato, tamanho da particula, umidade e atividade de agua, 

temperatura, pH, agitacao, aeracao e transferencia de oxigenie. 

A natureza do substrate solido empregado e um dos mais importantes Stores que afetam a 

FSS. Esta selecao depende seriamente dos fatores tntimamente relacionados com o custo e a 

viabilidade e, ainda, pode envoi ver o armazenamento de residues agroindustriais (COUTO e 

SANROMAN, 2006). 

A escolha do meio de cultura e tao essencial para o sucesso do processo fermentativo da 

FSS quanto a escolha do micre-orgaiusmo. Nem sempre o meio que permite o melhor 

desenvolvimento do micro-organismo, favorece a formacSe de enzimas (SANTOSzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et a/.? 2005a). 

Nesse sentido, faz-se obrigatoria a caracterizacao do substrato utilizado no processo, sendo que 
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as analises que devem ser fehas estao relacionadas com as variaveis que afetam o processo em 

questSo. 

Um importante fetor, que encontra-se associado a troca de gases e que, por consequencia, 

afeta o crescimento microbiano,zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA e o tamanho da particula do substrato. Geralmente, substratos 

com menor tamanho de particula foraecem maior area de contato, favorecendo o crescimento do 

micro-organismo. Por outro lade, partieulas muito pequenas podem resultar em aglemeracae do 

meio fermentative, o que pode afetar a condica© lespkacao/aeracae, resultando num baixo 

crescimento microbiano. Ao mesmo tempo, partieulas maiores de substrato oferecem melhores 

condicdes de respiraclo/aeraclo, mas fornecem tambem superftcie limitada para o crescimento 

do micro-organismo. Lego, e importante determinar o tamanho adequado de particula para 

satisfazer a condicao respiracSo/aeracIo e © crescimento microbiano (HASAN, 2002). 

O teor de umidade do meio de cultive e um dos principals parametros que influencia a 

fermentacao em estado solido. A natureza do substrato, as necessidades do micro-organismo 

utilizado e o ripe de produto final desejado sao os principals fatores que determinant o grau de 

umidade que o substrato devera apresentar. 

Um substrato devidamente umedecido deve possuir um filme superficial de agua visando 

facilitar a dissolucao e a transferencia de nutrientes e de oxigenie. Porem, entre as partieulas de 

substrato deve haver canals que possibilitem a difusao de gases e a dissipacao de calor. Assim, se 

o nivel de umidade for elevado, implicarazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA m decrescimo da poresidade de meio, resultando na 

diminuicao de trocas gasesas e o aumento da temperatura interna do meio fermentado. Alem 

disso, a alta umidade resulta num decrescimo da porosidade, o que impede a penetracao do 

oxigenio. Isso pode facilitar a containable bacteriana. Vale mencionar que, substratos com 

baixa umidade dificultam © crescimento microbiano, €ausando uma menor producao do produto 

desejado (DEL BIANCHl etzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA ai.y 2001). 

A agua apresenta um papel primordial na FSS, pois e a responsive! pela difusa© de solutes, 

gases e metabolites inibitorios, tem como pek absorca© cehilar. Paratnetros cineticos e 

termodinamices relatives a presenca da agua em FSS devem ser constantemente estudados para a 

avaliacao dos efeitos causados no processo (PANDEY, 2003). 

A temperatura e considerada um fater critic©. O crescimento microbiano e um processo 

exotermieo, e o calor gerado deve ser dissipade* vist© que altas temperaturas nao sao faveraveis 

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

remocao de calor devido a baixa condutividade termica da materia fermentada. Para a FSS em 
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larga ezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA seal a, o problema se agrava e, os equtpamentos paxa refiigeraeao mostram-se inadequados 

para dissiparo calor metabollco (HASAN,zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 2002). 

O controle do pH durante a FSS, embora seja um dos parametros mais criticos, 

dificilmente sera conseguido medi-lo com precisao devido a heterogeneidade e consistencia do 

material. Alguns eletrodos tem sido utilizados para medidas do pH diretamente da supertlcie do 

substrato solido, mas a medida na suspensao aquosa ou no extrato, preparados a partir da amostra 

solida, e 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 apes colocar, 

em suspensao, uma parte da amostra solida em 3 a 4 partes de agua. Este metodo permite medir 

o pH global, todavia nao e totalmente representativo dos valores de pH nos micro ambientes, 

localizados no filme aquoso, onde se passam, na reaiidade, as reacoes bioquimicas. Sendo assim, 

a determinacao exata do pH, em substratos solidos e feita, com precisao, somente no inicio e no 

final do processo fermentative (PALMA, 2003). 

Como tentativa de amenizar o efeito de uma variaca© brusca, utilizam-se substratos com 

boa capacidade tamponante ou adicao de seluceeŝampa© durante a etapa de umidiilcacao do 

substrato (SCHM3DELL et al, 2001). 

O emprego de agitaeao em FSS pode vir a fornecer uma melhor homogeneizacao quanto a 

distribuicao dos inoculos e do umidificante, impedir a fcrmaca© de agregados e favorecer a 

exaustao de gases e a troca de calor do meio. Porem, pode interferir na formacao dos esporos, 

devido a fragmentacao do micelle. A interface seiido/gas deve permitir a troca de gases, pois o 

consumo de oxigSnio e a formacao de dioxido de carbono sao muito elevados em FSS 

(SCHMIDELL et al, 2001). Alem disso, a agitata© pode causar a compactacao do meio e a 

danifi cacao das hifas. 

A aeracao cumpre fiincoes basicas na fermentacao como: manter condicdes aerobicas; 

eliminar o dioxido de carbono formado; regular a temperatura do substrato; ajustar o nivel de 

umidade (CORREIA, 2004). 

Be acordo com Santos (2007), a passagem de ar pelo leito permite elevadas taxas de 

crescimento e produtividade, mas, pode l e w ao tiesenvohwnento do fendmeno de secagem que 

faz com que a transferencia de nutrientes e metabolites sejam lentas ou nulas, que a pressao 

osmetica do meio aumente e acelere o processo de esporulacao. Para centrolar ou mmimizar este 

problema, o ar deve ser saturado em vapor de agua ou proximo da saturacao. 

