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Utilizacao de enzimas industriais na avaliacao da fibra insolivel em
detergente neutro em amostras com alto teor de amido

Utilization of industrial enzymes in the evaluation of neutral
detergent insoluble fiber content in high-starch samples

Daiany {ris Gomes'; Claudia Batista Sampaio% Edenio Detmann®*;
Sebastido de Campos Valadares Filho*; Rafacl Mezzomo?;
José Gilson Louzada Regadas Filho®

Resumo

Foram realizados dois experimentos com o objetivo de avaliar o uso de enzimas industriais na avaliagdo
da fibra em detergente neutro (FDN) de materiais ricos em amido. No primeiro experimento verificou-se
a exatiddo das estimativas dos teores de FDN obtidas com a utilizagdo de diferentes enzimas industriais
(Termamyl 2X, Liquozyme Supra 2.2X e Amylase AG 300L) em diferentes volumes (50, 100, 250 ou
500 pL/amostra). Foram produzidas amostras contendo amido nas concentragdes de 0, 100, 300, 500 e
1000 g/kg, utilizando celulose e amido purificados (n = 240). No segundo experimento foram avaliadas
amostras de milho e sorgo, considerando-se os trés tipos ¢ 0s quatro volumes de enzimas utilizados no
primeiro experimento, sendo adicionada a avaliag@o de aliquotas sem a utiliza¢do de enzimas (n = 104).
Para amostras simuladas com concentragdo de amido menor ou igual a 300 g/kg ndo foram verificados
vicios significativos sobre a recuperagdo da FDN, ndo havendo diferengas entre enzimas. Houve redugao
mais acentuada do teor de FDN por volume de enzima na amostra de milho em comparagio ao sorgo.
Para a avaliagdo dos teores de fibra em detergente neutro recomenda-se o uso das a-amilases Termamyl
2X e Liquozyme 2.2X com atividades de 240 ¢ 300 KNU/g, respectivamente, em volumes de 250 uL
para amostras de massa variando de 0,7 a 1,0 g.

Palavras-chave: a-amilase, amiloglicosidase, analise de alimentos, carboidratos fibrosos

Abstract

It were performed two experiments to evaluate the utilization of industrial enzymes in the evaluation of
NDF contents in high-starch materials. In the first experiment, it was verified the accuracy of estimates
of neutral detergent fiber (NDF) obtained with the utilization of three industrial enzymes (Termamyl
2X, Liquozyme Supra 2.2.X, and Amylase AG 300L) at different volumes (50, 100, 250 or 500 uL/
sample). Samples were simulated to contain starch at 0, 100, 300, 500 and 1000 g/kg using purified
cellulose and starch (n = 240). In the second experiment, samples of corn grain and sorghum grain were
evaluated considering the same enzyme types and volumes used in the first experiment adding aliquots
without using enzyme (n = 104). There was no significant bias of NDF recovery for simulated samples
containing starch up to 300 g/kg. Considering those samples, none difference among enzymes was
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observed. It was observed a more intense decrease in NDF content according to each enzyme unit added
on corn when compared to sorghum. Considering NDF evaluation in samples with mass of 0.7 to 1.0
g, it can be recommended the utilization of 250 uL the a-amylases Termamyl 2X and Liquozyme 2.2X

with activities of 240 and 300 KNU/g, respectively.

Key words: a-amilase; amyloglucosidase; feed analysis; fibrous carbohydrates

Introducao

O método de analise de componentes fibrosos
denominado de “sistema detergente” foi inicialmente
para de
Subseqiientemente, este foi estendido aos demais

desenvolvido avaliac@o forragens.
tipos de alimentos. Entretanto, a sua aplicacdo a
outros tipos de matrizes organicas ndo fibrosas esta
associada a alguns problemas analiticos. De forma
particular, a limitacdo do sistema detergente na
avaliacdo da fibra insoliivel em detergente neutro
(FDN) em alimentos com elevado teor de amido
esta associada a dificuldade de filtragdo devido
a concentracdo de amido em si, o qual pode se
exceder em relacdo a capacidade do detergente
em solubilizar a amostra (MASCARENHAS-
FERREIRA; KERTENS; GAST, 1983) ou precipitar
por gelatinizagdo, promovendo superestimacao
da concentracdo de fibra insoluvel (HALL, 2007;
VALENTE et al., 2011a).

