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RESUMO 

 

O Brasil gera grande quantidade de resíduos provenientes de atividades agrícolas. Estes 

resíduos são considerados ótimas fontes de energia para serem utilizados em diversos 

bioprocessos, devido a riqueza nutricional ainda existente. A mandioca está entre uma das 

culturas mais produzidas no Brasil e dentre os processamentos desta na indústria, um dos 

principais resíduos gerados é a casca de mandioca. O objetivo deste trabalho foi avaliar a 

produção de amilases pelos fungos Penicillium sp. FSDE15 e Aspergillus sp. FSDE16 por 

cultivo em estado sólido e hidrólise enzimática de resíduos de mandioca utilizando o extrato 

enzimático produzido. A cinética de produção enzimática por Penicillium sp. FSDE15 foi 

avaliada com a realização de cultivos contendo bagaço de malte, variando a proporção das 

fontes indutoras, casca de mandioca e crueira, em 0%, 10% e 20%, durante 7 dias sob 

temperatura de 30°C. Para verificar a influência de diferentes nutrientes no meio de cultivo 

foram realizados experimentos a partir de um planejamento fatorial de 24 avaliando diferentes 

concentrações de sulfato de amônia, extrato de levedura, fosfato de potássio e casca de 

mandioca, pelo Penicillium sp. FSDE15 cultivado durante 4 dias. O umedecimento do meio 

sólido foi avaliado de duas formas distintas: com uma solução contendo nutrientes e sem 

nutrientes. Foi realizado o cultivo dos fungos Penicillium sp. FSDE15 e Aspergillus sp. 

FSDE16, separadamente, em meio contendo 70% de farelo de trigo e 30% de casca durante 5 

dias à 36°C. Todo o fermentado obtido foi seco à 60°C durante 24h e após realizou-se a 

extração enzimática. Foi realizada a caracterização das enzimas amilases. A hidrólise 

enzimática dos resíduos da mandioca ocorreu em duas condições: triturados e moídos. As 

condições de hidrólise foram concentração de substrato de 10%(m/v), pH 5,0, temperatura 

50°C e tempo de 24h. O melhor resultado para as fontes indutoras foi para o cultivo contendo 

20% de casca, com atividade de amilases de 3,97 U/g. O cultivo realizado com água destilada 

apresentou valor de atividade enzimática de 13,62 U/g em 96h de cultivo. Para os 

experimentos realizados com os dois fungos Penicillium sp. FSDE15 e Aspergillus sp. 

FSDE16, em 120h de cultivo, os valores de atividade de amilases foram de 19,33 U/g e 44,60 

U/g, respectivamente. As condições ótimas para as amilases produzidas por Penicillium sp. 

FSDE15 foram pH 6,0 e temperatura 60°C, e apresentaram termoestabilidade nas 

temperaturas de 50 a 90 ºC pelo tempo de duas horas. Já para as enzimas produzidas por 

Aspergillus sp. FSDE16 o pH ótimo foi 5,0 e temperatura ótima de 50°C, e termoestáveis à 

50°C durante duas horas. Para a hidrólise enzimática, os melhores resultados foram obtidos 

utilizando-se os resíduos moídos, com a casca o melhor valor de concentração de AR obtido 

foi de 22,61 g/L em 24h, enquanto com a crueira o melhor valor de concentração de AR 

obtido foi de 21,01 g/L em 24h de processo. O fungo Aspergillus sp. FSDE16 demonstrou 

bom desempenho para a produção de amilases. Os resíduos da mandioca, se mostraram 

promissores para obtenção de açúcares redutores através da hidrólise enzimática. 

 

Palavras-chave: enzimas; fontes de nitrogênio; crueira; casca de mandioca; hidrólise 

enzimática.



ABSTRACT 

 

Brazil generates a large amount of waste from agricultural activities. These residues are 

considered excellent energy sources to be used in various bioprocesses, due to the nutritional 

richness still existing. Cassava is among the most produced crops in Brazil and among its 

processing in the industry, one of the main residues generated is cassava bark. The objective 

of this work was to evaluate the production of amyloses by the fungi Penicillium sp. FSDE15 

and Aspergillus sp. FSDE16 by solid state cultivation and enzymatic hydrolysis of cassava 

residues using the enzymatic extract produced. The kinetics of enzymatic production by 

Penicillium sp. FSDE15 was evaluated with the performance of crops containing malt 

bagasse, varying the proportion of inducing sources, cassava peel and crueira, by 0%, 10% 

and 20%, for 7 days at 30°C. To verify the influence of different nutrients in the culture 

medium, experiments were carried out based on a factorial planning of 24 evaluating different 

concentrations of ammonia sulfate, yeast extract, potassium phosphate and cassava bark, by 

Penicillium sp. FSDE15 grown for 4 days. The damping of the solid medium was evaluated in 

two different ways: with a solution containing nutrients and without nutrients. The fungi 

Penicillium sp. FSDE15 and Aspergillus sp. FSDE16, separately, in medium containing 70% 

wheat bran and 30% peel for 5 days at 36°C.  All fermented was dried at 60°C for 24 h and 

after enzymatic extraction was performed. Amyloses were characterized. Enzymatic 

hydrolysis of cassava residues occurred under two conditions: crushed and ground. 

Hydrolysis conditions were substrate concentration of 10%(m/v), pH 5.0, temperature 50°C 

and 24h time. The best result for inducing sources was for cultivation containing 20% bark, 

with amylase activity of 3.97 U/g. Cultivation performed with distilled water presented 

enzymatic activity value of 13.62 U/g in 96h of cultivation. For the experiments carried out 

with the two fungi Penicillium sp. FSDE15 and Aspergillus sp. FSDE16, in 120h of 

cultivation, the activity values of amyloses were 19.33 U/g and 44.60 U/g, respectively. The 

optimal conditions for amyases produced by Penicillium sp. FSDE15 was pH 6.0 and 

temperature 60°C, and showed thermostability at temperatures from 50 to 90 ºC for a time of 

two hours. For enzymes produced by Aspergillus sp. FSDE16 the optimum pH was 5.0 and 

optimum temperature was 50°C, and thermostable at 50°C for two hours. For enzymatic 

hydrolysis, the best results were obtained using the ground residues, with the bark the best AR 

concentration value obtained was 22.61 g/L in 24h, while with the raw the best AR 

concentration value obtained was 21.01 g/L in 24h of process. The fungus Aspergillus sp. 

FSDE16 demonstrated good performance for the production of amyloses. Cassava residues 

were shown to be promising to obtain reducing sugars through enzymatic hydrolysis. 

 

 

Keywords: enzymes; nitrogen sources; cruising; cassava peel; enzymatic hydrolysis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O Brasil possui uma economia bastante ligada à agricultura, gerando assim grande 

quantidade de resíduos agroindustriais. Em geral, estes resíduos incluem os subprodutos que 

são gerados durante o processamento industrial de produtos agrícolas ou atividades agrícolas 

(SANTOS et al., 2018). 

Dentre os resíduos provenientes de atividades agroindustriais, temos os resíduos do 

processamento da mandioca, casca e crueira. A casca constitui grande parte dos resíduos 

gerados do processamento da mandioca, sendo obtida em diversos processos, principalmente 

da produção de farinha (ONA, HALLING e BALLESTEROS, 2018). Enquanto a crueira é o 

resíduo obtido na etapa de peneiramento do processo de produção da farinha da raiz da 

mandioca (PEREIRA JÚNIOR et al., 2013). Outro resíduo gerado em grande quantidade é o 

bagaço de malte, considerado o resíduo mais importante que é gerado pelas cervejarias, pois 

representa 85% dos subprodutos oriundos da fabricação da cerveja (VERDE et al., 2019). 

Os resíduos agroindustriais necessitam de um beneficiamento adequado para evitar 

problemas de acúmulo e degradação ambiental (MARTINEZ, 2016). Eles, em grande parte, 

apresentam altos teores de matéria orgânica e certa quantidade de açúcares fermentescíveis, 

tornando-os uma boa e promissora alternativa para aplicação em diferentes processos 

biotecnológicos (GUSMÃO et al., 2014). Estes resíduos podem ser utilizados como substratos 

alternativos, principalmente na área de tecnologia enzimática e fermentação para obtenção de 

bioprodutos (ARAÚJO et al., 2017). 

Os processos enzimáticos possuem custos elevados, pois é necessário aprodução e 

purificação da enzima. Como tecnologia promissora para a produção de enzima a baixo custo, 

está o cultivo em estado sólido (CES), que possui como principal característica a ausência de 

água livre. Neste tipo de cultivo utiliza-se como substrato resíduos agroindustriais e este 

material sólido atua como suporte e fontes de nutrientes para os microrganismos 

(RODRIGUES et al., 2015; PINHEIRO, AMBROZIM e OLIVEIRA, 2019). Dentre os 

microrganismos mais utilizados no CES, os fungos se destacam, pela semelhança com o seu 

habitat natural, podendo secretar enzimas para serem utilizadas em processos de hidrólise 

enzimática. Alguns dos principais gêneros utilizados na produção de enzimas são 

Trichoderma, Penicillium, Aspergillus e Humicola (BOMTEMPO et al., 2017). 

As enzimas possuem a capacidade de catalisar processos químicos com a vantagem 

de serem ecologicamente mais viáveis em relação aos catalisadores químicos (SANTOS e 
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ORLANDELLI, 2019). As amilases são um grupo de enzimas que possuem diversas 

aplicações industriais. Essas moléculas são responsáveis pela hidrólise do amido, podendo ser 

aplicadas em setores como indústria têxtil, alimentos, papel e celulose, farmacêutica, entre 

outras (ARAÚJO e MARTINS, 2018).  

Muitos estudos têm sido desenvolvidos para aplicação destas enzimas na conversão 

de resíduos agroindustriais em produtos de valor agregado através da hidrólise, em especial os 

biocombustíveis (MORAES et al., 2017). Na hidrólise enzimática, as enzimas degradam as 

moléculas de polissacarídeos presentes na biomassa e disponibilizam açúcares 

fermentescíveis para posterior fermentação e produção alcóolica (HÉRNANDEZ et al., 2015). 

Assim, o presente trabalho pretende obter amilases a partir do cultivo em estado 

sólido, usando fungos filamentosos e resíduos agroindustriais e fazer a hidrólise enzimática 

dos resíduos de mandioca usando o extrato enzimático bruto obtido. 

 

1.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a produção de amilases pelos fungos Penicillium sp. FSDE15 e Aspergillus 

sp. FSDE16 por cultivo em estado sólido utilizando bagaço de malte, farelo de trigo e 

resíduos de mandioca como substrato, caracterizar as enzimas produzidas bem como realizar a 

hidrólise enzimática dos resíduos de mandioca utilizando o extrato enzimático obtido. 

 

1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a. Avaliar a produção de amilases usando bagaço de malte e resíduos de mandioca, 

casca e crueira, pelo Penicillium sp. FSDE15; 

b. Avaliar a suplementação do meio de cultivo com sulfato de amônia (2, 3 e 4%), 

fosfato de potássio (1, 2 e 3%), extrato de levedura (0, 0,5 e 1%) e casca de 

mandioca (20, 30 e 40%); 

c. Realizar a caracterização das enzimas produzidas pelo Penicillium sp. FSDE15 

em relação a temperatura, pH e termoestabilidade; 

d. Avaliar a produção de amilases pelos fungos Penicillium sp. FSDE15 e 

Aspergillus sp. FSDE16 usando farelo de trigo e casca de mandioca; 

e. Realizar a caracterização das amilases produzidas pelo Aspergillus sp. FSDE16 

em relação ao pH, temperatura e termoestabilidade; 

f. Produzir as enzimas na melhor condição encontrada; 
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g. Avaliar a hidrólise enzimática dos resíduos de mandioca utilizando as amilases 

produzidas como carga enzimática. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 CULTURA DA MANDIOCA 

 

A mandioca (Manihot esculenta), Figura 1, está entre uma das culturas mais 

produzidas no Brasil, é cultivada em todos os estados brasileiros e vem sendo cultivada na 

América Tropical há mais de 5 mil anos. É uma raiz que possui alto teor de amido, o que a 

torna uma ótima fonte de energia, tendo sua principal utilização na alimentação humana e 

animal (SANTOS, 2017).  