18 



Alem da producao de eazimas, a fermentacao semissolida ezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA amplamente utilizada para a 

obtencao de varies produtos como fringes comestiveis (champignons), aiimentos orientais 

fermentados (tempeh, miso, shoyu, koji), enriquecimento proteico de produtos e residues 

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 

Enzimas 

Pectinases 
jzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Lentinus enodes 

\ Aspergillus Niger 

Residues de fhitas 

Polpa de cafe 

Hemicelufases 
J Trichoderma kmgibrachiatum 

1 Aspergillus tamarii 

Farelo de trigo; Sabug 

Bagaeo de cana zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3 de milho; 

Celukses 
| Trichoderma reesei 

| Aspergillus Niger 

Pa! ha de trigo 

Casca de maracuja 

Amilases 
j Aspergillus Niger 

j Aspergillus Niger 

Residues de cha 

Farelo de arroz 

Proteases 
j Rhizopus oryzae 

! Aspergillus Niger 

Farelo de trigo 

Casca de maracuja 

Lipases j Penicillium restrictum Torta de babacu 

Tanase j Aspergillus Niger Farelo de trigo 

Invertases j Aspergillus Niger Farelo de arroz 

Fitase j Aspergillus Niger 

i  

Farelo de trigo; Farinh adesoja 

Subst&ncias Organicas 

Pigmentos 

Enriquecimento 

proteico 

Biorremediacao 

Monascus ptirpureus 

io detngo 

Arroz 

Palha de milho 

; Pleurotus ostreatos j Materials ligtiocelulosicos zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

I Farelo de trigo 

Fonte; Adaptado de PINTO (2003) 
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3.4. GenerozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Os fungos fllamentosos sao os micro-organismos mais utilizados nos processos no estado 

solido, devido, principalmentê  a grande capacidade de crescer em ambiente com baixo teor de 

agua livre, ou seja, baixa atividade de agua e apresentarem versatilidade em suas aplicacoes, 

alem de sua facil idade de adaptacao e manipulacao (COSTA, 1996), 

Segundo Pandey (1992) a selecao adequada do micro-organismo e um dos mais 

importantes criterios quando se trata de FSS. O autor apresenta como exernplo da importancia da 

escolha do micro-organismo o fato de que uma cultura de AspergilluszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA niger pode produzir cerca 

de vinte tipos diferentes de enzimas; assim como a enzima a-amilase pode ser obtida a partir do 

cultivo de mais de vinte e oito cepas distintas. 

O gertero Aspergillus e um modelo bioiogico elassieo e em geral de grande relevancia 

pratica, por existirem especies produtoras de enzimas industrials, aeidos organicos e outros 

produtos comercialmente importantes. A producao de amilases foi descrita em diferentes 

especies de Aspergillus: Aspergillus terreus CTC826 (All e HOSSAIN, 1991), Aspergillus 

tamarii (MOREIRA et al., 1999), Aspergillus niger (KOCHER et al, 2003), Aspergillus 

ocharaceus (NAHAS e WALDERMARIN, 2002), Aspergillus awamori NRRL 3112 

(KILIKIAN, 1996), entre outros. 

Conforme Wainwright (1995) existem cerca de 200 especies de Aspergillus, comumente 

isolados do solo, de plantas em decomposicao e do ar. As especies d& Aspergillus produzem um 

grande numero de enzimas extracelu lares muitas das quais sao aplicadas na biotecnologia. 

O Aspergillus niger, como sugere seu nome, e um fungo filamentoso negro comumente 

denominado como "mofo negro" (WAINWRIGHT, 1995). De acordo com UCSF (2012) o A 

niger apresenta como caraeteristicas particulares cofdnias brancas a amarelo paiido, mais 

rapidamente forma milhares de esporos (Figura 4). Os conidios (esporos) sao esfericos, medem 

de 3 a 5 pm e tornam-se rugosos ao atingir a maturacao. O Aspergillus niger apresenta hifas 

finas, septadas e conidioforos com vesiculas recobertas por conidios negros. 

20 



Figura 4- Micrografia eletronica do fungozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus niger 

Fonte: http://genomejgi-psf.org/Aspni5/A5pni5.home.html 

O uso do Aspergillus niger apresenta vantagens como facilidade de manipulacao, 

habilidade de fermentar uma grande variedade de materias-primas de baixo custo e produzir 

rendimentos elevados de bioprodutos. Pandey et al. (1999) relataram que o Aspergillus niger 

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

galactosidase, a- amilase, glucoamilase, (3-glucosidase, protease acida. A enzima que sera 

produzida depende do tipo de substrato da fermentacao. 

Na tabela 3 e apresentada a producao de enzimas por Aspergillus niger com aplicacao 

comercial, demonstrando a alta eficiencia da especie. 

Tabela 3 - Producao de enzimas por Aspergillus niger zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Enzimas Setor da I ndiistria Aplicacao Referencias 

Poligalacturonase 
Alimentacao 
Alimentacao 

Clarificacao de sucos de fruta 

Extracao de oleo de azeitonas Santos e Macedo (2008) 

Celulase 

Detergentes 

Textil 

Papel e celulose 

Limpcza. clarificacao 

Amaciamento de tecidos 

Remocao de tintas, modificacao 

de fibras 

AguiarzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA etal. (2008) 

Inveitase Panificacao 
Producao de acucar invertido 

Higiene bucal 

Cardoso etal. (2008) 

Pectinase 

Papel 

Alimentacao 

Alimentacao animal 

Clarificacao e reducao da 

viscosidade em sucos de fruta 

Reducao da viscosidade da 

digesta 

Patil e Daynand (2006) 

Choct e Kocher (2000) 

Protease 

Detergentes 

Papel e celulose 

Couro 

Remocao de manchas de proteina 

Remocao de biofilmes 

Purgade couro 

Paranthaman et al. 

(2009) 

Amilase 

Detergentes 

Panificacao 

Bebidas 

Alimentacao animal 

Remocao de manchas de amido 

Aumenta maciez e volume do pao 

Tratamento de cerveja light 

Melhora a digestibUidade e 

desempenho dos animais das aves 

Gupta et al. (2008) 

Zanella et al. (1999) 

Fonte: ROC HA (2010) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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3.5. Farelo de Milho zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

A maximizacao do potencial de desenvolvimento animal depende de varios fatores. Ao 

lado de condicdes favoraveis, inerentes ao ambiente de crtacao e da saude dos animais, a 

nutricao correta, adotando-se tecnicas aprimoradas no prepare das racoes, constituem-se em 

pressupostos basicos para a otimizacao da producao (ZANOTTOzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al., 1998). Assim, a 

alimentacao animal represents um fator importante na agroindustria brasileira. 

Devido a sua multiplicidade de aplicacoes, o milho e uma materia-prima impulsionadora 

de diversos complexos agroindustriais, assumindo relevante papel socioeconomico. Cerca de 

70% da producao mundial de milho e destinada a alimentacao animal, podendo este percentual 

chegar a 85%, em paises desenvolvidos. Em termos gerais, apenas 15% de toda a producao 

mundial destina-se ao consumo humano, de forma direta ou indireta (PAES, 2006). 

E considerado um dos melhores alimentos energeticos utilizados na alimentacao animal, 

nao so por sua composicao, predominantemente de carboidratos (amido) e lipideos (oleo), mas 

tambem pela sua disponibilidade, contudo, o preco deste alimento tende a ser variavel, o que tern 

levado diversos produtores a tentarem utilizar alimentos alternativos. 