O método de andlise de FDN originalmente
desenvolvido (VAN SOEST; WINE, 1967) passou
por diversas alteragdes com o intuito de possibilitar
a avaliacdo de concentrados em geral. No caso
de alimentos com matriz organica rica em amido,
apenas a solucdo detergente ndo se mostra eficiente
em solubilizar o contetido celular; assim, recomenda-
se 0 uso de enzima a-amilase para obter com exatidao
a fracdo fibrosa insolivel dos alimentos (VAN
SOEST; ROBERTSON; LEWIS, 1991; MERTENS,
2002; FERREIRA; MERTENS, 2007; VALENTE
et al., 2011a). No entanto, a fonte e a quantidade da
enzima ndo sdo devidamente especificadas; dessa
forma, variagdes significativas podem ser observadas
nos procedimentos adotados pelos laboratorios,
reduzindo a rusticidade do método de analise. Isto
se torna particularmente relevante em termos de
analise de compostos fibrosos, pois os conceitos

de fibra atualmente empregados na nutricdo animal
sdo essencialmente empiricos e definidos pelo
método (UNDERSANDER; MERTENS; THIEX,
1993; DETMANN, 2010). Assim, a proposi¢do de
um método modificado apresenta potencial para
definir um novo valor de fibra, o qual deixa de
ser comparavel ao valor produzido pelo método
original (UNDERSANDER; MERTENS; THIEX,
1993; MERTENS, 2002). Desta forma, o excesso
de variantes de um mesmo método muitas vezes
compromete o cotejamento adequado dos parametros
estabelecidos em um trabalho de pesquisa, limita a
aplicabilidade das inferéncias e restringe a robustez
do método per si (DETMANN, 2010).

No método oficial para analise do teor de FDN
adotado pela AOAC International (MERTENS,
2002) nao ha especificacao direta de tipo, dose ou
atividade da a-amilase a ser utilizada, mas somente
procedimento de afericdo de solucdes enzimaticas
por intermédio de avaliagdo visual. Isso denota
limitagdes ao método, pois pode comprometer sua
rusticidade.

Diferentes enzimas industriais estdo disponiveis
no mercado, as quais possuem, de forma geral,
certificacdo de qualidade e de nivel de atividade.
Isso poderia constituir vantagem, pois a aquisi¢ao
de produto certificado e padronizado poderia
ampliar a homogeneidade de aplicacdo do método
entre laboratorios, incrementando sua rusticidade.
Contudo, devido ao rol de produtos disponiveis
no mercado, o tipo ¢ o volume das enzimas
que poderiam ser potencialmente utilizadas na
avaliacdo de FDN nao estdo estabelecidos. Este fato
se torna particularmente relevante considerando-
se que diferentes alimentos sdo constituidos
diferentes matrizes

por organicas, quais

apresentam diferentes niveis de complexidade para

as
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solubilizagdo e hidrélise de substancias contidas no
conteudo celular, inclusive o amido. Isto demanda
recomendagdes exatas com relacdo ao tipo e
quantidade de a-amilase a ser usada na analise.

Dessa forma, objetivou-se avaliar o uso
de

concentragdo de fibra insoluvel em detergente

enzimas industriais na quantificagdo da

neutro em materiais rico em amido.

Material e Métodos

dois
Laboratorio de Nutricdo Animal do Departamento
de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa,
Vicosa-MG.

Foram realizados experimentos no

Tabela 1. Resumo das caracteristicas das enzimas.

No primeiro experimento verificou-se a exatiddo
das estimativas dos teores de FDN obtidas com a
utilizacdo de diferentes amilases industriais em
(relagdes volume:amostra)
em amostras contendo diferentes concentrag¢des

diferentes volumes
de amido. Neste sentido, utilizou-se a técnica de
simulagdo de amostras proposta por Valente et al.
(2011a; 2011Db).

Foram avaliadas trés amilases industriais:
Termamyl 2X, Liquozyme Supra 2.2X e Amylase
AG 300L. Ressalta-se que as duas primeiras sao
classificadas como amiloliticas, ao passo que a
ultima ¢ atribuida atividade amiloglicolitica. Todas
as enzimas foram produzidas pela Novozymes®

(Tabela 1).

