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Determinação da Atividade Enzimática de Extrato Bruto Obtido por Fermentação em 
Estado Sólido de Bagaço de Malte por Aspergillus Níger
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Resumo

A geração de resíduos ocorre em diferentes áreas e setores agroindustriais, onde grande parte das indústrias 
gera algum subproduto que pode não apresentar uma gestão e destino sustentável. O bagaço de malte é um 
resíduo comum das indústrias cervejeiras e apresenta uma boa variação nutricional, podendo ser obtido com 
baixo ou nenhum custo. Neste trabalho objetivou-se utilizar o bagaço de malte como susbtrato na fermentação 
em estado sólido (FES) por Aspergillus niger para obtenção de amilase. As variaveis testadas na FES foram: 
massa do substrato (10g e 20 g), temperatura (25º, 28º e 32º), tempo de fermentação (24, 48 e 72 horas) 
e pH (4, 5 e 6). A atividade da amilase foi determinada através da técnica do DNS (ácido dinitrosalicílico). 
A melhor atividade de amilase ocorreu com 10g de substrato, na temperatura de 28ºC, pH 5 e 48 horas de 
fermentação. Os resultados obtidos demonstram o potencial que o bagaço de malte apresenta como substrato 
para produção de amilases na FES.
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Introdução 

O Brasil está entre os três maiores consumidores de cerveja do mundo, atingindo cerca de 13 
bilhões de litros ao ano. Cada vez mais o setor cervejeiro tem crescido e expandido seus mercados, 
conseqüentemente também produzindo uma maior quantidade de resíduos. O resíduo que gera 
maior impacto em relação ao volume e produção é o bagaço de malte, comparado aos demais 
resíduos gerados pelas cervejarias, alcançando aproximadamente 15,4 milhões de toneladas/ano 
(FAO, 2013; CERVBRASIL, 2015). 

A fermentação em estado sólido (FES) é um bioprocesso no qual o microrganismo se 
desenvolve em suportes sólidos na ausência ou em baixo teor de água livre. É possível utilizar duas 
técnicas de FES: a primeira consiste na utilização de um sólido como suporte para o desenvolvimento 
dos microrganismos e outro composto atuando como fonte de carbono; a segunda utiliza uma matriz 
que forneça suporte e energia juntamente com os nutrientes. Geralmente as enzimas e outros 
metabólitos são obtidos por FES, a qual permite melhor controle no processo e tem a recuperação 
enzimática facilitada. Além disso, tal método mimetiza o habitat natural dos microrganismos, 
tornando-se uma ótima alternativa para o crescimento microbiano (LIMA et al.,2003; SINGHANIA et 
al.,2009; THOMAS, LARROCHE e PANDEY, 2013).

Uma classe de produtos que pode ser obtida por FES é composta pelas enzimas. As 
enzimas são biocatalisadores que apresentam alta especificidade e seletividade, atuantes em 
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todas as células vivas, sendo importantes para o sistema metabólico dos organismos (LIMA et al., 
2001). A alta especificidade pelos substratos, se dá pela complementação geométrica realizada 
entre o substrato e a enzima, conhecida como encaixe induzido (MONTEIRO; SILVA, 2009). As 
amilases são responsáveis pela hidrólise do amido e seus derivados, sendo pertencentes à classe 
das hidrolases, tendo como principais representantes desse grupo a alfa e a beta-amilase, as quais 
produzem dextrinas, maltose, maltotriose e glicose a partir do amido. Essa classe de enzimas é 
de grande importância em aplicações industriais no desenvolvimento de alimentos, fermentações, 
produtos têxteis, papel, dentre outras (PARIS, 2008).

A produção de enzimas por métodos convencionais apresenta um alto custo de mercado. 
A utilização de recursos sustentáveis, baratos, de fácil acesso e com alto valor nutritivo como o 
bagaço de malte na produção desses catalisadores reduziria de maneira significativa os custos, 
além de contribuir com o meio ambiente. Diante disso, este trabalho teve como objetivo realizar a 
determinação da atividade enzimática de extrato bruto obtido por fermentação em estado sólido por 
Aspergillus niger utilizando-se bagaço de malte como substrato energético.

Desenvolvimento

Obtenção do Fungo Aspergillus niger

Cepas do fungo Aspergillus niger (ATTC 16888) foram gentilmente cedidas pela empresa 
Laborclin, situada em Curitiba – Paraná e mantidas em ágar Sauboraud até o momento da sua 
utilização, com repiques a cada 15 dias. 