 

Figura 1 – Mandioca (Manihot esculenta) 

 

Fonte: EMBRAPA, 2021. 

 

A cultura da mandioca é de grande importância no cenário socioeconômico brasileiro 

por ter participação de geração de emprego e renda, especialmente para pequenos produtores. 

Segundo a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária - EMBRAPA (2019), a quantidade 

de mandioca produzida no país no ano de 2018 foi de aproximadamente 18 milhões de 

toneladas, e na Paraíba cerca de 139 mil toneladas, correspondendo a uma área cultivada de 

cerca de 1,2 milhões hectares e 14,9 mil hectares, respectivamente.  

Destacam-se dentre os principais produtos oriundos da mandioca, a farinha de 

mandioca, a goma, a fécula e o tucupi (CARVALHO, 2016). Destes processamentos da 

mandioca muitos resíduos são gerados, podendo ser líquidos ou sólidos. Dentre os resíduos 

líquidos destaca-se a manipueira. Dentre os resíduos sólidos destacam-se: casca, entrecasca, 

crueira, fibra e bagaço (SILVA et al., 2018). 

A farinha ocupa posição de destaque dentre os principais produtos obtidos a partir da 

mandioca. Está bastante presente na mesa dos brasileiros, podendo ser utilizada em diferentes 
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preparações de alimentos, o que a torna bastante popular (BEZERRA, 2006). O processo de 

obtenção da farinha de mandioca pode ser observado na Figura 2.  

 

Figura 2 - Fluxograma do processo de produção de farinha de mandioca 

 

Fonte: Adaptado de BEZERRA (2006) 

 

2.1.1 CASCA DE MANDIOCA 

 

A casca de mandioca é um dos resíduos gerados na produção da farinha de 

mandioca, sendo constituído da casca, entrecasca e pontas de mandioca, apresentando 

elevador teor de umidade (KONOPKA, 2018). 

Este resíduo é obtido após a colheita e transporte das raízes para as casas de farinha, 

na etapa de descascamento da raiz (ARAÚJO e LOPES, 2009). Estima-se que de toda a 

mandioca utilizada na indústria farinheira, cerca de 10% seja eliminado em forma de casca 

(CRUZ et al., 2011). 
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A casca possui em sua composição uma média de 30% de amido, 5% de açúcares, 

11% de lignina, 5% de proteínas, 4% de minerais e pequenas quantidades de pectina, carboxil, 

hidroxila e aminogrupos (AJALA et al., 2020). Pooja et al. (2018) ao revisar a composição 

química da casca, reporta que este material contém cerca de 16% de amido, 36% de celulose, 

9% de hemicelulose e 11% de lignina. De acordo com Vilhalva et al. (2012) a casca de 

mandioca apresenta 58,1% de amido, 3,4% de proteína bruta, 28,6% de fibrae 85% de 

umidade. 

Por possuir alto teor de umidade presente, o transporte da casca para longas 

distâncias é difícil, pois a deterioração microbiana ocorre muito rápido. Muitas vezes a casca 

é seca antes da sua destinação final e armazenada em local aberto e/ou utilizada no próprio 

local de produção para alimentação animal (ARAÚJO e LOPES, 2009). 

 

2.1.2 CRUEIRA 

 

A crueira é um dos resíduos sólidos obtidos no processo de produção da farinha de 

mandioca. É composta de entrecascas, fiapos e raízes, sendo obtida na etapa de peneiramento 

do processo (PEREIRA JUNIOR et al., 2013). Estima-se que de toda a mandioca utilizada no 

processo de fabricação da farinha são gerados 3,89% de crueira (CRUZ et al., 2003). 

Logo após a massa de mandioca ralada sair da prensa, ela está em formato de torrões 

e necessita passar pelo processo de esfarelamento, em seguida é realizada a separação da 

massa por peneiramento (AYACHE, 2015). As partículas grosseiras contidas na massa ficam 

retidas na peneira, sendo denominadas de crueira, enquanto a massa que passa pela peneira é 

destinada para a produção da farinha de mandioca (VENTURIN, 2017). 

De acordo com Rocha et al. (2016), a crueira é rica em amido. Em seus estudos de 

caracterização físico-química deste resíduo, verificou que este resíduo possui cerca de 82% de 

amido, 2% de proteínas e 4% de fibra bruta. Machado (2014) ao revisar a composição físico-

química da crueira, demonstra que este resíduo contém 81,1% de amido, 7,39% de fibras, 

1,41% de proteínas e 0,90% de cinzas. 

Por conter características como grande quantidade de amido, proteínas, sais, entre 

outras substâncias, a crueira se torna interessante para utilização em processos de 

bioconversão, como a obtenção de açúcares fermentescíveis para a produção de bioetanol 

(COSTA et al., 2016). Uma outra alternativa para utilização deste resíduo é a alimentação de 

peixes através de enriquecimento proteico das rações (PEREIRA JUNIOR et al., 2013). Além 

destas, existem diversas alternativas para que este resíduo possa ser aproveitado e 
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transformado em fonte de energia afim de contribuir com a redução dos problemas ambientais 

e a crise energética mundial (SOUZA et al., 2019). 

 

2.2 BAGAÇO DE MALTE 

 

No Brasil, a indústria de cerveja cresce a cada ano, se destacando no mundo. Nos 

últimos anos, o país vem desenvolvendo um papel enorme entre os maiores produtores de 

cerveja mundiais e em 2016 chegou a produzir 14,1 bilhões de litros, sendo o terceiro maior 

produtor mundial, ficando atrás apenas da China e dos Estados Unidos (CERVBRASIL, 

2017). 

Segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento - MAPA 

(2020), nos últimos cinco anos houve um crescimento de 36,4% no número de cervejarias 

registradas no país, alcançando-se a marca de 1.209 estabelecimentos em 2019. A maior 

concentração está na região Sul-Sudeste, mas mostra grande avanço na região Nordeste. A 

cerveja é o produto mais registrado do MAPA e possui 27.329 registros válidos em todo o 

país, e só no ano de 2019 foram contabilizados 9.950 novos registros, apresentando 

crescimento exponencial nos últimos vinte anos. 

No processo de produção da cerveja são gerados três resíduos principais: bagaço de 

malte, trub e levedo. O resíduo produzido em maior quantidade é o bagaço de malte, sendo 

gerados aproximadamente 15,4 milhões de toneladas por ano (TORRES e SILVA, 2016). 

Estima-se que o bagaço represente cerca de 85% de todo o resíduo gerado pela indústria 

cervejeira, pois para cada 100 litros de cerveja produzida é obtido aproximadamente 20 Kg de 

bagaço de malte após o processo de mosturação com cerca de 80% de umidade (LIMA, 

2019).  

Este resíduo é proveniente do processo inicial da fabricação da cerveja, que consiste 

no processo de obtenção do mosto, pela fervura do malte moído e dos adjuntos milho, trigo, 

arroz (CORDEIRO, EL-AOUAR e GUSMÃO, 2012). Sua composição pode variar entre os 

cultivares, podendo ser atribuído aos fatores genéticos e condições ambientais, como época, 

local e tempo de plantio (CORDEIRO, 2011). 

A escolha do processo de malteação, moagem e demais características relacionadas 

ao processo de fabricação da cerveja também influenciam na composição do bagaço de malte 

(CECCATO, 2019). Algumas das etapas que podem influenciar estão mostradas na Figura 3 

através da representação deste processo. 
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Figura 3 – Representação do processo de obtenção do bagaço de malte 

 

Fonte: CECCATO (2019) 

 

O bagaço de malte é constituído principalmente pelas cascas de cevada malteada, 

sendo rico em amido, proteínas e fibras. É considerado um material lignocelulósico contendo 

em média 17% de celulose, 28% de hemicelulose e 28% de lignina, além dos extrativos, 

proteínas e cinzas em menores proporções (WISNIEWSKI, 2009). 

Luft (2016) ao estudar a composição química do bagaço de malte, obteve valor de 

teor em massa de 32,14% de amido. Massardi, Massini e Silva (2020) ao revisar a 

composição química do bagaço de malte, abrangeu que a composição deste material é diversa, 

e em geral tem-se: celulose (16,8% - 20,6%), hemicelulose (18,4% - 28,4%), lignina (9,9% - 

27,8%), proteínas (15,3% - 26,6%), extrativos (5,2% - 5,8%) e cinzas (2,7% - 4,6%). 

O bagaço de malte não pode ser transportado para localidades distantes pois possui 

alto teor de umidade, podendo sofrer rápida deterioração microbiológica, então a sua 

destinação fica limitada, necessitando de tratamentos para ser encaminhado para longas 

distâncias (MUSSATO, DRAGONE e ROBERTO, 2006). O principal destino é para 

alimentação animal. As principais cervejarias vendem para os intermediários, e estes 

transportam o bagaço até as fazendas próximas (LINHARES, 2018). 

Devido a sua composição, o bagaço de malte tem potencial para ser empregado em 

diversos setores, comopanificação, adsorção, construção civil, secagem e processos 

fermentativos. O elevado teor de carbono e amido que possui o torna uma ótima fonte de 

alimentação para microrganismos empregados em processos de bioconversão (MUSSATO, 

DRAGONE e ROBERTO, 2006). 

 

2.3 FARELO DE TRIGO 

 

O trigo (Triticum aestevum), pertencente à família das gramíneas, é um dos três grãos 

mais produzidos no mundo juntamente com o milho e o arroz, e tem ocupado posição de 

destaque devido à sua importância para economia global (NETO e SANTOS, 2017). 
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Segundo dados da análise de mercado realizado pela Companhia Nacional de 

Abastecimento - CONAB (2020), na safra de 2018/2019 a produção de trigo no país foi de 

aproximadamente 5,4 milhões de toneladas, o que corresponde à uma área plantada de cerca 

de 2 milhões de hectares. No ranking dos maiores produtores de trigo mundiais, o Brasil 

ocupa a posição de 16° lugar, e a estimativa de produção para a safra 2019/2020 é de 5,2 

milhões de toneladas, permanecendo nesta posição. 

O grão de trigo é bastante utilizado na alimentação básica, contendo cerca de 70% de 

carboidratos em sua composição. Além disto, contém muitos outros nutrientes benéficos para 

a microbiota intestinal, como proteínas, fibras, minerais, vitaminas, amido, açúcares, entre 

outros (BAKKER, 2017). Durante o seu processamento na indústria, na etapa de moagem do 

grão, são obtidos o farelo, o endosperma e o gérmen. 

O farelo de trigo é formado pelo pericarpo, que constitui película externa e a camada 

protetora do grão, rico em fibras e minerais (NETO e SANTOS, 2017). Essa película não é 

digerida pelo organismo humano, sendo o farelo considerado um subproduto (BAKKER, 

2017). O endosperma é constituído basicamente por carboidratos formados por amido, 

representa cerca de 80% do grão e dá origem a farinha de trigo branca (GWIRTZ et al., 2014). 