Ttem Enzima!
Termamyl 2X Amylase AG 300L Liquozyme Supra 2.2X
Atividade qualitativa a-amilase amiloglicosidase a-amilase
Atividade quantitativa 23 240 KNU-T/g 300 AGU/mL 300 KNU/g
Forma fisica Liquida Liquida Liquida
Densidade (g/L) 1260 1170 1260
Organismo de produgao Bacillus licheniformis Aspergillus niger Bacillus licheniformis

Meétodo de produgdo

Temperatura de
armazenamento

0-25°C

Produzido por fermentagdo submersa de microrganismos autoclonados. A proteina
enzimatica ¢ separada e purificada a partir do organismo produtor.

0-10°C 0-25°C

! A informagio foi obtida do fabricante. 2 Limite inferior. * KNU = unidades de Kilo Novo (Kilo Novo Units) de o-amilase; uma
KNU ¢ a quantidade de a-amilase que, sob condi¢des padrdes (pH 7,1; 37°C), dextriniza 5,26 g de amido. AGU = unidade de
amiloglucosidade; uma AGU ¢ definida como a quantidade de enzima que cliva 1 pmol de maltose por minuto sob condigdes
padrdes de ensaio (concentragdo de substrato de 10 mg/mL; 37°C; pH 5,0; tempo de incubag@o de 30 minutos).

Fonte: Elaboracdo dos autores.

Foram produzidas amostras contendo 0, 100,
300, 500 e 1000 g de amido/kg de matéria seca.
Utilizou-se como padrao analitico para afericdo dos
teores de FDN amostras de papel-filtro quantitativo
(faixa preta; didmetro 12,5 cm; cod, 050154,
Vetec®), composto por celulose purificada. O
papel foi processado em moinho de facas provido
de peneira com porosidade de 1 mm, conforme
recomenda¢des de Valente et al. (2011a; 2011b).

As diferentes concentragdes de amido foram
produzidas pela mistura do padrao de celulose com
amido purificado (Merck 101252).

As amostras foram acondicionadas em sacos
F57 (Ankom®), seguindo-se a propor¢do de 20
mg de matéria seca/cm? de superficie. A solucao
de segundo
recomendag¢des de Detmann et al. (2012).

detergente neutro foi produzida
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Os
acondicionados em potes de polietileno. A solucao de
detergente neutro foi entdo adicionada a temperatura
ambiente seguindo a propor¢ao de 100 mL/g de
amostra. Sobre a solucao de detergente neutro foram

sacos contendo as amostras foram

acrescentadas as enzimas em diferentes volumes:
50, 100, 250 ou 500 pL/amostra. Os potes foram
vedados e autoclavados por 1 hora a 105°C (Método
INCT-CA F-002/1; DETMANN et al., 2012). Apés
a extragdo, foram realizadas lavagens sequenciais
com agua destilada quente ¢ acetona. Os sacos
foram entao secos em estufa com ventilacao forcada
(60°C/48 horas) e, sequencialmente, em estufa
ndo ventilada (105°C/2 horas), acondicionados
em dessecador e pesados. Foram avaliadas quatro
repetigdes para cada combinagdo de tipo e volume
de enzima e concentrac¢do de amido, totalizando 240
avaliagoes.

Previamente aos procedimentos de extracdo os
sacos foram lavados com solucdo de detergente
neutro comercial em ebulicdo, agua quente e
acetona; secos e pesados conforme o procedimento
descrito anteriormente para se obterem as taras
(DETMANN et al., 2012).

Como o padrao analitico de FDN ¢ constituido
por celulose purificada ¢ o amido nao possui
componentes da FDN, admitiu-se que o residuo
insolivel em detergente neutro deveria ser
formado exclusivamente pela massa de celulose
purificada submetida a analise. Assim, qualquer
variagdo observada sobre o residuo da analise em
relacdo a massa de padrdo celulose adicionada foi
considerada como viés do processo analitico. Neste
caso, 0 Vviés seria representado pela retencdo de

amido gelatinizado.