Preparo do Inóculo e Obtenção da Solução de Esporos 

A obtenção do inoculo para fermentação em estado sólido foi realizado através da propagação 
de esporos do fungo Aspergillus niger em Agar Sabouraud. Para obtenção da solução de esporos 
foram adicionadas pérolas de vidro e 5 ml de água destilada às placas de cultivo, as quais foram 
mantidas sob agitação manual por 5 minutos. A contagem de esporos foi realizada em câmara de 
Neubauer para obtenção da concentração de esporos igual a 107 esporos/g de substrato (SANTANA, 
2012 modificado). 

Resíduo e Preparo do Substrato 

O resíduo do bagaço de malte recém processado foi gentilmente cedido pelas microcervejarias 
Wensky Beer (Malte pilsen e trigo extra) e Bodebrown (trigo extra 55% trigo e 45% maltes especiais) 
e submetido à secagem em estufa com circulação de ar (Nova Ética, Série 400/ND) à 55º C até 
peso constante.
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Preparo da Solução Nutriente 

Os nutrientes e suas proporções utilizadas para o preparo das soluções tiveram como base 
o meio Czapeck modificado (QUADRO 1; HASAN, 2002).

QUADRO 1: Solução Nutriente    

COMPONENTES QUANTIDADE (g)
K2PO4 4,50
NaNO3 0,80

CH4N2O 1,00
MgSO4 0,40
ZnSO4 0,25
FeSO4 0,25
MnSO4 0,10

Fonte: Hasan, (2002).

Foram utilizados soluções tampão fosfato com diferentes valores de pH (4, 5 e 6) como 
solvente dos meios.

Fermentação em Estado Sólido 

Testes Preliminares

A fermentação foi conduzida em triplicatas, inicialmente considerando-se as seguintes 
variáveis:

* Concentração de bagaço de malte (10 e 20g/g).
* Temperaturas (25ºC, 28ºC e 32ºC) 

Após os testes preliminares, optou-se por selecionar para os próximos testes a massa de 
10g de bagaço de malte, a qual gerou melhores resultados em termos de crescimento do micélio em 
comparação com a massa de 20g de bagaço de malte. A temperatura definida para continuidade 
dos testes foi 28ºC diante de rsultados superiores de atividade enzimática nessa temperatura. 

Testes Posteriores

A fermentação foi conduzida em duplicatas, considerando-se as seguintes variáveis:

* Solução-tampão fosfato pH (4,0, 5,0 e 6,0)
* Tempo de fermentação (24, 48 e 72 horas)
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Obtenção do Extrato Bruto

Após a fermentação, o extrato bruto foi obtido adicionando-se em frascos de erlenmeyer 100 
ml de água destilada e 2 ml de tween 80 (Sigma Aldrich) e agitou-se com auxílio de um bastão de 
vidro durante 5 minutos, seguindo-se com filtração com papel de filtro qualitativo (ROCHA, 2010 
modificado).

Determinação da Atividade da Amilase

A partir do extrato bruto obtido foi realizada a determinação da atividade da amilase, onde 
foi adicionado 1 mL de extrato enzimático, 1 mL de solução de amido 1% e tampão fosfato 0,5 M  
pH 7,0 em um tubo de ensaio. A mistura foi incubada por 30 minutos a 37ºC em banho-maria. Em 
seguida, foi adicionado 1 ml da amostra juntamente com 1 ml de DNS e aquecido a 100°C por 5 
minutos. Os açúcares redutores foram determinados por espectrofotometria com leituraa a 570 nm, 
utilizando-se solução de glicose (100 mg/dl) como padrão (MILLER, 1959; ALVA et al., 2007).  

Resultados e Discussão

Influência do Fungo Aspergillus Niger na Produção de Amilases

Segundo Santos et al., (2012), os fungos filamentosos possuem capacidade de realizar 
decomposição de polímeros orgânicos de lignina, celulose e hemicelulose, onde são responsáveis 
na formação de proteínas solúveis e enzimas extracelulares. A utilização do fungo filamentoso 
Aspergillus niger para produção enzimática se mostrou eficaz. A boa variação nutricional do bagaço 
de malte possibilitou o crescimento do microrganismo e a produção de enzimas.