E o gérmen que contém lipídeos, representa em média 3% do grão e é a parte do grão que dá 

origem a uma nova planta (SCHEUER et al., 2011). 

O farelo de trigo é um resíduo que possui muitos nutrientes em sua composição, 

como carboidratos, proteínas, amido, entre outros. Também é composto de celulose, 

hemicelulose e lignina, sendo caracterizado como uma biomassa lignocelulósica (MAO et al., 

2019). Na Tabela (1), estão alguns valores da composição do farelo de trigo encontrados na 

literatura. 

 

Tabela 1 – Composição química média do farelo de trigo 

Componentes Quantidade (%) Referências 

Carboidratos totais 56,8 – 75,0 Dobrevet al., 2007; Onipe et al., 2015 

Celulose 9 - 25 Babu et al., 2018; Formela et al., 2016 

Hemicelulose 28,9 - 32 Formela et al., 2016; Rodriguez-Zúnga, 2010 

Lignina 2,5 – 10 Araújo et al., 2008; Wesendonck, 2012 

Proteína 9,6 – 18,6 Onipe et al., 2015; Yan et al., 2015 

Amido 11,8 – 24,7 Dobrev et al., 2007; Yan et al., 2015 

Cinzas 3,4 – 8,1 Apprich et al., 2014; Babu et al., 2018 

 

Como pode ser observado acima, a composição deste resíduo varia um pouco, o que 

se deve a fatores genéticos do grão de trigo e às condições ambientais que este foi submetido, 

mas no geral apresenta boa quantidade de nutrientes, porém com baixo valor agregado, sendo 
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utilizado principalmente na alimentação animal (YAN et al., 2015). Devido a quantidade de 

celulose, hemicelulose, proteína e amido presentes, este resíduo é uma excelente fonte de 

carbono e nitrogênio para microrganismos, podendo ser utilizado em diferentes tipos 

debioprocessos. 

 

2.4 AMILASES 

 

As amilases são um grupo de enzimas que catalisam a hidrólise do amido em 

unidades de glicose. Estas enzimas se classificam em três subgrupos, α-amilase, β-amilase e 

glicoamilase, a depender do tipo de ligação em que são capazes de atuar (LIU e KOKARE, 

2017). A -amilase (EC 3.2.1.1.) é o subgrupo que atua nas ligações (1,4)dos 

polissacarídeos quebrando as moléculas em três ou mais unidades de D-glicose (FREITAS, 

MARTINS e FERREIRA, 2014). A β-amilase (EC 3.2.1.2.) atua na hidrólise das ligações 

glicosídicas -1,4 dos polissacarídeos separando duas unidades de glicose (FARIA SILVA et 

al., 2017). A glicoamilase (EC 3.2.1.3.), que são extracelulares, rompem as ligações 

glicosídicas -1,4 e-1,6 do amido em glicose (BENASSI, 2018). A ação conjunta deste 

grupo de enzimas é essencial para promover a hidrólise completa da molécula do amido em 

glicose. Esta atuação está representada na Figura 4. 

 

Figura 4 – Representação esquemática da ação das enzimas amilases 

 

Fonte: BRITO (2017) 
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O principal substrato das amilases é o amido. Ele é um dos polímeros mais 

abundantes na natureza. É constituído de moléculas de amilose e amilopectina, que são 

polímeros de D-glicose, ligadas entre si por pontes de hidrogênio (SOUTO, 2011).  

Na Figura 5 estão representadas as estruturas moleculares da amilose e amilopectina. 

Na molécula de amilose, as unidades de D-glicose estão ligadas principalmente por ligações 

glicosídicas -(1,4), formando uma estrutura essencialmente linear, enquanto a molécula de 

amilopectina tem a estrutura mais ramificada, pois nesta surgem também ligações -(1,6) 

(RODRIGUES, MORAIS e CASTRO, 2015). 

 

Figura 5 – Representação da estrutura da amilose (a) e amilopectina (b) 

 

Fonte: ALVES et al. (2012) 

 

As amilases são o grupo de enzimas mais importante na indústria para processos de 

conversão do amido. Estas enzimas têm aplicação estabelecida em diversos setores, como 

papel, detergentes e farmacêutica. Na indústria de alimentos atuam na produção de xarope de 

glicose, clarificação de sucos, cerveja e panificação (LIU e KOKARE, 2017). 

Estas enzimas podem ter origem fúngica e bacteriana, e para cada tipo existem 

condições específicas que são consideradas ótimas para atuação destas como pH, temperatura, 

especificidade e estabilidade (ZAFERANLOO et al., 2014). Como também possuem um 

amplo campo de atuação, é necessária uma busca contínua por amilases que apresentem 

propriedades adequadas para cada tipo de processo industrial. Devido a isso muita atenção 

vem sendo dada a estudos de diferentes tipos de bioprocessos para a produção de enzimas e 

características específicas (REIS, 2015). 
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 A atividade enzimática e a estabilidade a temperatura, são variáveis da atuação da 

enzima que dependem do tempo. Altas temperaturas levam à aumento da cinética de reação, 

mas também causam a desnaturação da enzima. O efeito do pH também depende do tempo e 

da temperatura. Em geral, as enzimas são menos estáveis em altas temperaturas ao longo do 

tempo em valores de pH próximos ao limite do ótimo (HUSSAIN et al., 2013). 

Freitas, Martins e Ferreira (2014) ao estudarem a atividade enzimática de -amilases 

produzidas por Syncephalastrum racemosum em diferentes pH e temperaturas, observaram 

que o melhor pH de atuação foi 4,5, temperatura ótima foi em torno de 65°C e na análise de 

termoestabilidade até 55°C a enzima permaneceu com 90% da sua atividade residual em 1 

hora de exposição. De acordo com Saleem e Ebrahim (2014), as -amilases produzidas pelos 

fungos Aspergillus nigger e Rhizopus stolonifer, apresentaram a melhor atividade 

enzimáticaem pH 6,0 e temperatura de 30°C. YI et al. (2018) analisaram as melhores 

condições de atuação da NFAmy13A, que são -amilases purificadas, e observaram que a 

melhor temperatura para atividade da enzima foi de 60°C, o pH ótimo foi em torno de 5,5 e 

com relação à estabilidade até 60°C a atividade residual da enzima foi de 8% para 6 horas de 

incubação.  

Sinha e Vakilwala (2016) obtiveram melhor resultado de atividade enzimática para 

-amilases produzidas por Aspergillus spp. para o pH em torno de 6,0. Singh et al. (2014) 

reportaram que as amilases produzidas por Aspergillus fumigatus NTCC 1222 apresentaram 

melhor atividade enzimática para o pH em torno de 6,0 e a temperatura ótima foi de 55°C. 

Araújo e Martins (2018) analisaram as -amilases produzidas pelos fungos Rhizomucor 

miehei e Syncephalastrum racemosum e obtiveram que pH ótimo para a atividade enzimática 

foi em torno de 5,0 e a temperatura ótima para a enzima produzida por R.miehei foi de 75°C, 

enquanto que a do fungo S.racemosum foi de 70°C. Com relação à termoestabilidade, quando 

incubadas durante 1 hora, a enzima produzida por R.miehei apresentou mais de 90% da 

estabilidade até a temperatura de 65°C, enquanto que a do fungo S.racemosum apresentou 

80% de estabilidade até 55°C. 

 

2.5 CULTIVO EM ESTADO SÓLIDO (CES) 

 

O CES é realizado na ausência de água livre, porém contendo uma quantidade 

suficiente para o crescimento de microrganismos, em que se utiliza um material não solúvel 

que atua como suporte sólido e fonte de nutrientes (SANTOS et al., 2017). Este tipo de 

cultivo apresenta como principais vantagens em relação a fermentação submersa, a alta 
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produtividade volumétrica, menor uso de água, baixo custo do equipamento envolvido, 

melhor rendimento do produto e menor geração de resíduos ambientais (KAHIL e HASSAN, 

2015). Em contrapartida, apresenta como desvantagens dificuldade de controlar a temperatura 

por ser um meio heterogêneo, evaporação da água durante a fermentação, problemas para 

aumento da agitação e aeração do meio e a necessidade de um grande volume de inóculo 

(HYSENI, AYTEKIN e NIKEREL, 2018). 

O microrganismo pode se desenvolver entre as partículas sólidas ou sobre a 

superfície do substrato, consumindo os nutrientes secretando diversos metabólitos e enzimas 

(RODRIGUES et al., 2015). Geralmente, os fungos filamentosos são mais adequados para 

fermentação em estado sólido devido às suas características morfológicas. Eles se colonizam e 

penetram no substrato com maior facilidade, pois as hifas fúngicas se espalham com mais 

eficiência e possuem boa tolerância à baixa quantidade de água (ABDULLAH et al., 2014). 

O CES tem sido muito utilizado para a produção de enzimas. Apresenta como fatores 

positivos: a facilidade na recuperação de produtos, ausência da formação de espumas, menor 

volume de reação e menor risco de contaminação para formação de produtos indesejáveis 

(EL-SHISHTAWY et al., 2014). Dentre os principais fatores que também pode afetar a 

produção de enzimas estão a seleção do substrato e microrganismo adequados, tamanho da 

partícula do substrato, concentração de inóculo e umidade do substrato (BALKAN e ERTAN, 

2007). 

A seleção do substrato determina o melhor material para a formação da enzima 

desejada (BALKAN e ERTAN, 2007). A água é um fator importante, pois permite a 

estabilidade das estruturas biológicas e as transferências de soluto e gás dissolvido ocorrem no 

filme aquoso que envolve os microrganismos (CARBOUÉ et al., 2017). Porém uma grande 

quantidade de água pode causar compactação do meio sólido e impedir a fluidez dos gases. 

Partículas menores têm maior área superficial para o ataque microbiano, porém se forem 

pequenas demais podem causar também a compactação do substrato, interferindo nas trocas 

gasosas e na respiração microbiana (CASTRO et al., 2018). 

Neste tipo de processo, são utilizados resíduos agroindustriais como fontes de 

energia natural, o que facilita o gerenciamento de resíduos sólidos e menor geração de 

efluentes (SOCCOL et al., 2017). Geralmente são os melhores substratos sólidos para o CES, 

tornando este método ainda mais atraente. Resíduos sólidos como trigo, cevada, arroz, farelo 

de milho, casca de arroz e torta de óleo de coco são reportados na literatura como boas fontes 

de amido e para a produção de amilases (KARRI et al., 2014). 
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2.6 HIDRÓLISE ENZIMÁTICA 

 

A hidrólise enzimática consiste na utilização de enzimas, como as amilases, para a 

quebra do substrato em açúcares menores fermentescíveis. Na produção de bioetanol, as 

leveduras alcoólicas não têm a capacidade de fermentar diretamente a biomassa, sendo 

necessário a transformação dos biopolímeros em moléculas de glicose para posterior 

fermentação (SOUTO et al.2017). A realização dos processos de hidrólise e fermentação de 

maneira separada permite maior controle das condições otimizadas tanto na hidrólise 

enzimática quanto nas etapas de fermentação (VALERIANO et al., 2018). 