As estimativas dos vicios foram analisadas

por intermédio de andlise de variancia, segundo
delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 5 x 3 X 4, sendo cinco concentra¢des de
amido (0, 100, 300, 500 e 1000 g/kg), trés tipos
(Termamyl 2X, Liquozyme Supra 2.2X ¢ Amylase

AG 300L) e quatro volumes (50, 100, 250 ¢ 500 uL/

amostra) de enzimas. Os procedimentos estatisticos
foram conduzidos por intermédio do procedimento
MIXED do SAS (versdo 9.1). A significancia dos
vicios médios de cada tratamento foi avaliada por
intermédio das propriedades dos intervalos de
confianga. Adotou-se o= 0,01.

No
amostras de milho grao e sorgo grao como matrizes

segundo experimento foram utilizadas

organicas amilaceas. As amostras foram processadas
em moinho de facas (1 mm; VALENTE etal., 2011b)
e avaliadas quanto ao teor de matéria seca (método
INCT-CA G-003/1; DETMANN et al., 2012).
Posteriormente, as amostras foram acondicionadas
em sacos F57 (Ankom®) e avaliadas quanto aos
teores de FDN conforme os procedimentos descritos
para o primeiro experimento. Neste caso, foram
avaliados trés tipos (Termamyl 2X, Liquozyme
Supra 2.2X e Amylase AG 300L) e quatro volumes
de enzimas (50, 100, 250 e 500 pL/amostra) para
cada matriz. Adicionalmente,
aliquotas sem a utilizagdo de enzimas. Foram
avaliadas quatro repetigdes para cada combinacao,
totalizando 104 avaliacdes.

foram avaliadas

Os teores de FDN de cada matriz foram
avaliados de forma independente para cada enzima
por intermédio de andlise de regressdo tendo
como variavel independente o volume de enzima
utilizado. Apds a inspecdo do comportamento
dos dados optou-se pela ado¢do de modelo com
estrutura /inear-response-plateau (LRP), o qual foi
parametrizado por:

)7=1’3'0+,BA><V;‘v’V<VC (1);
Y=F;vVV>V, (2);

A

em que: Y = teor estimado de FDN (g/kg de
matéria seca); 13'0 = teor estimado de FDN quando
V = 0; V = volume de enzima (uL/amostra); ,@ =
decréscimo sobre os teores de FDN com a utilizacao
de enzima [(g/kg)/uL]; V_ = volume critico de
enzima a partir do qual ndo se observa mas reducao
em ¥ (uL); e 13; = teor estimado de FDN com V >

\2 (g/kg).
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Para o ajustamento das fungdes as estimativas
dos teores de FDN sem a utiliza¢do de enzimas em
cada alimento foram consideradas como nivel 0
para todas as enzimas. As fun¢des foram ajustadas
utilizando-se o procedimento [linear-response-
plateau do software SAEG (versao 9.1), adotando-

sea=0,01.

Resultados

Houve intera¢do tripla (P<0,01) de tipo e
volume de enzima ¢ concentragdo de amido sobre

as estimativas dos vicios de recuperagdo da celulose
purificada (Tabela 2). De forma geral, vicios
significativos (P<0,01) somente foram obtidos nas
amostras simuladas contendo as concentragdes
de 500 e 1000 g/kg de amido, independentemente
do tipo e volume de enzima, excetuando-se a
combinacdo obtida com o volume de 500 uL ¢ a
enzima Liquozyme Supra 2.2X. Ressalta-se que
os valores do vicio de recuperagdo, de forma
geral, foram superiores para as amostras contendo
amido na concentracdo de 1000 g/kg em relagdo as
amostras contendo 500 g/kg (Tabela 2).

Tabela 2. Estimativas do viés médio (mg/amostra) de recuperagdo de celulose de acordo com as diferentes combinagdes
de tipo de enzima, volume de enzima e concentra¢do de amido em amostras simuladas

Concentragao de amido (g/kg)'?