De acordo com Rostagno (2001), na avaliacao da oportunidade de uso de um ingrediente 

altemativo, devem-se levar em com a pontos especiftcos, tais como: 

a) disponibilidade comercial - e necessario um suprimento quantitativamente atrativo e 

que justifique o esforco de mudanca de formulas de racao; 

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 composicao proximal servem para indicar o conteudo de alguns nutrientes e sao 

indispensaveis, se nao houver informacao sobre os ingredientes; 

c) qualidade dos nutrientes - e importante que os valores de nutrientes digestiveis estejam 

disponiveis, pois sao esses que verdadeiramente sao utilizados pelos animais. As tabelas de 

composicao de alimentos tern oferecido essa informacao que serve de indicador para a formula 

de racao com base em nutrientes digestiveis. Alguns fatores como altas temperaturas ou falhas 

no processamento podem desnaturar proteinas ou impedir que os nutrientes dos ingredientes 

sejam adequadamente digeridos. Tambem a presenca de micotoxinas e de fatores antinutricionais 

nos ingredientes brutos podem comprometer a qualidade da dieta e nao serem adequados; 

d) caracteristicas fisicas do ingrediente - Na formulacao de racoes e importante levar em 

consideracao a densidade e umidade dos ingredientes, fatores que tern influencia direta na zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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capacidade e condicoes de armazenamento. O estado fisico pode ser liquido (caldo de cana, soro 

de leite, oleos, ingredientes comerciais Hquidos), umido (residuos de destilaria, silagens de graos 

de milho e de mandioca picada), seco (milho triturado, farelo de soja, etc.), solido (sebo bovino). 

No mercado existe um grande numero de subprodutos resuhante da industrializacao do milho, 

alguns com alto conteudo de proteina como o farelo de gluten de milho e outros com 

caracteristicas energeticas como o farelo de milho. 

O farelo de milho e um subproduto resuhante da moagem via seco do milho, contendo o 

germen, a casca, ponta e porcoes de grits do milho (pequenas fracoes do endosperma). 

Conhecido botanicamente como uma cariopse, o grao de milho e formado por quatro 

principals estruturas fisicas: endosperma, germen, pericarpo (casca) e ponta, as quais diferem em 

composicao quimica e tambem na organizacao dentro do grao. 

A anatomia do milho grao e suas partes sao apresentadas na Figura 5. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

_ _ _— ^ C a u 

Figura 5 - Anatomia do grao de milho e suas partes. 

Fonte: PAES (2006) 

O farelo de milho e muito utilizado nas racoes avicolas no Brasil. Avaliando o conteudo 

dos principais nutrientes nota-se que e um ingrediente com boas qualidades nutritivas e que pode 

perfeitamente ser adicionado a racao de frangos de corte com consideravel reducao do custo da 

alimentacao das aves. 

Na tabela 4 sao mostrados os valores medios das avaliacoes quimicas de diferentes 

amostras de farelo de milho e do milho. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Tabela 4 - Valores medios das avaliacdes quimicas do farelo de milho e do milho zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Nutrientes Milho Farelo de Milho 

Proteina, % 8,57 9.80 

Gordura, % 3,46 7,18 

Amido, % 62,30 50.20 

Fibras, % 1,95 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 conteudo de proteina-aminoacidos, oleo e fibra que o 

milho. Vale salientar que o teor de aminoacidos e de energia metabolizavel do alimento, sao os 

de maior importancia economica na formacao dos custos das racoes de frangos de corte. Em 

razao destas caracteristicas, pode ser um substituto parcial do milho nas racoes de aves, fazendo 

uma opcao por uma producao animal tecnologicamente correta, segura e economicamente viavel. 

3.6. Hidrolise Enzimatica 

A hidrolise do amido, tanto para fins analiticos quanto para fins industrials, pode ser feita 

por dois processos: enzimatico e acido. O metodo convencional de hidrolise de amidos usando 

acidos tern sido substituido por processos enzimaticos, contabilizados por aproximadamente 15% 

da porcao do mercado mundial de enzimas (SONIzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA etal., 2003). 

Na hidrolise com acido, o amido presente na biomassa e quebrado usando solucoes 

aquosas de acidos minerals fortes, tais como acido sulfurico, cloridrico ou fosforico. As 

principals desvantagens dessa tecnica e que requer equipamentos altamente resistentes a 

corrosao, aumentando assim o custo do produto e pelo fato de ser um catalisador muito rapido, o 

acido precisa ser bem controlado para nao levar a reacoes paralelas indesejaveis ou 

incontrolaveis (RABELO, 2007). 

A hidrolise enzimatica do amido e realizada pelas enzimas amilases e este processo extrai 

do substrato, acucares redutores, incluindo a glicose. 

A quebra do amido por meio de enzimas exige uma serie de condicoes distintas e muito 

especificas, mais onerosa. Apesar disso, a atuacao das enzimas mostra alta especificidade, zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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possibilitando a obtencao de produtos de propriedades fisico-quimicas bem definidas alem do 

que o processo ocorre em reacoes mais brandas (EDUARDO, 2002). 

Os hidrolisados por enzimas sao os mais importantes amidos modificados comerciais. A 

hidrolise enzimatica vem sendo mais privilegiada nos estudos atuais, em razao do carater 

fortemente poluidor da hidrolise acida. Porem, alem do investimento inicial, a tecnologia 

enzimatica exige mao-de-obra mais especializada. assim como laboratories e analises mais 

sofisticados (SUMERLYzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al, 2002). 

A hidrolise enzimatica de amidos nao e apenas um importante processo industrial para a 

producao de adocantes, xaropes e produtos quimicos (etanol, acetona, etc.), mas pode tambem 

ajudar a estudar a estrutura dos granulos de amido ( L I et al., 2004). Detalhes a respeito da 

estrutura, organizacao e arranjo dos granulos de amido podem ser obtidos estudando os residuos 

resultantes da hidrolise acida ou enzimatica ( B U L E O N et al., 1998). A hidrolise enzimatica do 

amido granular tern sido utilizada como tecnica que possibilita o entendimento da estrutura fisica 

e quimica do granulo e de seus componentes ( G A L L A N T et al., 1997). 

A natureza do substrato a ser utilizado e um fator que pode contribuir ou limitar a acao da 

enzima, assim como a extensao de hidrolise tambem depende do tipo de enzima, quantidade de 

atividade da enzima, tempo de reacao, temperatura e presenca ou ausencia de inibidores, entre 

outros fatores (ROBERTSON, 2006). 

Segundo Krishna et al. (2000) a hidrolise enzimatica e superior a hidrolise acida, em varios 

aspectos, como mostrado na Tabela 5. 