O amido pode ser hidrolisado via ácida ou por via enzimática. A hidrólise via ácida 

ocorre mais rápido que a enzimática, por apresentar menor tempo de quebra do amido, porém 

causa corrosão dos equipamentos, tem necessidade de correção do pH da solução de açúcares, 

gera destruição parcial dos açúcares e formação de inibidores (NEUMANN et al., 2014). A 

hidrólise enzimática se apresenta mais vantajosa para desenvolvimento devido à alta 

especificidade das enzimas, operam em condições mais brandas de temperatura e pressão, 

evitando corrosão dos equipamentos e sem a necessidade de equipamentos complexos como a 

via ácida gerando economia de energia (SOUSA, 2019). Apesar de apresentar as vantagens 

citadas, na hidrólise enzimática existe a limitação do alto custo da enzima. A utilização de 

enzimas produzidas por fermentação em estado sólido se torna mais econômico, pois é 

possível a diminuição do custo do processo (BÓZIC et al., 2017). 

Fatores como dosagem da enzima, concentração do substrato, temperatura, pH e 

tempo de atuação enzimática influenciam na quantidade de açúcares liberados na composição 

do caldo hidrolisado ao final do processo (NUNES, ARAÚJO e GUARDA, 2014). As 

condições da hidrólise devem ser otimizadas para se atingir maior eficiência do processo. Se 

as condições não forem ideais, uma maior dosagem de enzima pode ser necessária para se 

atingir o mesmo nível de hidrólise (AMIT et al., 2018). 

Cinelli (2012) realizou a hidrólise da farinha de babaçu utilizando o extrato 

enzimático bruto produzido por Aspergillus awamori, com as seguintes condições: carga 

enzimática de 20 U/mL, concentração de substrato de 160 g/L, pH 5,0, temperatura de 50°C e 

tempo de 24h, e o resultado de concentração de glicose obtido ao final do processo foi de 

41,63 g/L. Costa et al. (2016) ao analisarem a hidrólise da crueira com a utilização do extrato 

enzimático bruto obtido por Bacillus sp. ANRAS02, observaram que a concentração de 

substrato de 108,2 g/L e dosagem de enzima de 14,3 U/mL em meio reacional com pH 5,0 

sob a temperatura de 60°C, gerou o melhor resultado na liberação de açúcares totais em 24h 
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de processo. Gonçalves (2016) ao avaliar a hidrólise do bagaço de mandioca utilizando 

extrato enzimático bruto produzido por Rhizopus oligosporus, observou que o melhor 

resultado de produção de açúcares redutores (AR) foi para a condição de concentração de 

substrato de 100g/L, com carga enzimática de 12 U/g de substrato, pH 5,5, temperatura de 

55°C, em que se obteve o valor de 39,8 g/L em 10 h de reação, se mantendo constante até 

50h. 
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3 METODOLOGIA 

 

As etapas do estudo desenvolvido no presente trabalho, estão mostradas de maneira 

simplificada na Figura 6. Para realização deste estudo, os experimentos foram conduzidos no 

Laboratório de Bioengenharia – UFPB. 

 

Figura 6 – Fluxograma do estudo para produção das amilases 

 

 

3.1 SUBSTRATOS 

 

Para este estudo foram utilizados como substratos nos cultivos bagaço de malte, 

crueira, casca de mandioca e farelo de trigo.  

O bagaço de malte, Figura 7, foi obtido da produção de cerveja artesanal do tipo 

Blond Ale, contendo 95% de malte de cevada e 5% malte de trigo, sendo cedido pela 

cervejaria Turmalina, localizada em João Pessoa-PB. Este resíduo foi seco à 60°C em estufa 
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com circulação de ar e posteriormente foi armazenado em recipiente fechado à temperatura 

ambiente.  

 

Figura 7 – Bagaço de malte 

 

 

Os resíduos da mandioca foram obtidos da produção de farinha e goma de mandioca, 

cedidos pela casa de farinha artesanal Goma Silva, localizada no município de Pedras de 

Fogo-PB. Os mesmos foram secos em estufa com circulação de ar à 60°C, em seguida foram 

triturados em processador doméstico e armazenados em recipientes fechados à temperatura 

ambiente. A Figura 8 mostra os resíduos de mandioca. 

 

Figura 8 – Resíduos de mandioca (a) Casca de mandioca e (b) Crueira 

 

(a)                                                   (b) 

 

O farelo de trigo foi obtido no comércio local de João Pessoa-PB, seco e triturado, 

sendo apenas armazenado em recipiente fechado à temperatura ambiente, como mostra a 

Figura 9.  
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Figura 9 – Farelo de trigo 

 

 

3.2 MICRORGANISMOS 

 

Para este estudo foram utilizados dois microrganismos, ambos fungos, o Penicillium 

sp. FSDE15 (Figura 10) e o Aspergillus sp. FSDE16 (Figura 11). Estes fungos foram isolados 

do solo de descanso da Usina Japungu Agroindustrial S.A, localizada no município de Santa 

Rita, estado da Paraíba (CARVALHO-GONÇALVES, 2017). 

 

Figura 10 – Microrganismo Penicillium sp. FSDE15: (a) Frente e (b) Verso 

 

(a)                                 (b) 

 

Figura 11– Microrganismo Aspergillus sp. FSDE16: (a) Frente e (b) Verso 

 

(a)                                (b) 
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3.3 PREPARAÇÃO DO INÓCULO 

 

Para o inóculo, foi feito o repique dos fungos em placas de Petri contendo meio BDA 

(Batata, Dextrose, Ágar). As placas foram incubadas durante 7 dias à 30°C.  

Após o crescimento, foi realizada a suspensão dos esporos em água destilada 

esterilizada. Para obtenção do volume de suspensão com a concentração desejada, seguindo 

metodologia proposta por Rocha (2019), primeiramente foi feita a contagem de esporos em 

câmara de Neubauer no microscópio eletrônico, obtida pela Equação (3.1). Posteriormente o 

volume de inóculo foi obtido pela Equação (3.2). 

 

𝐶 =  ∑ 𝑥 ∗ 5 ∗ 104 ∗ 𝑓                                                       (3.1) 

 

Onde:  

C = Concentração de esporos (esporos/mL); 

∑ 𝑥= Quantidade de esporos contados na câmara de Neubauer, nas 5 regiões; 

f = fator de diluição. 

 

V =
𝐶𝑑  ∗ 𝑀

𝐶
                                                                  (3.2) 

 

Onde: 

Cd = Concentração desejada (esporos/g); 

V = volume do inóculo (mL); 

C = Concentração de esporos (esporos/mL); 

M = Massa do substrato. 

 

3.4 AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE AMILASES USANDO BAGAÇO DE MALTE E 

RESÍDUOS DE MANDIOCA PELO Penicillium sp. FSDE15 

 

Para avaliação da cinética de produção de amilase, o fungo Penicillium sp. FSDE15 

foi cultivado, em triplicata, em meio sólido contendo como substratos bagaço de malte e 

resíduos de mandioca, crueira ou casca, em três proporções: 0%, 10% e 20%.  

Para o ajuste da umidade de 70%, foi necessário conhecer primeiramente a umidade 

de cada resíduo que foi obtida seguindo a metodologia do ADOLFO LUTZ (1985).  

Foi preparada a solução contendo 3,3 g/L de sulfato de amônia e 1,5 g/L de fosfato 

de potássio, para umidificação do meio de cultivo (ARAÚJO, 2018). Em seguida, os resíduos 

foram umedecidos com o volume de solução obtido de acordo com a quantidade de água 

necessária calculada através da Equação (3.3). Pesou-se as massas do bagaço de malte, crueira 

e casca com entrecasca umedecidos, e de acordo com as proporções estabelecidas colocou-se 
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100g de meio em erlenmeyers de 1000 mL. Os meios foram esterilizados em autoclave 

durante 15 minutos à 121°C. 

 

𝑚𝑎 = 𝑚𝑟 ∗
𝑢𝑑 − 𝑢𝑟

1 − 𝑢𝑑
                                                              (3.3) 

 

Onde: 

ma = massa de água; 

mr = massa do resíduo; 

ud = umidade desejada; 

ur = umidade do resíduo. 

 

Depois de frio, foi feita a inoculação com o volume de inóculo calculado de acordo 

com a Equação (3.2) para a concentração de 105 esporos/g. O meio foi homogeneizado e os 

erlenmeyers foram incubados durante 7 dias sob temperatura ambiente (aproximadamente 

30ºC). A cada 24 horas, retirou-se uma amostra de aproximadamente 2 gramas para análise de 

pH (ADOLFO LUTZ, 1985) e atividade enzimática. 

Para obtenção do extrato enzimático, utilizou-se tampão citrato pH 5,0 como 

solvente na proporção de 20 mL por grama. Adicionou-se o tampão em aproximadamente 1 

grama da amostra e após homogeneização, aguardou-se 40 minutos. Em seguida, fez-se a 

filtração da mistura com papel filtro. O extrato filtrado foi armazenado sob refrigeração para 

posterior análise de atividade enzimática. 

 

3.4.1 AVALIAÇÃO DA ADIÇÃO DE NUTRIENTES AO MEIO DE CULTIVO 

 

Para avaliar a influência das concentrações de sulfato de amônia, fosfato de potássio, 

extrato de levedura e casca de mandioca, usando a ferramenta do planejamento experimental 

fatorial, foram realizados experimentos com variação das concentrações conforme mostrado 

na Tabela (2). O extrato enzimático para posterior análise foi retirado com 4 dias de produção 

e refrigerado para posterior análise de atividade enzimática. 

 

Tabela 2 – Valores das variáveis independentes 

Variáveis 
Níveis 

-1 0 +1 

Sulfato de amônia 2% 3% 4% 

Fosfato de potássio 1% 2% 3% 

Extrato de levedura 0% 0,5% 1% 

Casca de mandioca 20% 30% 40% 
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3.5 AVALIAÇÃO DA UTILIZAÇÃO DE ÁGUA DESTILADA EM SUBSTITUIÇÃO À 

SOLUÇÃO DE NUTRIENTES DO MEIO 

 

Com a melhor condição obtida no item 3.4.1 para a produção de amilases, foi 

realizado um cultivo do Penicillium sp. FSDE15 para avaliar a substituição dos nutrientes na 

solução de umidificação do meio por somente água destilada. O procedimento foi realizado 

em triplicata de maneira semelhante ao descrito no item 3.4 avaliando-se a cinética de 

produção. Após, foi realizado um novo cultivo com as condições descritas anteriormente, com 

obtenção do extrato enzimático bruto em 4 dias de cultivo. Em seguida, todo o extrato foi 

armazenado sob refrigeração para posterior análise de caracterização enzimática. 

 

3.6 AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE AMILASES POR Aspergillus sp. FSDE16 E 

Penicillium sp. FSDE15 USANDO FARELO DE TRIGO E CASCA DE MANDIOCA 

 

Os fungos Penicillium sp. FSDE15 e Aspergillus sp. FSDE16 foram cultivados, 

separadamente, em meio sólido contendo como substratos farelo de trigo e casca de 

mandioca, com o intuito de comparar a produção enzimática por ambos os fungos, para 

avaliar onde haveria maior atividade de amilases, visto que quanto mais enzimas forem 

produzidas ao decorrer do cultivo, melhor é para a etapa de hidrólise enzimática. 

 As condições de cultivo foram: 70% de farelo de trigo e 30% de casca de mandioca, 

70% de umidade, meio umedecido com água destilada, concentração de inóculo de 106 

esporos/g, temperatura de 36°C e 5 dias de cultivo. Este procedimento foi realizado em 

triplicata, de maneira semelhante ao descrito no item 3.4, porém na extração da enzima 

utilizou-se água destilada como solvente.  