Enzima  Volume (uL) 0 100 300 500 1000
% 171 16,7 12.5 2403 153.0
(0,187) (0,198) (0,333) (<0,001) (<0,001)
100 (52;5/30) 0, }9’5?3 ) (0l §387) (<1 g })021 ) (<1 3 3031 )
Termamyl 2X )50 0.4 8.8 0.0 51,5 133,7
(0,978) (0,497) (0,998) (<0,001) (<0,001)
500 3.5 20,1 12.7 75.4 87.6
(0,784) (0,994) (0,395) (<0,001) (<0,001)
< 139 16.8 25.0 187.6 228.6
(0,283) (0,194) (0,055) (<0,001) (<0,001)
100 142 16 143 2101 249.0
oG 300L 0,271) (0,898) (0,270) (<0,001) (<0,001)
250 11,7 0.7 21,1 249.0 224.4
(0,364) (0,957) (0,105) (<0,001) (<0,001)
500 11,5 13.4 201,1 2242
(0,373) (0,883) (0,300) (<0,001) (<0,001)
% 104 37 64.4 127.6
(0,422) (0,641) 0,772) (<0,001) (<0,001)
100 273 7.1 75,7 120,3
Liquozyme (0,036) (0,653) (0,579) (<0,001) (<0,001)
)50 34,0 2.0 42238 14,1
(0,089) (0,569) (0,873) (0,001) (<0,001)
S0 -0.8 2207 6.3 17,1 75.1
(0,947) 0,111) (0,625) (0,187) (<0,001)

'EPM = 12,93. 2 Os valores entre paréntese correspondem ao nivel descrito de probabilidade para o erro tipo I, que foi associado

aHpu=0eH;:pn=0.
Fonte: Elaboragio dos autores.
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O  desdobramento da interagdo tripla
complementou a informagao gerada pela avaliacdo
da significancia dos vicios. Assim, para amostras
com baixa concentracao de amido (<300 g/kg), além
da ndo verificagdo de vicios significativos (P<0,01;
Tabela 2), observou-se nao haver diferenca entres as
enzimas (P>0,01), independentemente do volume

utilizado (Tabela 3).

Tabela 3. Avaliacdo da diferenga entre as enzimas
considerando-se  estudo aninhado as diferentes
combinag¢des volume de enzima x concentracao de amido.

Concentragao de Volume de

amido (g/kg) enzima (uL) Valor P!
0 50 0,935
0 100 0,766
0 250 0,371
0 500 0,698

100 50 0,176
100 100 0,891
100 250 0,678
100 500 0,394
300 50 0,291
300 100 0,913
300 250 0,377
300 500 0,488
500 50 <0,001
500 100 <0,001
500 250 <0,001
500 500 <0,001
1000 50 <0,001
1000 100 <0,001
1000 250 <0,001
1000 500 <0,001

! Diferengas entre enzimas.
Fonte: Elaboragio dos autores.

Contudo, para amostras com 500 e 1000 g/kg
de amido verificou-se diferenga (P<0,01) entre as
enzimas em todos os volumes utilizados (Tabela
3). De forma geral, as enzimas Termamyl 2X e
Liquozyme Supra 2.2X propiciaram menores
vicios nas amostras com maiores concentragoes
de amido, quando comparadas a Amylase AG
300L (Figura 1). Em comparacdo especifica, a
enzima Liquozyme Supra 2.2X mostrou-se pouco
mais eficiente que a enzima Termamyl 2X, pois
propiciou vicios de menor valor (Figura 1).

Dentro de cada matriz orgénica avaliada,
as diferencas entre enzimas foram de pequena
magnitude, havendo, contudo, diferencas
marcantes entre milho e sorgo (Tabela 4; Figuras
2 e 3). Embora apresentando teores de FDN
similares com a utilizacdo de maiores volumes
de enzimas, a auséncia de amilase na analise
causou maior distor¢do sobre a amostra de milho,
com elevagdo de cerca de 360 g/kg sobre o teor
de FDN, comparada a, aproximadamente, 100 g/
kg na amostra de sorgo (Tabela 4). As amostras
também diferiram no tocante a caracteristica de
hidrolise do amido, havendo, em média, maior
reducdo do teor de FDN por volume de enzima
na amostra de milho em comparagdo ao sorgo
[aproximadamente 7 vs, 0,8 (g/kg)/uL]. Isso
culminou com maior demanda de enzima para
a correta avaliacdo do sorgo em comparagdo ao

milho (Tabela 4; Figuras 2 e 3).
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Tabela 4. Parametrizacdo das estimativas de concentragio de fibra em detergente neutro (g/kg) em diferentes matrizes

amilaceas em fungdo do volume das enzimas (uL) de acordo com modelo linear-response-plateau.