Tabela 5 - Comparacao da hidrolise acida e enzimatica zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Parametros Hidrolise Acida Hidrolise Enzimatica 

Pre-tratamento Pode ser necessario Necessario 

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

Temperatura Aha (20O°C) Baixa (45°C) 

Pressao Aha Atmosferica 

Rendimento 

Depende do material e 

dos detalhes do 

processo 

Depende do material e dos 

detalhes do processo 

Formacao de subprodutos Provavel formacao Nao ha formacao 

Fonte: KRISHNA et a/.(2000). 

Embora os processos de hidrolise acida estejam mais desenvolvidos tecnologicamente, 

espera-se que os processos enzimaticos tenham seus custos bastante reduzidos com o avanco da zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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tecnologia envoivida e venham a ser a melhor opcao no futuro (RABELO, 2007). Uma vez que a 

hidrolise enzimatica e usualmente conduzida em condicdes suave (pH 4,8; e temperatura 45-

50°C), alem de nao apresentar problemas de corrosao nos equipamentos (DUFF e M U R R A Y H , 

1996). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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4.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Ma t er ia ls e M£ todos zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Este trabalho foi realizado no Laboratorio de Engenharia Bioquimica (LEB), da Unidade 

Academica de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Campina Grande. 

4.1. Micro-organism o 

O micro-organismo empregado foizyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus niger CCT 0916 cedido pela E M B R A P A 

Agroindustria Tropical, com sede em Fortaleza (CE). Os conidios da linhagem foram 

preservados em tubos de ensaio com tampa rosqueada contento solo esteril, onde foram 

e s t o c a d o s a - 1 8 ° 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, germen e porcoes de grits 

(pequenas fracoes do milho), disponivel para o consumo animal. O farelo de milho utilizado foi 

cedido pela Asa Industria e Comercio Ltda ( V I T A M I L H O ) , na cidade de Campina Grande (PB). 

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

4.3. Caracterizacao do Substrato 

A caracterizacao fisico-quimica do farelo de milho foi realizada em triplicata e foi feita 

quanto a granulometria, densidade aparente, umidade, pH, cinzas, teor de solidos soluveis 

(°Brix), teor de acucares redutores, pectina, celulose, proteina bruta, amido e extrativos, de 

acordo com as metodologias descritas ao longo deste capitulo. 

4.3.1. Granulometria 

O perfil granulometrico do substrato foi determinado pesando lOOg do farelo de milho e 

transferido para um agitador de peneiras PRODUTEST na frequencia 50 rpm durante dez 

minutos, em jogo constituido por cinco peneiras, seguindo as recomendacoes da Associacao 

Brasileira de Normas Tecnicas ( A B N T ) : 14 (1,18mm), 24 (0,71mm), 35 (0,42mm), 48 (0,30mm) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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e 80 (0,18mm). O material retido em cada peneira foi pesado e os resultados expressos 

percentualmente em relacao ao peso da amostra analisada zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.3.2. Densidade aparente 

A densidade aparente do substrato foi determinada de acordo com B R A S I L (2005), pesando 

100 gramas do substrato e em seguida colocados em uma proveta, para determinar o volume 

ocupado, sem que houvesse compactacao. Os calculos foram feitos seguindo a Equacao 1. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Densidade aparente (1) 

Onde: 

m = massa da amostra (g) 

V— volume ocupado (cm
3

) 

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 ate atingir massa constante. Resfriou-se em dessecador com silica 

gel ate temperatura ambiente e pesou-se a amostra (BRASIL, 2005). Os calculos foram 

realizados com base na Equacao 2. 

Umidade(%) = — ^ . 1 0 0 (2) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

m, 

Onde. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

nti = massa inicial da amostra (g) 

nif= massa final da amostra (g) 

4.3.4. pH 

Preparou-se uma suspensao com 10 m L de agua destilada e 1 g da amostra solida. Apos 

homogeneizacao a suspensao foi deixada em repouso por 30 minutos e em seguida o pH foi 

medido diretamente em pHmetro digital previamente calibrado (BRASIL, 2005). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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4.3.5. Cinzas zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

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 ate a temperatura 

ambiente. Incinerou-se a amostra em mufla a 550°C, ate eliminacao completa do carvao. A cinza 

ficou de cor branca ou ligeiramente acinzentada. Apos a retirada da amostra da mufla, esta foi 

levada ao dessecador com silica gel ate alcancar temperatura ambiente e pesou-se (BRASIL, 

2005). Os calculos foram feitos atraves da Equacao 3. 

Onde: zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

nit = massa inicial da amostra (g) 

ntf= massa final da amostra (g) 

4.3.6. Teor de solidos soluveis (°Brix) 

Foram adicionados 9 m L de agua destilada a l g do residuo, agitando-se ate perfeita 

homogeneiza9ao e deixando em suspensao por 30 minutos em repouso. Apos este periodo a 

suspensao e filtrada com algodao, e feita a leitura em refratometro. E utilizado um fator de 

diluicao para determinar o teor de solidos soluveis (°Brix) como mostra a Equacao 4 a seguir: 

Onde: zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

L = leitura do refratometro 

Fd = fator de diluicao 

4.3.7. Teor de acucares redutores (AR) 

Os acucares redutores (AR) foram determinados com base na reducao do acido 3,5 

dinitrosalicilico (DNS) a 3-amino-5-nitrosalicilico, simukaneamente com a oxida9ao do grupo 

aldeido do a9ucar a grupo carboxilico. Esse procedimento foi descrito por Mil ler (1959) em 

Cinzas(%) = -L.\00 (3) 

°Brix(%) = (L)%xFd (4) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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espectrofotometro, modificado de acordo com protocolo dazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA EMBPvAPA Agroindustria Tropical 

(Fortaleza-CE) usando solucao de glicose como padrao e 100 g de amostra solida problema 

determinado assim o teor seguindo os calculos da Equacao 5. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

AR(gAR/\00gA) 
ABSxFcxV 

mAx\0 
(5) 

Onde: 

ABS = leitura do espectrofotometro em nm 

Fc = fator da curva padrao expresso em mg de glicose por mL de solucao 

V - volume de agua usado no preparo da diluicao (mL) da amostra para que permita leitura de 

absorbancia dentro da faixa linear da curva de calibracao 

m = massa da amostra (g) 

10 = fator de conversao 

4.3.8. Pectina 

A Pectina foi determinada pelo metodo gravimetrico por precipitacao como pectato de 

calcio, previamente descrito por Rangana (1979). 

A pectina foi expressa em percentagem de pectato de calcio atraves da Equacao 6. 

Onde. 

m = massa do pectato de calcio 

500 = fator de diluicao 

V= volume do fdtrado (mL) 

P = peso da amostra 

4.3.9. Celulose 

O Teor de celulose foi determinado conforme a metodologia descrita por X u et al. (2006). 

O percentual de celulose total determinado gravimetricamente seguindo a Equacao 7. 