 

3.7 SECAGEM DO FERMENTADO 

 

 Para obtenção de um extrato enzimático bruto mais concentrado, o fermentado 

obtido nos cultivos dos itens 3.5 e 3.6 foi seco em estufa. Todo o fermentado foi retirado dos 

erlenmeyers após realização dos cultivos e colocado em bandejas de alumínio, em seguida as 

bandejas foram dispostas em estufa à 60°C durante 24 horas. Para obtenção do extrato 

enzimático bruto utilizou-se água destilada como solvente na proporção de 20mL por grama 

de fermentado seco. Em seguida, o extrato foi filtrado e armazenado sob refrigeração para 

posterior análise da caracterização enzimática.  

 



36 
 

3.8 CARACTERIZAÇÃO DAS AMILASES PRODUZIDAS PELOS FUNGOS Penicillium 

sp. FSDE15 E Aspergillus sp. FSDE16 

 

3.8.1 AVALIAÇÃO DAS CONDIÇÕES ÓTIMAS DE ATIVIDADE ENZIMÁTICA 

 

Após avaliação das melhores condições de cultivos, foi realizada a avaliação das 

melhores condições de pH e temperatura para a atividade enzimática das amilases produzidas 

pelos dois microrganismos.  

Para análise do pH ótimo, variou-se o mesmo na faixa de 4,0 a 8,0 (incremento 

de1,0) na preparação da solução de amido e do meio reacional a cada análise de atividade 

enzimática realizada conforme procedimento do item 3.9. Os ensaios foram realizados em 

triplicata, sendo utilizado tampão citrato de sódio para a faixa de pH de 4,0 a 6,0 e tampão 

fosfato de sódio para a faixa de 7,0 a 8,0.  

Após obtenção do melhor valor de pH para atividade de amilase, foi realizada a 

análise de temperatura ótima, onde manteve-se o pH constante no melhor valor obtido e 

variou-se a temperatura de 30 a 90°C (incremento de 10) para cada análise de atividade 

enzimática realizada conforme procedimento do item 3.9 também em triplicata. 

 

3.8.2 AVALIAÇÃO DA TERMOESTABILIDADE ENZIMÁTICA 

  

Este procedimento foi realizado, em duplicata, variando-se a temperatura de 30 a 

90°C (incremento de 10). O extrato enzimático foi colocado em erlenmeyer fechado com 

papel alumínio sendo incubado em banho-maria na temperatura desejada e foram retiradas 

amostras de 2 mL nos tempos de 0h, 15 min, 30 min, 60 min, 120 min. A atividade de amilase 

foi obtida conforme procedimento descrito no item 3.9.  

 

3.9 ATIVIDADE ENZIMÁTICA 

 

Para a análise da atividade enzimática de amilase foi seguido o método proposto por 

Aleixo Júnior (2018) com adaptações. Em tubos de ensaio, adicionou-se 0,25 mL de amido 

solúvel 1%(m/v) em 0,25 mL de tampão citrato de sódio pH 5,0, e em seguida adicionou-se 

0,25 mLde sobrenadante do extrato enzimático, a mistura foi homogeneizada e a reação 

ocorreu por 10 minutos à 50°C, com exceção dos extratos enzimáticos obtidos no item 3.4, 

estes foram analisados com o tempo de reação de 30 minutos à 40°C. Preparou-se o branco 
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das amostras. Em tubos de ensaio, foram adicionados 0,25 mL de tampão citrato, 0,25 mL do 

sobrenadante do extrato enzimático e 0,5 mL de solução de DNS. Preparou-se também o 

branco do espectrofotômetro, adicionando-se 0,5 mL de tampão citrato e 0,5 mL de solução 

de DNS em um tubo de ensaio. A concentração de açúcares redutores foi determinada pelo 

método do DNS. Fez-se a leitura a 540 nm usando solução de glicose como padrão (MILLER, 

1959). O valor da atividade enzimática foi calculado através da Equação (3.4): 

 

𝐴𝑚𝑖𝑙𝑎𝑠𝑒 (𝑈
𝑔⁄ ) =  

((𝐴−𝐵)×𝑓×𝑑×𝑉×𝑅)

0,18×𝑡×𝑉𝑒
                                             (3.4) 

 

Onde: 

A = absorbância da amostra; 

B = absorbância do branco da amostra; 

f = fator de conversão da curva de calibração (mg/mL); 

d = diluição da amostra; 

V = volume total do meio de reação (mL); 

0,18 = fator de conversão de miligramas para µmol de glicose; 

t = tempo de reação (min); 

Ve = volume da enzima no meio de reação (mL); 

R = razão volume de solvente por grama de meio cultivado (mL/g). 

 

3.10 HIDRÓLISE ENZIMÁTICA DOS RESÍDUOS DA MANDIOCA 

 

Foram avaliadas duas condições de granulometria dos resíduos da mandioca: 

triturados em triturador doméstico e moídos em moinho de facas. As condições de pH e 

temperatura utilizadas foram aquelas que apresentaram os melhores resultados da atividade 

enzimática na etapa de caracterização das amilases. 

Para realização da hidrólise, primeiramente foi feito o estudo da cinética baseado em 

Michaelis e Menten. Neste procedimento, foi realizado a variação da concentração de 

substrato em 1, 5, 10, 15, 20, 30 e 40% (m/v). Em frascos contendo o extrato enzimático bruto 

obtido, em duplicata, foram adicionados a quantidade de crueira e casca de mandioca de 

acordo com a concentração desejada, e estes foram incubados durante 10 minutos em banho-

maria sob a melhor temperatura obtida na caracterização da enzima. Em seguida, foi realizada 

a quantificação dos açúcares redutores (AR) seguindo metodologia proposta porMiller (1959). 

Para o ajuste do pH do meio reacional, o extrato enzimático bruto utilizado nesta 

etapa de hidrólise foi obtido através da extração com o solvente sendo tampão citrato de sódio 

pH 5,0. 
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Foram pesados 10g de resíduo e 90 mL de extrato enzimático como carga 

enzimática, com atividade deamilases de 63,5 U/g (3,18 U/mL), o que representa uma carga 

enzimática de 28,6 U por grama de resíduo de mandioca. Em seguida, em duplicata, os 

erlenmeyers contendo o meio reacional foram colocados em incubadora na temperatura de 

50ºC, velocidade de agitação de 100 rpm e tempo de 24 horas. As amostras para quantificação 

de AR foram retiradas nos tempos de 0, 30 minutos, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24 horas e 

armazenadas sob refrigeração para posterior análise seguindo metodologia proposta por 

Miller (1959). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE AMILASES EM MEIO COM BAGAÇO DE 

MALTE E RESÍDUOS DE MANDIOCA POR Penicillium sp. FSDE15 

 

O acompanhamento da cinética de produção de amilases por Penicillium sp. FSDE15 

foi realizado com a finalidade de avaliar a utilização de outros substratos além daqueles que já 

foram estudados anteriormente no grupo de pesquisa do Labio – UFPB. Os cultivos foram 

realizados com condições semelhantes, 70% de umidade, temperatura ambiente e 

concentração de inóculo de 105, porém além da utilização do bagaço de malte, foram 

utilizados os resíduos da mandioca: crueira e casca de mandioca.  

O comportamento da cinética de atividade enzimática de amilases para os cultivos 

contendo estes resíduos como substratos está mostrado na Figura 12.  

 

Figura 12 – Cinética de atividade enzimática de amilases por Penicillium sp. FSDE15 em 

meios contendo bagaço de malte, bagaço e crueira e bagaço e casca de mandioca 

 

 

Conforme pode ser observado, para o cultivo contendo apenas bagaço de malte, o 

pico de atividade enzimática foi em 168h de cultivo, com um valor de 2,73 U/g. Em termos de 

produtividade, o melhor resultado acontece em 96h de cultivo, com um valor de 0,683 
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U/g.dia. Aleixo Júnior (2018), ao analisar a produção de amilases utilizando o fungo 

Penicillium sp. FSDE15 em meio contendo bagaço de malte, com condições de umidade de 

70%, concentração de inóculo de 105 esporos/g e temperatura de incubação de 29°C, obteve 

pico de atividade enzimática em 120h de cultivo, com um valor de 8,68 U/g.  

Rocha (2019), ao realizar cultivo com o Aspergillus sp. FSDE16 em bagaço de 

malte, umidade de 70%, concentração de inóculo de 106 esporos/g e temperatura de incubação 

de 30°C, para 120h de cultivo, obteve valor de atividade enzimática de 9,98 U/g. Santos et al. 

(2017) cultivaram o fungo Penicillium spp. LEMI A11 em meio contendo talos de banana, 

umidade ajustada para 70% e temperatura de cultivo de 30°C e obtiveram resultado de 

atividade de amilase de 0,12 U/g em 96h de processo.  

Também pode ser observado na Figura 12, o comportamento da cinética de produção 

para os cultivos contendo bagaço de malte e crueira. Como mostrado, para o cultivo contendo 

10% de crueira o pico de atividade de amilases foi em 120h de cultivo, com um valor de 3,11 

U/g. Em termos de produtividade, o melhor resultado foi em 72h, com um valor de 0,96 

U/g.dia. Para o cultivo contendo 20% de crueira, o pico de atividade enzimática ocorreu em 

72h de cultivo, com um valor de 3,26 U/g. Em termos de produtividade, o melhor resultado 

também foi para 72h de cultivo, com um valor de 1,08 U/g.dia. Ao analisar estes casos, 

percebe-se que a cinética de atividade enzimática não apresentou muita variação em relação 

as proporções estudadas de crueira, com um comportamento semelhante do início ao fim do 

cultivo.   

Observando, agora, o comportamento da cinética para os cultivos realizados em meio 

contendo bagaço de malte e casca de mandioca mostrado na Figura 12, para o cultivo 

contendo 10% de casca, o melhor resultado de atividade enzimática ocorreu em 168h de 

cultivo, com um valor de 3,75 U/g. Em termos de produtividade o melhor resultado foi em 

96h de cultivo, com um valor de 0,85 U/g.dia. Enquanto para o cultivo contendo 20% de 

casca, o pico de atividade enzimática ocorreu em 168h, com um valor de 3,97 U/g. Em termos 

de produtividade, o melhor resultado foi em 96h de cultivo, com um valor de 0,92 U/g.dia. 

O comportamento do gráfico de cinética é semelhante em ambos os casos, mostrando 

que não houve muita variação em relação às proporções estudadas de resíduos de mandioca 

tanto para a atividade enzimática quanto para a produtividade. No entanto, nas primeiras 72 

horas de cultivo, os cultivos com crueira apresentam valores de atividades maiores se 

mantendo estáveis ao longo do tempo. Com 96 horas de cultivo os cultivos com casca de 

mandioca apresentaram maiores atividades enzimáticas.  
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Wisniewski et al. (2010) estudaram a produção de amilases pelo fungo Macrocybe 

titans em meio contendo 79% de bagaço de malte, 10,5% de farelo de mandioca e 10,5% de 

farelo de soja, umidade de 70%, temperatura de cultivo de 25°C, obtiveram pico de atividade 

enzimática em 22 dias de cultivo, com um valor de 12,72 U/g, sendo este superior ao obtido 

no presente trabalho. Mas em termos de produtividade, obteve o valor de 0,58 U/g.dia, que é 

considerado um valor baixo para tantos dias de cultivo. Onofre et al. (2017) analisaram a 

produção de amilases por Penicillium digitatum em meio contendo farelo de arroz 

suplementado com 20% de amido de mandioca, umidade de 65%, concentração de inóculo de 

108 esporos em todo o meio, temperatura de 28°C, e obtiveram em 120h de cultivo um valor 

de atividade enzimática de 65 U/g, valores maiores que os encontrados, mas usando o amido 

de mandioca, produto com custo maior que os resíduos aqui usados. 