De acordo com Spier (2005), a utilização do Aspergillus niger na fermentação em estado solido 
apresenta vantagens como facilidade no cultivo, possibilita a fementação de diversas matérias-primas 
de baixo valor, de modo a gerar rendimentos elevados de bioprodutos, sendo considerado como 
GRAS (Generally Recognized as Safe), ou seja seguro em aplicações relacionadas a alimentos, o 
que torna esse microrganismo acessivel e bastante aplicavel para fermentação em estado sólido.  

Influência da Solução Nutriente na Produção de Amilases pelo Fungo Aspergillus Niger

Os meios nutricionais utilizados para a resposta das células fúngicas durante o crescimento 
podem apresentar variação de acordo com a concentração dos mesmos. D	 Deste modo, 
necessita-se de um estudo relacionado às exigências nutricionais do microrganismo selecionado 
para estimular uma biossíntese enzimática efetiva atingindo uma produção convincente, como 
afirmam Rodrigues-Zúñiga et al., (2011). Como suplementação de fonte de carbono utilizou-se 
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o bagaço de malte devido sua variação nutricional (Tabela.1) e como solução nutriente para o 
microrganismo o meio nutricional foi baseado no meio Czapeck.

Tabela 1: Composição centesimal do bagaço de malte de acordo com a literatura.

Composição 
centesimal Freitas (2006) Xiros et al., 

(2008)
Mussato et al., 

(2006)
Cordeiro et al., 

(2012) Dragone (2007)

Celulose - 12,0 16,8 - 16,78

Hemicelulose - 40,2 - - 28,42

Lignina - 11,5 27,8 - 27,78

Proteínas 4,20 ± 0,18 14,2 15,2 5,37± 0,03 11,25

Carboidratos 16,62 ± 0,24 - - 15,46± 0,03 -

Lípideos 1,87 ± 0,12 13,3 10,6 2,43± 0,05 -

Cinzas 0,77 ± 0,02 - - 1,29± 0,02 4,60

Umidade 76,29 ± 0,21 3,3 - 75,45± 0,48 -

Fibras 0,24 ± 0,01 - - 3,98± 0,04 -

Influência da Quantidade de Substrato na Produção Enzimática pelo Fungo Aspergillus Niger

A quantidade de substrato utilizado na fermentação também apresentou influência 
na produção enzimática e desenvolvimento do fungo. De acordo com os resultados dos 
experimentos, as amostras que continham 10 g de substrato foi observado crescimento de hifas 
e conseqüentemente a formação do micélio. Já nas amostras contendo 20 g de substrato não 
foi possível verificar esse crescimento. Uma possível explicação seria uma inibição da sintese 
enzimática devido ao aumento da quantidade de substrato, ligado a problemas relacionados 
à aeração do processo de fermentação, como afirma Maciel (2013). Dessa forma, o melhor 
desenvolvimento do fungo se apresentou com utilização de 10 g de substrato, proporcionando 
melhor atividade enzimática e viabilidade do fungo sobre o substrato e a solução nutriente.

O resíduo do bagaço de malte apresenta uma quantidade interessante de proteínas 
totais em sua composição. Segundo Santos et al., (2003) o resíduo pode variar sua composição 
físico-química em diversos aspectos como de fato a matéria-prima utilizada para produção 
da cerveja, condições de armazenamento, qualidade e tipo de malte e outros ingredientes 
utilizados no processo de fabricação, que podem vir a serem alterados conforme a necessidade 
de produção ou a época do ano. Portanto isso demonstra que as características físico-
químicas do bagaço de malte apresentam um ótimo potencial na produção de um composto 
de interesse de modo a contribuir para a economia do processo. A secagem do bagaço de 
malte à 50ºC não prejudica os componentes nutricionais do bagaço de malte (Bourscheidt et 
al., 2010).
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Influência da Temperatura na Produção de Amilases pelo Fungo Aspergillus Niger

As temperaturas testadas foram de 25ºC, 28ºC e 32ºC, onde a faixa de temperatura no 
processo de fermentação que melhor apresentou atividade enzimática foi de 28ºC como observado 
nos gráficos 1, 2 e 3, sendo esta temperatura definida para os próximos testes.

Gráfico 1: Análise da atividade amilásica a 25 ºC pelo método DNS.

Gráfico 2: Análise da atividade amilásica a 28 ºC pelo método DNS.
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Gráfico 3: Análise da atividade amilásica a 32 ºC pelo método DNS.