Pectina(%) = 
mx500 

VxP 
.100 (6) 
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Celulose(%) = —LzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA. 100 (7) 
mi 

Onde: zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

rtif= massa final da amostra (g) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

mi - massa inicial da amostra (g) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.3.10. Proteina bruta 

Utilizou-se o metodo semi-micro Kjeldahl adaptado para nitrogenio por espectrofotometria 

para determinacao da concentracao de proteina bruta (LE POIDEVTN e ROBINSON, 1964). 

Com a Equacao 8, obteve-se o teor de proteina bruta da amostra. 

Proteina(%) = (ABSA - ABSB )xF cx5x6,25 (8) 

Onde: 

A B S A - leitura da absorbancia da amostra 

A B S B - leitura da absorbancia do branco 

F c = Fator da curva padrao 

6,25 = Fator de conversao 

4.3.11. Amido 

Para determinacao do amido utilizou-se o Metodo de Determinacao de Amido por 

digestao acida em micro-ondas de acordo com Cereda et al., (2004). O percentual de amido foi 

calculado de acordo com a Equacao 9. 

Amido(%)=250x/X0-9.V>0 (9) 
LMxPA 

Onde: 

250 = volume total da diluicao da amostra de fecula 

f = fator das solucoes A e B 

0,9 = fator que transforma acucares redutores em amido 

100 = expressar o amido em porcentagem da amostra 

LM= leitura da titulacao da amostra de fecula 
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PA = peso da amostra de fecula usada, seca ou umida (g) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.3.12. Extrativos 

O teor de extrativos foi determinado empregando um aparelho de Soxhlet. Pesou-se 5g do 

substrato e 200 mL de etanol-ciclohexano a proporcao 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 balao de 250 mL, de massa seca conhecida, e o material 

foi extraido por 6 horas. Apos o banho, o material foi levado a estufa ate atingir massa constante. 

Por diferenca 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 Equacao 10. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

(mi-mf) 
Extrativos(%) = f—x\ 00 

mi (10) 

Onde: 

m / = massa final da amostra (g) 

mt — massa inicial da amostra (g) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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4.4. Processo Fer m en t a t ivo zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.4.1. Inoculo e Obtencao da Suspensao de Esporos 

De acordo com o procedimento adotado por Couri (1993), com alca de platina, os 

conidios foram retirados do solo esteril e transferidos para um meio basico. Este meio inclinado 

foi composto por pectina citrica (10 g/L), NaNO? (3 g/L), K H 2 P 0 4 (1 g/L), MgS0 4 (0,5 g/L), 

KC1 (0,5 g/L), FeS0 4 7H 20 (0,01 g/L) e Agar-agar (20 g/L) e previamente esterilizado por 20 

min a 111 °C. Apos a transferencia, 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 os mesmos possam ser 

mantidos conservados sob refrigeracao 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 obtencao 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 solucao umidificante. O 

frasco foi fechado com tampao de algodao envolvido em gaze, homogeneizado e esterilizado em 

autoclave por 1 h a 120 °C. 

Para inoculacao no meio de sabugo de milho, foram transferidos 10 mL de solucao 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. Apos este periodo, os frascos foram armazenados sob refrigeracao e utilizados como 

inoculo nos ensaios de fermentacao. 

Para a obtensao da suspensao de esporos, nos frascos de sabugo com esporos, foi adicionado 

40 mL de solucao 0,3% v/v de Tween 80. Apos agitacao vigorosa, os esporos foram transferidos 

para Erlenmeyer esteril com auxilio de gaze esteril. A quantificacao da suspensao obtida foi feita 

atraves de contagem de esporos em Camara de Neubauer espelhada. O volume de suspensao de 

esporos adicionado ao meio de fermentacao foi ajustado de modo a se ter um inoculo de 10
7 

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

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 algodao, o meio foi autoclavado a 0,5 

atm por 15 min; 

2) Inoculou-se a suspensao de esporos dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus niger CCT 0916 (item 4.4.1) na 

concentracao de 10
7

 esporos/mL para cada grama de substrato soli do usado. Incubou-se o 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 cinetico foi feito de 

forma descontinua. 

3) Para o acompanhamento cinetico foram retiradas os bioreatores em intervalos regulares 

de tempo 0, 6, 19, 28, 43, 52, 67, 75, 91, 99 e 115 horas de fermentacao para determinando-se a 

umidade, o pH e os acucares redutores; 

4) Desse mesmo meio fermentado, fez-se a extracao das enzimas. Apos a extracao, 

determinou-se a atividade amilasica. 

4.4.3. Extracao das Enzimas 

A extracao do complexo enzimatico foi realizada adicionando-se 5 mL/g de meio 

fermentado de tampao 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 qualitative O filtrado foi estocado em 

tubo de ensaio e congelado em freezer (CASTJLHO 1997), para posterior determinacao da 

atividade enzimatica. 

4.4.4. Medida da Atividade Amilasica 

A determinacao da atividade enzimatica sobre o amido foi realizada pela quantificacao dos 

acucares redutores formados durante a incubacao do extrato fermentativo (caldo fermentativo) 

com o substrato, amido soluvel 1%. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Para analise, foi colocado em um tubo de ensaio 5mL de extrato enzimatico com 20mL 

de solucao de amido 1%, preparada em tampao acetato de sodio 200 m M pH 4,5, foi incubado a 

37°C e agitado por 15 minutos. 

Apos esse tempo, foi retirado l m L do tubo de ensaio e colocado em outro tubo de ensaio 

com l m L de DNS para determinacao da concentracao de acucares redutores que seguiu 

semelhante a metodologia de Mil le r (1959). Foram realizadas duas amostras em branco para 

cada analise, uma constituida de 0,2mL de extrato enzimatico (inativada por l m L de DNS) e 

0,8mL de substrato, chamada de branco do substrato e o outra constituida de l m L de tampao 

acetato de sodio 200 m M p H 4,5 e l m L de DNS, chamada de branco para zerar o 

Espectrofotometro. 