Cruz et al. (2011) avaliaram a produção de amilases por Aspergillus niger em meio 

contendo resíduos de cascas da mandioca, umidade de 75%, temperatura de 35°C, 

concentração de inóculo de 107 esporos/mL, e em 120h de cultivo obtiveram valor de 

atividade enzimática de amilases de 30,3 U/g. Cunha et al. (2016) estudaram a produção de 

amilases pelo fungo Penicillium spp. LEMIA8221 em meio contendo resíduos da colheita de 

soja, com umidade de 70%, temperatura de 30°C, e em 96h de cultivo obtiveram valor de 

atividade enzimática de amilases de 20 U/g. Em termos de produtividade, o valor foi de 5 

U/g.dia.  

Analisando todos os gráficos de cinética dos cultivos da Figura 12 que foram 

estudados, percebe-se que os valores de atividade enzimática não tiveram muita variação ao 

longo do tempo de cultivo, indicando que a produção foi baixa para estas fontes indutoras e 

condições estudadas. Porém, foi percebido também, que os melhores resultados em termos de 

produtividade foram em 96h de cultivo. Para realização dos ensaios posteriores utilizou-se a 

casca de mandioca e o tempo de 96h de cultivo para avaliação das concentrações de nutrientes 

no meio de cultivo, na tentativa de melhoraros resultados de atividade da enzima. 

 

4.1.1 AVALIAÇÃO DA ADIÇÃO DE NUTRIENTES AO MEIO DE CULTIVO 

 

Os resultados do planejamento fatorial, que avaliou a influência da concentração de 

nutrientes em meio de bagaço de malte para produção de amilases pelo fungo Penicillium sp. 

FSDE15, são mostrados na Tabela (3).  
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Os valores de atividade enzimática apresentados na tabela são referentes à 96 horas 

de cultivo, pois como observado no tópico anterior, este foi o melhor tempo em termos de 

produtividade.  

  

Tabela 3 – Influência da adição de Sulfato de amônia (S), Fosfato de potássio (F), Extrato de 

levedura (E) e Casca de mandioca (C) na atividade de amilase 

Ensaio S (%) F (%) E (%) C (%) Amilase (U/g) 

1 -1 (2,0) -1 (1,0) -1 (0,0) -1 (20,0) 7,47 

2 +1 (4,0) -1 (1,0) -1 (0,0) -1 (20,0) 8,81 

3 -1 (2,0) +1 (3,0) -1 (0,0) -1 (20,0) 10,08 

4 +1 (4,0) +1 (3,0) -1 (0,0) -1 (20,0) 8,34 

5 -1 (2,0) -1 (1,0) +1 (1,0) -1 (20,0) 8,96 

6 +1 (4,0) -1 (1,0) +1 (1,0) -1 (20,0) 8,96 

7 -1 (2,0) +1 (3,0) +1 (1,0) -1 (20,0) 9,36 

8 +1 (4,0) +1 (3,0) +1 (1,0) -1 (20,0) 8,09 

9 -1 (2,0) -1 (1,0) -1 (0,0) +1 (40,0) 8,70 

10 +1 (4,0) -1 (1,0) -1 (0,0) +1 (40,0) 8,92 

11 -1 (2,0) +1 (3,0) -1 (0,0) +1 (40,0) 10,52 

12 +1 (4,0) +1 (3,0) -1 (0,0) +1 (40,0) 7,51 

13 -1 (2,0) -1 (1,0) +1 (1,0) +1 (40,0) 8,67 

14 +1 (4,0) -1 (1,0) +1 (1,0) +1 (40,0) 9,43 

15 -1 (2,0) +1 (3,0) +1 (1,0) +1 (40,0) 10,08 

16 +1 (4,0) +1 (3,0) +1 (1,0) +1 (40,0) 6,64 

17 0 (3,0) 0 (2,0) 0 (0,5) 0 (30,0) 10,30 

18 0 (3,0) 0 (2,0) 0 (0,5) 0 (30,0) 10,55 

19 0 (3,0) 0 (2,0) 0 (0,5) 0 (30,0) 9,94 

20 0 (3,0) 0 (2,0) 0 (0,5) 0 (30,0) 10,91 

 

É possível observar, que de maneira geral, os valores de atividade enzimática não 

sofreram muita variação para as condições analisadas. Os maiores valores de atividade de 

amilases foram observados nos ensaios 18 e 20, que são dois dos quatro pontos centrais.  

Então, com os dados da Tabela (3) realizou-se um tratamento estatístico para obter 

informações mais precisas sobre a influência dos nutrientes na atividade de amilase. A 

metodologia de planejamento fatorial além de reduzir o número de experimentos, melhora a 

qualidade da análise qualitativa de dados obtidos experimentalmente (BARROS NETO, 

SCARMINIO e BRUNS, 2001). 

O diagrama de Pareto na Figura 13 mostra que o único parâmetro estatisticamente 

significativo é a interação entre o sulfato e o fosfato, apresentando pouca influência sobre a 

atividade enzimática de amilase pois o valor do efeito está próximo da linha do p-valor e esta 

influência ocorre de maneira negativa, o que indica que a maior atividade é obtida quando um 

dos nutrientes está na menor concentração. 
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Figura 13 – Diagrama de Pareto mostrando a influência da adição de nutrientes do meio de 

bagaço de malte na atividade de amilase por Penicillium sp. FSDE15 

 

 

A quantidade excessiva de fontes de nitrogênio causa um estresse para o crescimento 

de microrganismos, inibindo a produção de amilases (SUNDARRAM, PANDURANGAPPA 

e MURTHY, 2014). Ferreira et al. (2015) ao analisarem a suplementação do meio sólido 

contendo farelo de trigo variando a adição das fontes de nitrogênio nitrato de amônia, sulfato 

de magnésio e sulfato de amônia, para a produção de amilases por Rhizopus oryzae, 

observaram que não houve diferença significativa no resultado de atividade enzimática ao 

longo de 120h de cultivo em relação à estas fontes. Almeida (2019), por sua vez, avaliou o 

efeito das fontes de nitrogênio para a produção amilolítica por fungo Mucor sp. AD742 e 

reporta que muitas fontes de nitrogênio no meio inibiram a atividade enzimática, sendo obtido 

um valor bem inferior quando comparado com os valores de atividade em meio contendo 

apenas uma fonte. A concentração adequada de fontes de nitrogênio para a produção de 

amilases é de extrema importância, pois pequenas quantidades podem não ser suficientes para 

melhorar o processo de obtenção de enzimas, mas o excesso de nitrogênio é equivalentemente 

prejudicial por causar a inibição enzimática (DHARANI AIYER, 2004). 

Foi obtido um modelo de regressão linear para a atividade enzimática, conforme 

mostrado na Equação (4.1). Os coeficientes foram obtidos com 95% de confiança, sendo 

estatisticamente significativos aqueles que estão em negrito.  

 

Yamilase = 9,111 – 0,446S + 0,043F – 0,011E + 0,025C – 0,0736SF – 0,047SE           (4.1) 

               – 0,238SC – 0,274FE – 0,165FC – 0,093EC          
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 A partir desta equação, observa-se que apenas dois coeficientes foram 

estatisticamente significativos, sendo um deles a média e o outro a interação entre sulfato e 

fosfato com o sinal negativo, mostrando que a interação de sulfato e fosfato só traz benefício 

quando um dos elementos está no valor máximo e o outro no valor mínimo. O coeficiente de 

determinação do ajuste linear (R2) foi de 58,9%, o que mostra que o ajuste do modelo foi 

baixo. Porém, foi desenvolvido a análise de variância (ANOVA) para verificação da 

consistência do modelo obtido. A Tabela (4) mostra os resultados da ANOVA gerada a partir 

dos dados obtidos nos ensaios. 

 

Tabela 4 – Análise de variância (ANOVA) para a atividade enzimática de amilase 

Fonte de variação SQ GL QM Fcalc Ftab 

Regressão 14,733 1 14,733 25,55 4,414 

Resíduo 10,378 18 0,577   

Falta de ajuste 9,866 15 0,658 3,871 8,703 

Erro puro 0,511 3 0,170   

Total 25,011 19    

R2 0,589     

Teste F     5,788 

 

O teste F é a razão entre o Fcalc e o Ftab. Se esta razão for maior ou igual a 1,0, ou 

seja, se o F calculado for maior que o F tabelado, então o modelo de regressão é 

estatisticamente significativo. Mas para que o modelo também seja considerado preditivo, o 

valor do F calculado deve ser, no mínimo, quatro vezes maior que o F tabelado (BARROS 

NETO, SCARMINIO e BRUNS, 2001). A análise de variância mostrou que o valor do teste F 

foi 5,788, sendo o modelo de regressão estatisticamente significativo e preditivo. Porém, 

como o ajuste do modelo foi baixo, isto indica que o adequado seria estender o modelo de 

regressão linear para um modelo quadrático para obter melhor ajuste. 

Então foi gerado o gráfico dos valores observados e preditivos que está mostrado na 

Figura 14, que como pode ser observado, confirma que o modelo obtido foi de baixo ajuste, 

pois os pontos estão muito distantes da reta.  
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Figura 14 – Gráfico dos valores preditivos versus observados 

 

 

Mesmo com a falta de ajuste elevada, devido ao fato de que o modelo foi 

estatisticamente significativo, foi plotada a superfície de resposta, sendo representada na 

Figura 15. A atividade enzimática de amilase foi analisada como função da concentração de 

Sulfato e Fosfato, fixando-se as outras variáveis Extrato e Casca, no menor nível (-1), pois 

estas não apresentaram influência alguma sobre a atividade. 

 

Figura 15 – Superfície de resposta para a atividade de amilase em função do Sulfato (%) e 

Fosfato (%) 
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Analisando a superfície de resposta, percebe-se que os valores mais altos de 

atividade de amilase estão para os menores níveis de Sulfato e para os maiores níveis de 

Fosfato. Porém, a influência exercida pelas variáveis de entrada sobre a variável de resposta 

não foi tão significativa assim, pois observa-se que os valores obtidos para atividade 

enzimática tiveram pequena variação ao longo dos níveis.  

Segundo Sethi e Gupta (2015), a adição de sulfato de amônia como enriquecimento 

do meio para a produção de amilases por fungos, incluindo os do gênero Penicillium, não 

apresenta resultado positivo, sendo obtido um pequeno valor de atividade enzimática. Fontes 

de nitrogênio orgânicas apresentam resultados melhores na produção de amilases do que as 

fontes inorgânicas (SINDHU, BINOD e PANDEY, 2017). A utilização de fontes inorgânicas 

também pode elevar o custo do processo, pois os nutrientes inorgânicos possuem maior custo 

comparado com o custo de fontes orgânicas (CASTRO et al.,2018).  

Como a adição de nutrientes ao meio de cultivo não apresentou influência para a 

produção de amilases, e com o intuito de tornar o processo o mais econômico possível, foram 

realizadosensaios com 30% de casca de mandioca para avaliar a produção das enzimas 

utilizando-se apenas água destilada para umidificação do meio de cultivo.  