Da mesma forma, Khan e Yadav (2011), na produção de alfa-amilase utilizando Aspergillus 
niger em fermentação em estado sólido com substratos baratos (farelo de soja, arroz, trigo e resíduos 
vegetais) obtiveram como temperatura ideal 28ºC, onde foi observada produção máxima da enzima. 
Resultados semelhantes foram obtidos por Kumar et al., (2014), que obtiveram produção máxima de 
amilase à 28ºC utilizando casca de limão como substrato e o fungo Aspergillus niger na fermentação 
em estado sólido. Escaramboni, (2014), otimizou a produção de amilases por Rhizopus microsporus 
var. oligosporus em fermentação em estado solido com farelo de trigo onde resultados obtidos à 28º 
e 30ºC foram semelhantes tendo em vista uma diferença de (p< 0,05).  De acordo com Palacios-
Cabrera et al., (2005), temperaturas entre 25º a 35º não afetam o crescimento do fungo Aspergillus 
niger, sendo considerada uma temperatura ótima para desenvolvimento dos mesmos.  

Saleem e Ebrahim (2013), obtiveram a produção máxima de amilases por Aspergillus niger 
e Rhizopus stolonifer isolados de sementes de leguminosas à 30ºC. Os autores relatam bons 
resultados à 25ºC e 35ºC. Chimata et al., (2010), utilizaram um isolado de Aspergillus niger e 
como substratos farelo de trigo, arroz e grama verde para obtenção de amilase. Temperaturas que 
ultrapassavam 30ºC levavam a um decrécimo da produção enzimática. Da mesma forma Irfan et 
al., (2012), em trabalho de otimização da produção de α-amilase utilizando Aspergillus niger e como 
substrato farelo de trigo, atingiu uma produção máxima à 30ºC. 

Alva et al., (2007), alcançou atividade máxima de amilase utilizando Aspergillus niger e uma 
combinação de substrato com farelo de trigo, torta de resíduo de extração de óleo de amendoim 
e farelo de arroz em uma proporção (1:2:2) em uma temperatura à 30ºC. Ainda de acordo com 
Alva et al.,(2007) destaca-se que a temperatura e o pH são dois parâmetros muito importantes que 
marcadamente influenciam a produção enzimática. 
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Santana (2012), destacou que a temperatura ótima para produção de amilases ocorre abaixo 
de 35º, ficando ativas entre 25º e 45º. Quando a fermentação ocorre nesta faixa de temperatura 
uma camada branca de micélio envolve totalmente o substrato (Figura.1), ou seja, acima de 35º não 
é possível observar um crescimento enzimático tão acentuado. Ao utilizar como substrato a palma 
forrageira para obtenção de amilase atrvés do fungo Rhizopus sp obteve como temperatura otima 
de produção enzimática 25ºC.

Fig. 1: Bagaço de malte após a fermentação.
Fonte: O autor.

De acordo com a análise dos autores citados, supõe-se que a temperatura ótima para 
produção enzimática seja próximo a 30ºC onde sua atividade é máxima. A temperatura considerada 
ótima para produção de amilases neste trabalho foi  28ºC, o que comparado com a literatura pode 
contribuir para uma redução significativa de gastos energéticos.

Influência do pH na Produção de Amilases pelo Fungo Aspergillus Niger

Um dos fatores que apresentou influência durante a fermentação em estado sólido foi o pH 
do meio. Segundo Pandey et al., (2001), o pH é um parâmetro de difícil controle e sua padronização 
pode se dar durante a sua preparação. Existem soluções tamponantes que podem ser adicionadas 
ao meio durante o preparo de modo a evitar fortes variações de pH. Assim pode-se realizar esta 
adição de modo que não afete o substrato ou exerça algum efeito prejudicial sobre a atividade 
biológica do microrganismo. Deste modo o controle do pH utilizando a solução tampão se deu ao 
preparo do substrato, sendo 4, 5 e 6 os valores de pH testados. A atividade enzimática apresentou 
diferenças consideráveis em relação aos valores de pH. De acordo com a tabela 2 é possível 
observar que o rendimento da atividade de amilase foi maior em pH 6.
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Tabela 2: Análise da atividade amilásica em diferentes condições pelo método DNS.

pH Temperatura Tempo da FES Concentração de açúcares 
redutores (g/dL)

4 28º 24 Horas 0,674979

5 28º 24 Horas 0,860553

6 28º 24 Horas 0,697571

4 28º 48 Horas 0,774368

5 28º 48 Horas 1,054195

6 28º 48 Horas 0,749209

4 28º 72 Horas 0,871849

5 28º 72 Horas 0,912191

6 28º 72 Horas 1,055809

Batista (2014), utilizou como substrato o resíduo do bagaço de malte para produção de 
dextranase através do fungo Penicillium aculeatum e obteve as melhores condições de cultivo em 
pH 5. Salmon (2011), utilizou o fungo S. commune para produção de fitase através do farelo de 
trigo e obteve seu pico de atividade em pH 5, sendo este considerado seu pH ótimo para produção 
enzimática. Resultado semelhante foi obtido por Spier et al.,(2010), onde utilizou o fungo Aspergillus 
niger para produção de fitase através da polpa citrica, onde apresentou um pH ótimo de 5,5.