Uma unidade de atividade amilasica (U) foi defmida como a quantidade de enzima 

necessaria para produzir lumol de acucar redutor, por minuto, nas condicoes de ensaio. A 

atividade enzimatica foi expressa em U/g de meio fermentado. A qual foi calculada seguindo a 

Equacao (13). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

, ARLxlO<>JARE-ARB)xlO« 

' 180x15 180x15 

Onde: 

AA = atividade amilasica expressa em unidade de atividade por grama de meio fermentativo 

ARL = Acucares Redutores Liberado (g/g) 

ARE = Acucares Redutores do Ensaio (g/g) 

ARB = Acucares Redutores do Branco (g/g) 

180 = peso molecular da glicose (g/mol) 

1 5 = tempo de reacao (min) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.4.5. Planejamento Experimental 

A fermentacao em estado semissolido para producao da amilase foi realizada utilizando 

como ferramenta um planejamento experimental fatorial 2 2 para verificar os efeitos dos 

parametros umidade (U) e concentracao da fonte de nitrogenio (N) , com tres experimentos no 

ponto central. Em virtude dos dados obtidos verificou-se a necessidade de ampliacao dos niveis, 

pois o modelo linear nao foi satisfatorio, sendo realizados mais quatro experimentos nos pontos 

axiais (Delineamento Composto Central Rotacional - DCCR). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Com os resultados obtidos na execucao do planejamento experimental D C C R foi realizada 

regressao dos dados para obtencao de um modelo empirico. Fez-se a validacao do modelo 

atraves do Teste F para verificar se este e significativo ao nivel de confianca fixado. Por fim, 

construiu-se a superficie de resposta. Os calculos desta secao foram realizados com o auxilio do 

programa Statistica. 

Os niveis das variaveis do planejamento experimental foram definidos com base nos 

trabalhos relacionados a Fermentacao Semissolida desenvolvidos no Laboratorio de Engenharia 

Bioquimica (LEB) /UFCG utilizando o mesmo micro-organismo do presente trabalho. Como o 

de Santos (2007) que estudou a producao de pectinases atraves da FSS, usando como substrato o 

pedunculo de caju seco, observou a influencia da umidade inicial e a suplementacao do meio 

com uma fonte de nitrogenio e uma fonte de fosforo. Alcantara (2008) em seu estudo verificou a 

influencia da atividade de agua e fonte de nitrogenio na producao de pectinases, por fermentacao 

semissolida com o bagaco do pedunculo do caju como subtrato. 

Encontram-se, na Tabela 6, os niveis das variaveis reais e codificadas do planejamento 

experimental e na Tabela 7, encontra-se a matriz de planejamento experimental DCCR. 

Tabela 6 - Niveis das variaveis do planejamento experimental fatorial zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Variaveis Nivel (-a) Nivel (-1) Ponto Central (0) Nivel (+1) Nivel (+a) 

U(b.u.) 41 45 55 65 69 

N (%m/m) 0.4 0.5 0,75 1.0 1,1 

Tabela 7 - Matriz do planejamento experimental fatorial DCCR 

Ensaio Uau. N(%) 

1 -1(45) -1(0,5) 

2 +1(65) -1(0,5) 

3 -1(45) +1(1,0) 

4 +1(65) + 1(1.0) 

5 0(55) 0(0,75) 

6 0(55) 0(0,75) 

7 0(55) 0(0,75) 

8 -«(41) 0(0,75) 

9 +a(69) 0(0,75) 

10 0(55) -a(0,4) 

11 0(55) +a ( l , l ) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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4.4.6. Hidrolise Enzimatica do Farelo de Milho zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

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; 0,4g; 0,5g; 0,8g e l ,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 determinacao da 

atividade amilasica; 

3 - As amostras foram encubadas em shaker com agitacao orbital de 152rpm (rotacao que 

se obteve boa homogeneizacao) a 30°C (temperatura de fermentacao); 

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 acucares redutores. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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5.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Resultados e Discussao 

5.1. Caracterizacao Fisico-Quimica do Farelo de Milho zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Na Tabela 8 encontram-se os parametros observados e os desvios padroes para a 

caracterizacao fisico-quimica do farelo de milho. 

Tabela 8 - Caracterizacao fisico-quimica do farelo de milho 

Umidade (b.u) 11,64 ±0,09 

Cinzas (%) 2,04 ± 0,25 

A R (%) 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 ±3,28 

Conforme a Tabela 8, o elevado teor de amido torna o farelo de milho uma excelente 

fonte de carbono alem de ser excelente fonte amilacea, componente indutor para a sintese de 

amilases realizada por fungos. 

De acordo com Spier (2005), como o amido e um polissacarideo, suas moleculas 

complexas nao sao assimiladas diretamente pelos micro-organismos. Desta forma nao havendo 

outro componente assimilavel no meio, o micro-organismo passa a sintetizar aquelas enzimas 

especificas que degradam o substrato complexo, como o amido contido no farelo de milho, em 

acucares 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 CamposzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al. (2010), em seu estudo sobre a composicao nutricional da materia-

prima e de substratos pre 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 et al. (2005a), em seu trabalho de caracterizacao do residuo seco do 

pedunculo de caju, utilizando o mesmo agente metabolizador. O p H e uma variavel importante 
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em qualquer processo biologico por induzir mudancas morfoldgicas no organismo e tambem 

para a secrecao enzimatica, havendo valores otimos para o desenvolvimento de micro-

organismos. Geralmente, os fungos preferem pH entre 4,5 e 5,0. A mudanca de pH observada 

durante o crescimento de um organismo tambem afeta a estabilidade do produto no meio. 

O baixo valor encontrado de acucares redutores e suficiente para proporcionar um 

crescimento inicial da populacao microbiana, induzindo o micro-organismo a producao de 

enzimas atraves 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 e 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 (SCHMJDELLzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA etal., 2001). 

Na Figura 6 encontra-se a distribuicao granulometrica 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 fermentacao 

semissolida com fungos filamentosos. 

60.00 

l . I S 0.71 0.42 0,B0 0.18 

mm 

Figura 6 - Perils granulometricos do farelo de milho 

O tamanho das particulas de residuo do meio fermentativo deve ser obtido de forma 

uniforme, que nao 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 transformacao, por outro lado o processo necessita ter uma 

granulometria propria visando permitir a circulacao do ar por entre a massa e a dissipacao de 

gases e calor produzidos, os quais poderiam vir a prejudicar o rendimento do processo. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Souza (2010), estudando a recuperacao de poligalacturonases produzidas pela fermentacao 

semissolida do residuo agricola do maracuja amarelo, trabalhou com particulas entre 0,71 e 0,42 

mm. Santos (2007), estudando a producao de pectinases porzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus niger, utilizou bagaco 

de caju cujas particulas tinham dimensao variando de 0,42mm a 0,84mm. Correia (2004), 

utilizando bagaco de abacaxi como substrato para fermentacao semissolida 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 relacao ao tipo 

de substrato. O percentual de celulose de 21,75 pode ser justificado pelo fato do farelo de milho 

ap resent ar em sua estrutura, uma quant idade considerada da casca do milho grao. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

5.2. Processo Fermentativo e Analise Estatistica 

Na Tabela 9 sao apresentados os resuhados dos 11 ensaios, Atividade Amilasica ( A A ) , 

obtidos para o tempo de fermentacao de 52 h. Esse tempo foi escolhido devido as maiores 

atividades situarem-se em torno desse tempo. 