 

4.2 UTILIZAÇÃO DE ÁGUA DESTILADA EM SUBSTITUIÇÃO A ADIÇÃO DE 

NUTRIENTES 

 

O acompanhamento da cinética de produção de amilases para o cultivo do 

Penicillium sp. FSDE15 em meio sólido contendo 70% de bagaço de malte e 30% de casca de 

mandioca umedecidos com água destilada, pode ser observado na Figura 16.  
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Figura 16 – Cinética de produção de amilases por Penicillium sp. FSDE15 em meio contendo 

bagaço de malte e casca de mandioca umedecidos com água destilada 

 

 

Analisando a curva de cinética, o pico de atividade enzimática foi atingido com 96h 

de cultivo, com um valor de 13,62 U/g. Comparando este resultado com a média dos 

resultados dos ensaios do ponto central do planejamento fatorial, observa-se que a 

suplementação ao meio não se faz necessária, pois estas não apresentaram influência positiva 

na produção de enzimas. Percebe-se, inclusive, que o valor obtido sem suplementação foi 

30,58% superior ao obtido com a suplementação.  

Selim, Mostafa e Eid (2017) avaliaram a produção de amilases por Penicillium sp. 

(1) em meio sólido contendo resíduos de batata, umedecidos apenas com água destilada, e em 

120 dias de cultivo obtiveram um valor de atividade enzimática de 24,34 U/g. Freitas, Martins 

e Ferreira (2014) realizou cultivos do fungo Syncephalastrum racemosum em meio sólido 

contendo farelo de trigo como substrato, com umidade de 70% e temperatura de 28°C, com 

nitrato de amônia, sulfato de magnésio e sulfato de amônia, e também sem estas fontes de 

nitrogênio, e obteve resultados muito próximos de atividade enzimática de amilases para 

ambos os casos, indicando que não há necessidade de suplementação do meio contendo 

resíduos agroindustriais.  

No caso deste cultivo contendo bagaço de malte e casca de mandioca, realizado no 

presente trabalho, a quantidade de casca presente no meio pode ter sido suficiente para a 

produção enzimática. Segundo Dourado et al. (2017) a casca de mandioca apresenta na sua 

composição, em média, 6,9% de teor de proteína bruta. A proteína que está presente em 

plantas e vegetais, possui quantidade de nitrogênio dentre os elementos constituintes que são 

considerados essenciais (SODRÉ et al., 2017).  
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Como discutido anteriormente, uma quantidade excessiva de nitrogênio no meio 

pode prejudicar a produção de enzimas, então umedecer o meio com água destilada é 

suficiente para obtenção de amilases nestas condições, além de trazer mais economia ao 

processo. 

 

4.3 CARACTERIZAÇÃO DAS AMILASES PRODUZIDAS POR Penicillium sp. FSDE15 

 

A Figura 17 mostra a atividade enzimática em função do pH para as amilases 

produzidas por Penicillium sp. FSDE15. O maior valor de atividade obtido foi com o pH 6,0, 

sendo este considerado o pH ótimo para estas enzimas por apresentar melhor resultado.  

 

Figura 17 – Avaliação do pH ótimo para atividade de amilase produzida por Penicillium sp. 

FSDE15 

  

 

Erdal e Taskin (2010) determinaram o pH ótimo de 6,0 para a atividade de amilases 

produzidas por Penicillium expansum MT-1. Uzun, Demirci e Akatin (2017) avaliaram as 

condições ótimas para as amilases produzidas por Rhizoctonia solani AG-4 e observaram que 

a atividade foi máxima em pH 5,5. Já Gosh et al. (2015) caracterizaram as amilases 

produzidas por Penicillium notatum NCIM 923 e obtiveram que a melhor faixa de pH está 

entre 5,0 – 6,0, enquanto Abdullah et al. (2017) ao avaliarem a atividade enzimática de 

amilases produzidas por Penicillium sp. observaram o pH ótimo de 6,0.  

Estes resultados estão de acordo aos encontrados neste trabalho. Apesar de no pH 6,0 

obtermos a maior atividade de amilases, nos outros pH avaliados os valores foram bem 

próximo, monstrando que a enzima atua bem em ampla faixa de pH (4-8). 
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A influência da temperatura na atividade enzimática das amilases produzidas por 

Penicillium sp. FSDE15 pode ser observada na Figura 18.  

 

Figura 18 – Avaliação da temperatura ótima para atividade de amilase produzida por 

Penicillium sp. FSDE15 

 

 

Observa-se que a atividade enzimática é máxima à 60°C, sendo esta considerada a 

temperatura ótima. Após esta temperatura, percebe-se que a atividade cai, o que indica que a 

partir de 70°C deve estar ocorrendo a desnaturação das enzimas. 

Aisien e Igbinosa (2019) obtiveram maior valor de atividade de amilases produzidas 

por Penicillium expansum na temperatura de 45°C. Enquanto Balkan e Ertan (2005) 

caracterizaram as amilases produzidas por Penicillium chrysogenume obtiveram como 

temperatura ótima 50°C. Xian et al. (2015) obtiveram temperatura ótima de 55°C para 

amilases produzidas por Talaromyces pinophilus 1-95. Tiwari, Jadhav e Fatima (2007) 

analisaram a atividade enzimática de amilases produzidas por Penicillium rugulosum e 

observaram a temperatura ótima de 57°C para estas enzimas.  

A avaliação da termoestabilidade das amilases produzidas por Penicillium sp. 

FSDE15 pode ser observada na Figura 19.  
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Figura 19 – Avaliação da termoestabilidade das amilases produzidas por Penicillium sp. 

FSDE15 

 

  

Como mostra a figura, as amilases produzidas pelo Penicillium sp. FSDE15 se 

mostraram praticamente estáveis às temperaturas de 50 a 90 ºC pelo tempo de duas horas. 

Nouadri et al. (2010) ao caracterizarem as amilases produzidas por Penicillium 

camemberti PL21, observaram que estas enzimas permaneceram termoestáveis à 60°C até 1h 

de incubação, com 70% de atividade residual, tendo queda para 40% em 2h de incubação.  

Abdulaal (2018) avaliando a termoestabilidade das amilases produzidas por Trichoderma 

pseudokoningii, em 1h de incubação, observaram que a partir de 60°C a atividade residual 

começou a cair para 85%, chegando à 80°C com 70% de atividade residual. Já Oliveira et al. 

(2016) avaliaram as amilases produzidas por Lichtheimia ramosa e Thermoascus 

aurantiacuse em ambos os casos as enzimas permaneceram estáveis até 53°C durante 1h de 

incubação. Araújo e Martins (2018) observaram para as amilases produzidas por Rhizopus 

miehei¸ que até 65°C as enzimas apresentaram mais de 90% de atividade residual quando 

incubadas por 1h, tendo bruto decréscimo acima desta temperatura. 

 

4.4 AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE AMILASES POR Aspergillus sp. FSDE16 E 

Penicillium sp. FSDE15 USANDO FARELO DE TRIGO E CASCA DE MANDIOCA 

 

A cinética de produção de amilases por fungos Penicillium sp. FSDE15 e Aspergillus 

sp. FSDE16 em meio contendo 70% de farelo de trigo e 30% de casca de mandioca está 

mostrada na Figura 20. Como pode ser observado na curva cinética de ambos os casos, os 
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fungos não demonstraram produção de enzimas nas primeiras 24 h de cultivo com o valor de 

atividade inicial de aproximadamente 9 U/g, sendo percebido aumento de atividade a partir de 

48 horas de cultivo. Para o cultivo com Penicillium sp. FSDE15, o pico de atividade de 

amilases foi de 20,30 U/g e ocorreu em 96h, mantendo-se constante até 120h, enquanto para o 

cultivo com o Aspergillus sp. FSDE16, a atividade enzimática apresentou aumento até 120 h, 

atingido seu valor máximo de 44,60 U/g. Sendo o microrganismo que apresentou maior 

resultado de produção de amilases, o fungo do gênero Aspergillus. 

 

Figura 20 – Cinética de produção de amilasespor Aspergillus sp. FSDE16 em meio contendo 

farelo de trigo e casca de mandioca 

 

 

Balkan e Ertan (2007) ao realizarem cultivo do fungo Penicillium chrysogenum em 

meio sólido contendo farelo de trigo, com umidade 75% e temperatura de incubação de 28°C, 

obtiveram resultado de atividade enzimática de amilases de 82,5 U/g em 168h de cultivo. 

Zhao, Yi e Li (2019) ao avaliar a produção de enzimas por Penicillium oxalicum 16, em meio 

contendo 60% de farelo de trigo e 40% de palha de arroz, com umidade de 75% e temperatura 

de 28°C, obtiveram resultado de atividade enzimática de amilases de 270 U/g em 96h de 

cultivo.  

Ferreira et al. (2015) estudaram o cultivo do fungo Rhizopus oryzae em farelo de 

trigo com umidade ajustada para 70% e temperatura de 30°C, e em 120h de experimento a 

atividade de amilases foi de 220 U/g. Irfan, Nadeem e Syed (2012) analisaram a produção de 

amilases por Aspergillus niger-ML-17 em meio contendo farelo de trigo com umidade de 

55% incubado à temperatura de 30°C, e obtiveram o valor de atividade enzimática de 4,4 U/g 

em 96h de cultivo.  
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Pereira et al. (2018) realizaram cultivo do fungo Aspergillus niger em meio contendo 

resíduo de mandioca, com umidade ajustada para 47%, incubados à temperatura de 30°C, e 

obtiveram em 61,5h resultado de atividade enzimática de amilases de 37,6 U/g. Karri et al. 

(2014) ao estudarem a produção de amilases por Aspergillus Strains-A em farelo de trigo, 

umidade de 70%, à temperatura de incubação de 30°C, obtiveram resultado de atividade 

enzimática de 52,5 U/g. Kalaiarasi e Parvatham (2015) avaliaram a produção de amilases pelo 

fungo Aspergillus awamori MTCC 9997 em meio contendo casca de mandioca em pó, com 

umidade ajustada para 70% e temperatura de 28°C, e obtiveram resultado de atividade 

enzimática de 18,2 U/g em 120h de cultivo. Sethi et al. (2016) ao cultivarem o fungo 

Aspergillus terréus NCFT 4269.10 em meio sólido contendo milheto com umidade ajustada 

para 70%, com incubação à 30°C durante 96h e obtiveram atividade de amilases de 16,8 U/g. 

Assim, como já confirmado por outros autores, o farelo de trigo é um excelente 

substrato para produção de amilases. Pelos resultados apresentados, o Aspergillus sp. FSDE16 

mostrou melhor desempenho para a produção de amilases quando comparado ao Penicillium 

sp. FSDE15. 

 

4.5 SECAGEM DO FERMENTADO 

 

Na Tabela (5) estão os resultados de atividade enzimática dos extratos brutos obtidos 

antes e após a secagem do fermentado dos cultivos realizados utilizando como substrato farelo 

de trigo e casca de mandioca. 

 

Tabela 5 – Valores de atividade enzimática após secagem do fermentado 

Microrganismo Amilase (120h) Amilase (após secagem) 

Aspergillus sp. FSDE16 44,60 U/g 73,09 U/g 

Penicillium sp. FSDE15 19,79 U/g 36,33 U/g 

 

É possível observar que a atividade de amilases após a secagem aumentou 

consideravelmente para os dois casos. Neste caso específico, a secagem a temperatura de 

60ºC foi favorável, o que mostra que as amilases produzidas são estáveis a temperatura e ao 

retirar a umidade as enzimas se concentram mais no fermentado, se tornando interessante para 

a etapa de hidrólise, visto que uma boa carga enzimática nesta etapa pode trazer melhores 

resultados. 
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4.6 CARACTERIZAÇÃO DAS AMILASES PRODUZIDAS POR Aspergillus sp. FSDE16 

 

A atividade enzimática de amilases produzidas por Aspergillus sp. FSDE16 em 

função do pH está mostrada na Figura 21. Como pode ser observado, o pH ótimo está na faixa 

entre 4,0 – 6,0, com atividade máxima em pH 5,0. 