Fase Linear! Plateau!

Matriz Enzima ﬁ'o B \2 ﬁ'c Sxy
Termamyl 2X 5522 -7,19 49,91 193,2 17,02
Milho AG 300L 552,2 -7,17 49,89 1945 10,55
Liquozyme 552,2 -6,74 52,74 196,8 7,88
Termamyl 2X 290,0 -0,74 134,35 190,0 8,62
Sorgo AG 300L 284.6 -0,77 124,59 189,1 6,76
Liquozyme 285,1 -1,04 108,43 172,1 4,52

! Detalhes sobre os pardmetros podem ser obtidos nas equagdes (1) e (2).

Fonte: Elaborago dos autores.

Figura 1. Vicios médios de recuperagdo de celulose (mg/amostra) para os diferentes tipos e volumes de enzima

considerando as concentra¢des de amido de 500 ¢ 1000 g/kg em amostras simuladas.
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Figura 2. Estimativas da concentragdo de fibra em detergente neutro (FDN) em milho de acordo com os diferentes
tipos e volumes de enzimas (detalhes das fungdes ajustadas sdo mostrados nas Equagdes 1 e 2 ¢ na Tabela 4).
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Figura 3. Estimativas da concentragdo de fibra em detergente neutro (FDN) em sorgo de acordo com os diferentes
tipos e volumes de enzimas (detalhes das fungdes ajustadas sdo mostrados nas Equagdes 1 e 2 ¢ na Tabela 4).
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Discussao

A completa hidrdlise e solubilizagdo do amido
presente nas amostras permite a quantificacao
correta dos componentes fibrosos dos alimentos
(DETMANN; VALADARES FILHO, 2010;
VALENTE et al, 201la), além da separacdo
acurada entre fibra insoluvel e conteudo celular
(VAN SOEST, 1994).

Os métodos disponiveis para avaliagdo dos
teores dos carboidratos incluem analises empiricas
e ndo empiricas. Nas analises ndo empiricas obtém-
se compostos especificos (e.g., glicose). Por outro
lado, nas andlises empiricas o método empregado
define o material medido, que ¢ o caso da FDN.
Para adocao das analises empiricas ¢ essencial que
o método estabelecido seja seguido precisamente
ou os resultados nao descreverao o que se pretende
medir (HALL, 2007).

Os residuos correspondentes a fibra insoltvel
devem estar isentos de contaminantes, como o0
amido. A contaminagdo por amido ocorre devido a
sua gelatinizacdo em meio neutro em temperaturas
de 90 a 100°C (HALL, 2007), as quais sao atingidas
na avaliagdo de FDN. Com a gelatinizagdo, o amido
precipita em conjunto com os componentes da FDN,
sendo erroneamente contabilizado como fibra (VAN
SOEST; ROBERTSON; LEWIS, 1991; VALENTE
etal., 2011a).

As amostras simuladas com concentracdo de
amido menor ou igual a 300 g/kg ndo apresentaram
contaminacao significativa por amido para nenhuma
das enzimas ou volume de enzimas avaliado, o
que pode ser comprovado pela auséncia de vicio
(P>0,01) de recuperagdo da celulose nestas amostras
(Tabela 2). Nesta situagdo, a massa proporcional de
amido pode ter sido adequadamente solubilizada
pela solugdo de detergente com auxilio da hidrolise
das cadeias propiciada pela acdo conjunta das
enzimas (Tabela 3).