Tabela 9 - Matriz do planejamento fatorial 2
2

 + 3pc + configuracao estrela (DCCR) 

Ensaio 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 0(55) 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) 94,47 

10 0(55) -a(0,4) 191,50 

11 0(55) +a ( l , l ) 151,40 

Os perfis cinetico do pH, umidade, acucares redutores e atividade enzimatica durante o 

processo fermentativo do farelo de milho, nas condicoes do ponto central, sao apresentados na 

Figura 7. N o APENDICE I sao apresentados todos os perfis para as demais condicoes 

experimentais estudados no presente trabalho. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Na Figura 7 ((a), (b), (c) e (d) sao 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 concentracao de fonte de nitrogenio a 0,75%. Como 

observacao, os graficos nao representam um modelo, as linhas sao formas apenas formas de 

apresentacao. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Figura 7 - Perfil cinetico do processo fermentativo do farelo de milho para os ensaios do ponto 

central; (a) pH, (b) umidade, (c) Acucares 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 ate o final do 

processo. O perfil de umidade manteve-se praticamente constante em todo processo. No inicio 

do processo houve uma diminuicao no teor de A R seguido de um acumulo ate 30h de 

fermentacao, 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 diminuicao dos acucares redutores ate 75h de 

fermentacao, tornando-se praticamente constante ate o final do processo. No periodo entre 15 e zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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55h, houve uma producao de amilase, com maior pico de atividade em 52 horas de fermentacao, 

que pode ser explicado pelo fato que em baixas concentracdes de glicose, surge a necessidade da 

quebra do amido associado ao crescimento do micro-organismo e dai explicas-se esse acumulo 

em formas de acucares menos complexos, como a glicose, que podem ser metabolizadas pelo 

micro-organismo, e dessa maneira por via metabolicas internas produz o aumento das enzimas 

com maior atividade. 

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

Equacao 14 apresenta o modelo da regressao dos dados para a resposta atividade amilasica ( A A ) . 

A A =zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 162,67-73,72-U-30,31N+38,98 lf+15,80N2-2,43 UN (14) 

Onde os coeficientes em negrito sao estatisticamente significativos ao nivel de 95% de 

confianca e U e N representam a umidade e concentracao da fonte de nitrogenio 

respectivamente. Pode-se observar atraves da equacao que a fonte de nitrogenio nao foi 

estatisticamente significativa. Isso pode significar que o nitrogenio proteico presente 

inicialmente no farelo de milho, ja e suficiente para a metabolizacao do substrato pelo micro-

organismo. 

Na Tabela 10 e apresentada a A N O V A do modelo codificado da resposta atividade 

amilasica. 

Tabela 10 - A N O V A para a resposta atividade amilasica zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Fonte de variacao Soma de quadn idos Grans de liberdi ide Quadrado medio 

Regressao 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 

Fcalculado ~ 7,12 

Fub.iado0,95;5;5 = 5,05 

Atraves dos dados da Tabela 10, verifica-se que o modelo e estatisticamente significativo, 

ao nivel de 95% de confianca, pois a razao de Fcalculado por Ftabelado = 1 , 4 1 , esta acima de 1,0 

(RODRIGUES e I E M M A , 2005). Sendo o modelo da regressao dos dados experimentais da 

resposta A A em estudo estatisticamente significativo, de acordo com a analise de variancia, 

pode-se construir a superficie de resposta. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Na Figura 8 e apresentada a superficie de resposta da influencia da umidade e da 

concentracao da fonte de nitrogenio no meio fermentativo sobre a atividade amilasica. 

Figura 8 - Superficie de resposta para atividade amilasica ( A A ) 

Observa-se atraves da superficie de resposta que os maiores valores de atividade foram 

obtidos quando ha diminuicao da umidade inicial, independente da concentracao de nitrogenio. 

Mediante exposto, buscando validar o modelo empirico encontrado (Equacao 14), foi 

realizado um experimento sem acrescimo da fonte de nitrogenio e com umidade inicial do meio 

de 41(b.u). A Figura 9 apresenta os resultados obtidos para o p H e Umidade (a) e Atividade 

Enzimatica e Acucares Redutores (b), na condicao estudada. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Figura 9zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA - Perfil cinetico do processo de producjto de amilase, sem adicao da fonte de nitrogenio 

a) J ) pH, ) Umidade e b) ) Atividade Enzimatica, ( % Acucares 

Redutores 

Observa-se atraves da Figura 9b que em 52h de fermentacao a atividade amilasica foi de 

346,83U/g de meio fermentado. Confirmando que a fonte de nitrogSnio nao apresenta influentia 

sobre o processo de producao da enzima. 

Verifica-se que o valor da atividade amilasica com a fonte de rritrogenio (Tabela 9), 

apresentou atividade de 344,00U/g, que e semelhante ao valor encontrado no experimento sem a 

fonte de nitrogenio. 

Sendo assim, o nitrogenlo proteico presente no meio de cultivo foi o suficiente para o 

requerimento nutricional do micro-organismo, ou que o mesmo nao necessita desse 

oligonutriente quando da utilizacao desse substrato (farelo de miibo). 

O perfil cinetico de acucares redutores apresentou-se constante no initio do processo 

demonstrando uma possivel fase de adaptacao do micro-organismo. Em seguida, houve um 

acumulo de acucares redutores ate 52 boras de fermentacao, onde se tern o pico de maior 

atividade enzimatica, corroborando com os experi memos realizados com a adicao da fonte de 

nitrogenio inorganico. 

O pH observado no ensaio ficou constante entre 0 e 28b de fermentacao e apos 43 horas 

diminuiu, passando de 4,56 para 3,16, no periodo de 52h ate 91h manteve-se praticamente 

constante no valor de 2,78, aumento para 3,10 no final do processo. 

A reducao de pH foi coincidente com a fase de crescimento logaritmico do fungo, sugerido 

que pode ter sido decorrente da secrecao de atidos organieos durante o processo fermentativo, O 

pH esta entre os fatores mais importantes que afetam os processes de fermentacao, uma vez que 

ele pode alterar as substantias quimicas do meio de cultivo, ionizar molecuias polares e afetar 

reacoes enzimaticas, e dessa forma influentiar no crescimento microbiano pelas mudancas 

morfologicas e fisiologicas (MADIGANzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA etal, 2004). 

A umidade manteve-se praticamente constante ate certo momento do processo 

fermentativo, apresentando um leve aumento no final do processo devido, provavelmente, as 

atividades metabolicas acorridas ao longo do processo fermentativo. 