De acordo com Pereira (2014), na produção de enzimas amilolíticas por Aspergillus oryzae 
utilizando farelo de trigo e farelo de banana como substratos na fermentação em estado solido 
obtiveram maior atividade amilásica a pH 5. Correa (2015), no desenvolvimento de um bioprocesso 
para produção de amilase (Rhizopus oligosporus) e etanol (Saccharomyces cerevisiae) utilizando 
farelo de trigo como substrato obteve produção máxima entre pH 4,0 e pH 5,5.

Os resultados obtidos em relação ao pH nos testes preliminares (gráficos 1, 2 e 3) indicaram 
melhor atividade em pH 6. Já nos resultados obtidos após a otimização de algumas variáveis, foi 
observada maior atividade amilásica em pH 5 para 48 horas de fermentação e pH 6 para 72 horas 
de fermentação (tabela.2). Diante disso, a fermentação em pH 5 em 48 horas de FES torna-se mais 
interessante, já que demonstrou-se equivalente ao pH 6 em 72 horas de FES, contribuindo para 
menor gasto energético.

Influência do Tempo de Fermentação na Produção de Amilases pelo Fungo Aspergillus Niger

Anto et al., (2006) na produção de alfa amilase por Bacillus cereus, utilizando farelo de trigo 
e resíduos de fabricação de arroz em flocos como substrato, obtiveram maior produção após 72 
horas de fermentação, havendo considerável redução da atividade enzimática após esse período 
de incubação. 
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De acordo com os resultados obtidos por Castro e Sato (2013), que utilizaram farelo de 
trigo como substrato e o fungo Aspergillus oryzae para fermentação em estado sólido obtiveram 
produção enzimática mais elevada de protease e alfa amilase a 48 e 72 horas de fermentação.

Andrade (2013), utilizou torta de canola como substrato e obteve maior produção enzimática 
de protease em 48 horas de fermentação utilizando a linhagem de Aspergillus oryzae em fermentação 
semi sólida. Penha et al., (2016), obtiveram produção máxima de lipase utilizando torta de dendê 
como substrato através do fungo Aspergillus niger em 48 horas de fermentação. De acordo com 
Maciel (2013), na produção de celulases por fermentação em estado sólido a partir de Melanoporia 
sp. e  Mucor circinelloides utilizando bagaço de cana-de-açucar como substrato obteve maior 
produção da enzima em 48 horas de fermentação. 

Resultados semelhantes foram obtidos por Abud et al., (2015) que obteve os melhores 
resultados em 48 de fermentação, utilizando como substrato residuo de laranja lima e casca de coco 
verde na produção de enzimas hidroliticas por Aspergillus niger em fermentação em estado solido. 

Em concordância com autores citados, supôe-se que 48 horas de fermentação é um período 
ideal como observado na Tabela 2, e suficiente para produção de amilases através do fungo 
Aspergillus niger, uma possível explicação seria a adaptação do fungo nas primeiras 24 horas do 
processo de fermentação, iniciando posteriormente o consumo dos nutrientes e fontes de carbono 
e produção de metabólitos como as amilases. 

Conclusão

De acordo com os resultdos apresentados neste trabalho, o bagaço de malte pode ser 
considerado viável na utilização como substrato para produção de amilase. O fungo Aspergillus niger 
apresentou atividade amilásica mais interessante em temperatura de 28ºC, pH 5 em um período 
de 48 horas de FES. Levando em conta o substrato, uma menor quantidade de bagaço de malte 
(10g) proporcionou melhor crescimento microbiológico. Estudos futuros relacionando as variáveis 
analisadas e a quantificação da biomassa, bem como a utilização de métodos de purificação 
enzimática se fazem necessários para otimização da técnica, visando sua melhor aplicabilidade em 
processos biotecnológicos.
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