A avaliagdo da FDN passou por varias alteragdes
ao longo do tempo com o intuito de reduzir as
interferéncias causadas pela presenca de amido

(VAN SOEST; ROBERTSON; LEWIS, 1991). A
despeito da presenca de componentes adjuvantes
na solucdo detergente (e.g., trietilenoglicol), a
principal modificagdo se baseou na utilizacdo
de a-amilase. Entretanto, algumas o-amilases
avaliadas inicialmente continham outras atividades
como atividades hemicelulolitica
e proteolitica (MASCARENHAS-FERREIRA;
KERSTENS; GAST, 1983). Posteriormente, enzimas
produzidas por Bacillus subtilis foram utilizadas;

enzimaticas,

mas, além de apresentar atividade hemicelulolitica,
aenzima era rapidamente inativada em temperaturas
elevadas (100°C). Além disso, as enzimas com
atividade de clivagem das ligagdes a-1,6 eram
calcio-sensiveis, sendo inativadas na presenca
de EDTA (componente da solugdo de detergente
neutro; VAN SOEST; ROBERTSON; LEWIS,
1991). Portanto, fazia-se necessario a utilizacao de
enzima estavel em temperaturas elevadas, eficiente
em solubilizar o amido das amostras (CHERNEY;
PATTERSON; CHERNEY, 1989; VAN SOEST;
ROBERTSON; LEWIS, 1991; MERTENS, 2002)
e que apresentasse alta especificidade, ou seja, sem
a possibilidade de hidrélise de componentes nao
desejados.

Ouso deuma a-amilase termoestavel naavalia¢do
da FDN tem sido indicado pela AOAC como
procedimento padrao para promover a solubilizacdo
do amido em amostras de alimentos (MERTENS,
2002). Dessa forma, para a quantificagdo exata
da fibra insoluvel ¢ imprescindivel a adi¢do
de o-amilase ou os resultados se mostrardo
positivamente viesados devido a gelatinizagdo do
amido (VALENTE et al., 2011a). Neste contexto,
de acordo com os resultados do presente estudo,
as trés enzimas avaliadas parecem constituir
alternativas igualmente efetivas para avaliacdo de
FDN considerando-se a informacdo gerada a partir
de amostras simuladas com baixas concentrag¢des de
amido (<300 g/kg; Tabelas 2 ¢ 3).

Contudo, considerando-se a informagao gerada
com amostras simuladas com altos teores de amido
(500 e 1000 g/kg), verificou-se que ocorreram
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vieses positivos sobre a recuperagao do padrao de
celulose, independentemente da enzima e de seu
volume (Tabelas 2 e 3; Figura 1). Essa informagao
seria particularmente relevante, pois as matrizes
amilaceas mais comuns (milho e sorgo) possuem
teores de amido intermedidrios a estes valores
(VALADARES FILHO et al., 2010).

No entanto, o comportamento obtido com
amostras simuladas com elevada concentracdo de
amido (Tabelas 2 e 3; Figura 1) deve ser interpretado
de forma mais minuciosa, uma vez que varias
informagdes podem ser retiradas simultaneamente
a partir dos resultados obtidos.

Em primeiro lugar, releva-se a presenga de
diferencas relativas entre as enzimas, as quais nao
eram cvidentes sob baixas concentragdoes de amido
(Tabela 3; Figura 1). De forma geral, verificou-se
que a enzima AG 300L apresenta menor eficiéncia
para reduzir a contamina¢ao por amido em relagdo
a Termamyl 2X e a Liquozyme 2.2X (Figura 1).
Esta diferenca possivelmente se deve a diferenca de
acdo entre essas, uma vez que a AG 300L possui
atividade amiloglicolitica, ao passo que as demais
possuem atividade amilolitica (Tabela 1).

A atividade amiloglicolitica possui como produto
final a glicose, ou seja, constitui atividade mais
complexa em relagdo a simples hidrolise do amido.
Contudo, para evitar a interferéncia gravimétrica por
gelatinizacdo do amido ndo ha necessidade de sua
conversdao completa em glicose, mas somente sua
hidrolise em oligossacarideos. Logo, considerando-
se condigoes fixas de tempo de reagcdo e de massa
de amido, enzimas de a¢do amilolitica seriam mais
eficientes em relagdo a enzimas amiloglicoliticas
na avaliacdo de FDN, o que suporta os resultados
obtidos com amostras simuladas (Figura 1).

Em adi¢@o, aparentemente a enzima Liquozymes
2.2X apresentou, de forma geral, vicios pouco
inferiores aos obtidos com a Termamyl 2X (Figura.
Contudo, isso parece refletir somente a diferenga na
atividade destas enzimas (Tabela 1).