Goncalves (2006) estudando a producao de amilases por FSS obteve uma atividade 

enzimatica de 95,2U/g de farelo de trigo, utilizando o ftmgo Thermomyces kmuginosus TO-03, 

obtidos em dois picos, 120h e 192h de cultivo, com 70% de umidade initial a 45 °C. Anto et al. 
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(2006)zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA utilizando farelo de trigo como substrato, atingiram uma maxima producao da enzima de 

271,0 U/gmu, com pH 5,0 e temperatura otima de 55°C, por FSS pelo fongo da especie zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Aspergillus, onde perceberam um aumento da producao da enzima pela adicao de nitrogenio 

orglnico (extrato de levedura e peptona, 0,02g/gmu). KunamnenizyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al, (2005) tambem 

estudando a producao de amilase por FSS, obtiveram uma atividade enzimatica de 534 U/g de 

farelo de trigo, utilizando o fungo T. lanuginosus, apos um periodo de 120h de fermentacao, com 

90% de umidade inicial a 50°C. Verificaram um aumento em dobro da producao de amilase com 

a suplementacao do meio fermentativo com 1% de amido soluvel (m/m) e 1% de peptona (m/m). 

Os resultados obtidos neste estudo e comparados aos autores mencionados podem 

evidenciar que o farelo de milho pode ser considerado uma fonte viavel na producao de amilase 

atraves da fermentacao semissolida, apresentando inclusive valores competitivos quando 

comparado com outras fontes de carbono, ja que o valor de atividade amilasica maxima 

observados foi 347,00 U/g de meio fermentado, com umidade inicial de 41b.u e sem adicao de 

sulfato de amonio no meio, em 52 h de fermentacao. Vale ressaltar que tais experimentos foram 

realizados em condicdes sem otimizacao das variaveis do processo. 

5.3. Hidrolise Enzimatica do Farelo de Milho 

O perfil de hidrolise para as d 

como disposto na Figura 10, de 

diferentes ensaios e sua velocidade. 

massas do farelo de milho teve o comportamento 

os resultados dos acucares redutores para os 

0,25c 

-1M 

Figura 10 -(a)Perfi 

condicoes de estudo 

as diferentes massas do Fare: 

; 152rpm e Volume fixo de 
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Atraves dazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Figura 10 (a), percebeu-se aumento gradativo de acucares redutores, conforme o 

aumento do tempo de acao da enzima nos ensaios reafizados com 0,2 a 0,8 g de substrato para 10 mL 

de extrato enzimatico com atividade enzimatica de 344U/g, produzido sob a melhor condicao de 

producao amilasica (41 b.u e sem adicao da fonte de nitrogenio). A maior quantidade de AR 

produzido foi para o experimento em que a massa de farelo foi de 0,2g apos 40 minutos de hidrolise. 

Para a massa de substrato de farelo de Ig nao ocorreu producao de acucares redutores (AR), ou seja, 

nao houve hidrolise enzimatica. Esse fato deve ter ocorrido devido a quantidade de enzima em 

relacao a de substrato nao ter sido suficiente para Mdrolka-lo ou uma possivel inibicjio da enzima 

pelo produto Foi possivel verificar a capacidade hidrolitica das amilases contidas no extrato 

enzimatico, atraves da liberacao dos acucares redutores, devido a quebra na cadeia dos polimeros de 

amido. 

Atraves da Figura 10 (b), observa-se que as velocidades initiais aumentam para as quantidades 

de substrates de 0,2 a 0,35g. Para as demais coneereSracoes 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 racao animal (proprio substrato utilizado na fermentacao), visto que havera uma 

melhor disponibilidade de nutrientes da racao atraves da degradacao do amido, proporcionando uma 

melhor digestibilidade dos alimentos logo nos primeiros dias de vida dos animais monogastricos. 

Dessa forma, a suplementacao da enzima endogena (amilase) resultara em uma provavel 

melhora na eiiciencia da producao avicola, pela possibilidade de maior aproveitamento dos 

nutrientes nas rac5es de alimentos alternatives (farelo de milho), de forma a minimizar os custos, 

com melhoria no desempenho do animal. 
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6. Conclusao zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

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

•> A caracterizacjio do residue mostrou que este substrato pode ser considerado viavel 

para producao de amilase; 

• A fonte de nitrogenio inorganico nao afetou a excrecao da amilase pelo micro-

organismo; 

• Atraves da acao enzimatica (amilase) produzida pelo farelo de milho, houve a producao de 

acucares redutores a partir da hidrolise do farelo de milho (racao animal), enfatizando seu 

uso como alimento akernativo nas dietas das aves, pela melhor disponibilidade dos 

nutrientes no substrato fermentado, apos suplementacao enzimatica 
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APEN0ICEI zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Perfis cineticos do processo fermentativo de producao de amilase pela FSS em farelo de 

milho correspondence aos ensaios 1, 2, 3, 4 e os quatro pontes axiais do planejamento fatorial -

(a) pH ( ) e Umidade { , - (b ) Atividade Enzimatica ( ) c Acucares Redutores ( ). 

• Ensaio 1 (Umidade inicial do meio - 45% e Concentracao da fonte de nitrogenio = 0,5%) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

5 3 4 .  

HOC 

SC-  I COzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA i: 

(a) (b) 

• Ensaio 2 (Umidade inicial do meio = 45% e Concentracao da fonte de nitrogenio = 1,0%) 

22 4 3 6 0 SO 

Tempo de Ferment* 

Tempo de Perm 

•3zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA s; 

(a) 
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* Ensaio 3 (UmidadezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA inicial do meio - 65% e Concentracao da fonte de nitrogenio - 0,5%) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

. » J- | zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA -Sue*  

=3 

-« 

Tempo de Ferrr?entacaojK$ zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

SS 

2 0 * 2 S3 S3 133 

Tempo de Fermentacao(h5 

0>) 

Ensaio 
io 4 (Umidade inicial do meio = 65% e 

Concentracao da fonte de nitrogenio - 1,0%) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

"A zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

a 

Terr pode Fermet*a?aoih) 

2 33 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

sozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 13 103 xs: 

Fermenta«3o(h} 

• Ensaio 8 - Ponto axial (Umidade inicial d 

63 

'2' 

Ferment 

41% e Concentracao da fonte de 

nitrogenio = 0,75%) 

4 -

20 * S S3 SO 1 

Tempo de F«rmentatM 
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axialzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (umu zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAdo meio = 69% e Concentracao da fonte de zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
ss '  !  —.  I SO 

3 •  

;2 4 3 
c ; | i " 1 5 2 

3 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA• »
 5

 laa 
- *~ 

• »
 5

 laa 
i  '  zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA£ ;  |"  52 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

•  i 3 

* D SO S3 I OC-  1 2 5 

• Ensaio 10 - Ponto axial (Umidade inicial do meio - 55% e Concentracao da fonte de 

nitrogeniozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA = 0,4%) 

4 U s-o 

3 

5 5 ^ 

X' 33 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

SO S3 2 3 ^ 

Ensaio 11 - Ponto axial (Umidade inicial do meio = 55% e Concentracao da fonte de 

no - 1,1%) 

1 D3 12 *  zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
;o  *s sc si IOO i:c 

(a) 
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