 

Figura 21 – Avaliação do pH ótimo para atividade das enzimas amilases produzidas por 

Aspergillus sp. FSDE16 

 

 

Wang, Li e Lu (2018) caracterizaram amilases produzidas por Aspergillus niger e 

determinaram a faixa de pH ótimo entre 4,0 – 6,0. Ayansina, Adelaja e Mohammed (2017) 

avaliaram a atividade enzimática de amilases produzidas por Aspergillus flavus e obtiveram 

como pH ótimo 6,0. Já Mahapatra e Barnejee (2012) obtiveram pH ótimo de 5,5 para a 

atividade de amilases produzidas por Aspergillus aculeatus DBF9, enquanto Avwioroko, 

Tonukari e Asagba (2015) ao caracterizarem amilases produzidas por Aspergillus sp. CSA25, 

Aspergillus sp. CSA25 e Aspergillus sp. CSA26, obtiveram pH ótimo 5,0 para os três casos. 

No caso em estudo mostrou que a enzima produzida trabalha bem em um faixa de pH de 4 a 

6, este resultado é bom pois na utilização da enzima é complicado manter o pH em um valor 

único, dependendo do processo variações de pH ocorrem com frequência. 

A influência da temperatura na atividade enzimática das amilases produzidas por 

Aspergillus sp. FSDE16 pode ser observada na Figura 22. 
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Figura 22 – Avaliação da temperatura ótima para atividade das enzimas amilases produzidas 

por Aspergillus sp. FSDE16 

 

 

 Como pode ser observado, a atividade enzimática das amilases é máxima à 60°C, 

sendo esta considerada a temperatura ótima. Após esta temperatura, ocorre queda da atividade 

enzimática com o aumento da temperatura, indicando que a partir de 70°C deve estar 

acontecendo a desnaturação das enzimas. 

 Unal (2015) ao caracterizar as amilases produzidas por Aspergillus niger obteve 

como melhor condição de atividade enzimática a temperatura ótima de 65°C. Karim et al. 

(2019) obtiveram a temperatura ótima de 70°C para a atividade enzimática de amilases 

produzidas por Aspergillus flavus NSH9. Enquanto Aggarwal, Dutta e Sheikh (2019) ao 

avaliarem a atividade enzimática de amilases produzidas por um fungo do gênero Aspergillus 

isolado do efluente de uma fábrica têxtil e determinaram a faixa de temperatura ótima entre 

60°C e 70°C. Já Almeida et al. (2017) caracterizam a atividade amilolítica de enzimas 

produzidas por Aspergillus brasiliensise obtiveram melhores resultados na faixa de 

temperatura de 50°C a 60°C. 

 A avaliação da termoestabilidade das amilases produzidas por Aspergillus sp. 

FSDE16 pode ser observada na Figura 23. Como mostrado na figura, observa-se que na 

temperatura de 50°C as amilases são termoestáveis pelo tempo de duas horas, porém a partir 

de 60°C em 15 minutos de reação ocorre queda da atividade enzimática. 
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Figura 23–Avaliação da termoestabilidade das amilases produzidas por Aspergillus sp. 

FSDE16 

 

 

 Wang et al. (2018) ao avaliarem a caracterização de amilases produzidas por 

Aspergillus niger observaram que, em 120 min de incubação, até 50°C estas enzimas se 

apresentaram consideravelmente estáveis, com atividade relativa de cerca de 45%, ocorrendo 

queda da atividade relativa para cerca de 8% na temperatura de 60°C. Karam et al. (2017) 

avaliando a termoestabilidade das amilases produzidas por Aspergillus awamori obtiveram 

que as enzimas se apresentaram relativamente estáveis até a temperatura de 60°C durante 2h 

de incubação, com atividade residual de 60%, e para as temperaturas de 70°C e 80°C a 

atividade residual caiu para aproximadamente 30%.  

Já Trabelsi et al. (2018) ao caracterizarem as amilases produzidas por Aspergillus 

oryzae S2 obtiveram que estas enzimas permaneceram termoestáveis à 50°C durante 1h de 

incubação, com atividade relativa de 90%, apresentando queda desta atividade a partir de 

60°C. Enquanto Sethi et al. (2016) caracterizam as amilases produzidas por Aspergillus 

terreus NCFT 4269.10 e observaram que que as enzimas se apresentaram termoestáveis até a 

temperatura de 60°C durante 120 min de incubação. Neste caso, mesmo a atividade sendo 

maior na temperatura de 60ºC é melhor para o processo usar temperatura de 50ºC, pois nesta 

temperatura a enzima apresenta com boa estabilidade. 
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4.7 HIDRÓLISE ENZIMÁTICA DOS RESÍDUOS DE MANDIOCA 

 

A hidrólise dos resíduos de mandioca foi realizada usando as enzimas produzidas 

pelo Aspergillus sp. FSDE 16, com carga enzimática de 28,6 U por grama de resíduo, pH 5,0 

e temperatura de 50°C. Foram utilizadas casca e crueira de mandioca trituradas e moídas. 

Durante o estudo para obter a melhor condição de concentração de substrato para 

realização da hidrólise destes resíduos foi percebido que em altas concentrações o meio 

reacional se tornou muito viscoso, o que dificultou as condições de trabalho para as 

posteriores análises. Por este motivo, decidiu-se prosseguir os ensaios com a condição de 

concentração de substrato de 10% (m/v) para os dois resíduos. 

A comparação entre as duas granulometrias dos resíduos que foram avaliados na 

hidrólise pode ser observada nas Figuras 24 e 25. 

 

Figura 24 – Crueira (a) triturada e (b) moída 

 

 (a)                                      (b) 

 

Figura 25 – Casca de mandioca (a) triturada e (b) moída 

 

(a)                                     (b) 

 

Os resultados da concentração de AR durante a hidrólise enzimática dos resíduos de 

mandioca em diferentes granulometrias estão mostrados na Figura 26. Como pode ser 

observado, para ambos os resíduos, a concentraçãode AR foi aumentando ao longo do tempo, 



57 
 

indicando que houve liberação de açúcares durante a hidrólise, atingindo-se o maior valor de 

concentração em 24h de processo. 

 

Figura 26 – Concentração de açúcares redutores (AR) durante a hidrólise enzimática dos 

resíduos (a) casca de mandioca e (b) crueira 

(a) 

 

 

 (b) 

 

 

Analisando o comportamento da liberação de açúcares redutores para ambos os 

casos, é possível observar que ocorreu maior liberação nos experimentos de hidrólise 

realizados com os resíduos moídos. Isto pode ter ocorrido devido ao fato de que uma menor 
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granulometria possibilita uma maior área superficial dos sólidos, podendo assim facilitar o 

ataque enzimático das amilases ao amido existente nos resíduos da mandioca para liberação 

em açúcares redutores. 

Hera, Gomez e Rosell (2013) afirmam que o tamanho das partículas de farinhas de 

amido influencia na ação das enzimas amilases ao substrato, pois quanto menor o tamanho 

destas partículas maior a área da superfície por unidade de volume e biodisponibilidade de 

nutrientes. A área superficial maior com relação ao volume aumenta a adsorção das enzimas 

ao substrato, melhorando o ataque enzimático e a taxa de hidrólise (FERNANDES, 2018). 

No caso da hidrólise da casca triturada o valor máximo da concentração de AR 

obtido foi 14,44 g/L, enquanto com a casca moída o maior valor atingido foi 22,61 g/L. Já no 

caso da hidrólise da crueira triturada o maior valor da concentração de AR obtido foi 10,86 

g/L e com a crueira moída o valor máximo foi 21,01 g/L. Comparando os valores máximos de 

concentração de AR que foram obtidos com os dois resíduos triturados em 24h de processo, 

percebe-se que o valor de concentração obtido com a casca foi maior do que o valor obtido 

com a crueira, enquanto para os valores de concentração que foram obtidos com os resíduos 

moídos praticamente não houve diferença.  

Gonçalves (2016) ao avaliar a hidrólise enzimática do bagaço de mandioca utilizando 

amilases produzidas por Rhizopus oligosporus, com carga enzimática de 24U/g, pH 5,5 e 

temperatura de 50°C, obteve concentração de AR de 24 g/L em 50h de experimento. Pereira 

et al. (2017) em seu estudo sobre avaliação da hidrólise enzimática do amido granular de 

batata doce utilizando extrato enzimático bruto produzido por Aspergillus niger, carga 

enzimática de 22,50 U/g, pH 5,0 e temperatura de 55°C, em 26h obteve concentração de 17,5 

g/L. Escaramboni et al. (2018) avaliaram a hidrólise enzimática do bagaço de mandioca ao 

utilizar extrato enzimático bruto produzido por Rhizopus oligosporus, pH 5,5 e temperatura de 

55°C, e obtiveram concentração de 36g/L em 12h de ensaio. Já Saekhow et al. (2020) 

estudaram a hidrólise enzimática do caule da mandioca utilizando a combinação das enzimas 

comerciais Termamyl e AMG, com carga enzimática de 1,2 U/g e 3,5, respectivamente, pH 

7,0 e temperatura de 60°C, e obtiveram a concentração de AR de 12 g/L em 48h. 

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que às enzimas produzidas pelo 

Aspergillus sp. FSDE 16 mostram resultados promissores na hidrólide dos resíduos de 

mandioca, lembrando que foi utilizado o extrato bruto enzimático, sem passar por nenhum 

processo de concentração ou purificação. 
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5 CONCLUSÕES 

 

Dentre os cultivos realizados com o fungo Penicillium sp. FSDE15 em meios 

contendo bagaço de malte e resíduos de mandioca em diversas proporções, os cultivos 

contendo bagaço e casca se mostraram mais promissores.  

Através da avaliação das concentrações de nutrientes no meio de cultivo, foi 

percebido que a adição de nutrientes não se faz necessária, sendo suficiente a presença de 

casca de mandioca no meio de cultivo. 

Foi possível obter as condições ótimas de pH e temperatura que maximizam a 

atividade das amilases produzidas por Penicillium sp. FSDE15, sendo a enzima ativa na faixa 

de pH de 4,0 a 8,0 e nas temperaturas entre 30 e 90ºC. 

O farelo de trigo e a casca de mandiocas e mostraram como bons indutores para a 

produção de amilases, onde foram obtidos maiores valores de atividade enzimática com o 

fungo Aspergillus sp. FSDE16. 

 A caracterização enzimática das amilases produzidas por Aspergillus sp. FSDE16 

mostrou que a enzima apresenta maior atividade no pH 5,0 e temperatura de 60ºC, mas se 

mostrando ativa na faixa de pH entre 4 e 6, e estabalidade na temperatura de 50ºC por até 

duas horas. 

 A avaliação da hidrólise enzimática foi realizada utilizando-seo extrato enzimático 

bruto como carga enzimática e os melhores resultados foram obtidos para os resíduos moídos 

quando comparados com os resíduos triturados.  

Ambos os resíduos se mostraram promissores para obtenção de açúcares 

fermentescíveis através do processo de hidrólise enzimática. 

Como sugestões para trabalhos futuros, seria interessante avaliar outras condições de 

concentração de substrato e carga enzimática na etapa de hidrólise. 
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