Os resultados obtidos com amostras simuladas

contendo altoteor de amido (Tabela 2) aparentemente
contradizem aqueles obtidos com amostras de
alimentos (Tabela 4; Figuras 2 e 3). As matrizes
amilaceas aqui avaliadas possuem concentracao de
amido superior a 500 g/kg (VALADARES FILHO
et al., 2010). Logo, a estabilidade na concentragao
de FDN obtida a partir de determinado volume
de enzima (Figuras 2 e 3) parece ndo condizer
com a eclevagdo dos vicios com o incremento na
concentracdo de amido em amostras simuladas
(Tabela 2).

Contudo, a técnica de simulagdo de amostras
a partir de padrao de celulose possui algumas
limitacdes intrinsecas, pois, mesmo possibilitando
a avaliacdo de amostras de diferentes composicdes,
esta ndo permite simular as interagdes fisicas
e quimicas entre as moléculas na forma como
observado em amostras integrais (VALENTE et al.,
2011a;2011b).

As moléculas de amido contidas em graos
possuem elevada interagdo com moléculas protéicas
responsaveis pelo armazenamento dos granulos
de amido. Por outro lado, o amido utilizado em
amostras simuladas ¢ purificado. Logo, sua maior
exposicdo poderia propiciar maior rapidez no
processo de gelatinizagdo. Em amostras integrais,
a exposicdo do amido ocorreria de forma mais
gradativa em funcao da solubilizagdo das moléculas
que formam a cobertura dos granulos. Logo, o
processo de gelatinizacdo seria mais lento e a acao
das amilases poderia ser realizada de forma mais
gradativa. Assim, ndo haveria uma divergéncia
verdadeira entre amostras simuladas e amostras
reais.

Os obtidos
permitiram evidenciar que existem diferengas
entre matrizes organicas as quais parecem refletir
diferentes niveis de complexidade das moléculas de
amido e das estruturas que protegem estas moléculas
no grao. Isto culminou com a observagdo de
diferengas entre milho e sorgo no tocante a redugao
do teor de FDN por unidade de enzima adicionada

resultados com os alimentos
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e ao volume de enzima necessario para maxima
hidrélise de amido Portanto, a complexidade
apresentada nos alimentos pode influenciar a relag@o
enzima x amostra (Tabela 4; Figuras 2 e 3).

A recomendacdo de um volume especifico
de enzima para cada tipo de matriz amilacea
seria interessante do ponto de vista técnico, mas
poderia comprometer a rusticidade do método
devido a ampla variacdo que iria ser exigida para
este parametro da analise. Neste sentido, ha de ser
ressaltado que o uso de amilase em excesso ¢ melhor
do que o uso em quantidades restritas (MERTENS,
2002). Assim, considerando-se os resultados aqui
obtidos e as peculiaridades exibidas pelas amostras
de milho e sorgo (Tabela 4; Figuras 2 e 3), a
recomendagao de uso de enzimas deve ser nivelada
pela maior demanda, neste caso, aquela determinada
pela amostra de sorgo (aproximadamente 130 pL/
amostra). Considerando-se os valores avaliados
neste estudo, a aproximagdo superior para 130 pL
corresponderia a recomendacao de utilizagdo de 250
puL de enzima por amostra, o que poderia representar
certa margem de seguranga caso matrizes amilaceas
de maior resisténcia a hidrdlise sejam analisadas.

Adicionalmente, o uso de excesso de enzima deve
ser evitado, pois, caso ocorra, pode ser observada
retrograda¢do da hidrdlise do amido. Assim, a
quantidade de enzima a ser utilizada nao deve
ultrapassar em cinco vezes 0 minimo necessario
para hidrolise do amido da amostra (MERTENS,
2002). Considerando-se as demandas observadas
para a amostra de milho (aproximadamente 50
pL), a recomendacao de 250 uL seria considerada
adequada.

Conclusoes

A avaliagdo dos teores de FDN recomenda-
se o0 uso das enzimas o-amilases Termamyl 2X
e Liquozyme 2.2X com atividades de 240 e 300
KNU/g, respectivamente, em volumes de 250 pL
para amostras de massa variando de 0,7 a 1,0 g.
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