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RESUMO

A invertase ou B-D-frutofuranosidase, € a principal enzima utilizada na inddstria para a
hidrélise da sacarose e para obtenc¢do do xarope de aguicar invertido. Um dos métodos
mais utilizados para producdo de invertase é por fermentagao em estado sélido (FES),
assim, este trabalho objetivou-se a producdo e a avaliacdo da atividade da enzima
invertase sintetizada pelo fungo filamentoso Aspergillus niger 10C 4003, por
fermentag¢do em estado sélido. O indculo utilizado no processo foi uma solucdo de dgua
de batata e glicose, ja o substrato utilizado para a FES foi o farelo de casca de maracuja.
A fermentacdo ocorreu em erlenmeyers contendo o meio inoculado juntamente com o
substrato escolhido, onde todo o processo foi mantido sob incubag¢ado a 28°C. O periodo
de fermentacao foi de sete dias, onde a cada 24 horas uma amostra do caldo fermentado
era separado das demais amostras, onde logo apds foi realizado as andlises do caldo.
Foram determinados os niveis de atividade invertdsica ao longo dos periodos da
fermentacdo, o teor percentual de umidade do substrato, a variacio do pH no caldo
fermentado, o consumo do substrato e a quantificacdo de proteinas presentes em cada
amostra enzimadtica referentes aos dias de fermentacdo pelo método de Bradford. A
producdo de invertase pelo Aspergillus niger I0C 4003 mostrou-se satisfatéria por
fermentagdo em estado sélido. Pode-se notar também que os niveis de atividade
invertdsica foram aumentando durante o periodo em que se prolongou a fermentacao, e
esses niveis de atividade foram diretamente proporcionais as quantidades de proteinas
encontradas no extrato enzimdtico para cada dia de fermentacdo. Os valores de pH
permaneceram em niveis adequados para o crescimento do fungo, o que possibilitou a
producdo da enzima. A produc¢do de enzimas por fermentacdo em estado solido confere
uma alternativa acessivel em termos de sustentabilidade e viabilidade econdmica,

transformando o residuo organico no produto desejado.

Palavras-chave: invertase, Aspergillus niger 10C 4003, fermentacdo em estado sélido,

farelo da casca de maracujé, sustentabilidade.



ABSTRACT

The invertase or B-D-fructofuranosidase is the main enzyme used in industry for the
hydrolysis of sucrose and for obtaining invert sugar syrup. One of the methods used for
invertase production is by solid-state fermentation (SSF), therefore, this work aims the
production and evaluation of the enzyme invertase activity synthesized by the
filamentous fungus Aspergillus niger IOC 4003, by solid state fermentation. The
inoculum used in the process was a solution of water with potato and glucose, and the
substrate used for the SSF was the passion fruit shell powder. Fermentation occurred in
flasks containing the culture medium inoculated with the chosen substrate, where the
whole process was maintained under incubation at 28 °C. The fermentation period was
seven days, every 24 hours a sample of the fermentation broth was separated from the
other samples, then the analysis of the broth was carried. Were determined invertase
activity levels during the fermentation, the percentage humidity of the substrate, the
variation of pH in the fermented broth, substrate consumption, and the concentration of
proteins in the enzymatics samples by the Bradford method. The invertase production
by Aspergillus niger IOC 4003 was satisfactory for solid-state fermentation. It can also
be noted that the invertase activity levels were increasing during fermentation, and these
activity levels were directly proportional to the quantities of proteins found in the
enzymatic extract for each day of fermentation. The pH values remained at normal
levels for the growth of fungus, which enabled the production of the enzyme. The
production of enzymes by solid state fermentation is an affordable alternative in terms

of sustainability and economic viability, turning organic waste into the desired product.

Keywords: invertase, Aspergillus niger IOC 4003, solid state fermentation, passion fruit

shell powder, sustainability.
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1. Introdugao

As enzimas sdo fundamentais para qualquer processo bioquimico. Operando em
sequéncias altamente organizadas, as enzimas catalisam as centenas de reacdes sucessivas
pelas quais as moléculas nutrientes sdo degradadas. A energia bioquimica € entdo,
acumulada, mantida e transformada e as macromoléculas com func¢des bioldgicas definidas
sdo sintetizadas a partir de subprodutos precursores simples (NELSON & COX, 2002).

As enzimas estdo presentes em todas as células vivas. Os microrganismos sao 0s
principais seres vivos produtores de enzimas, isto se deve a grande disposicao de atividades
cataliticas presente nesses seres vivos, sendo assim, existe de fato, a grande possibilidade da
producdo de enzimas oriundo de bioprocessos, desde que a simplicidade das exigéncias
nutricionais sejam atendidas (BON et al., 2008).

Industrialmente, a possibilidade da producdo de enzimas por microrganismos tem
despertado muito interesse, pois tal fato permite o controle moderado de energia, gerando
menos subprodutos e residuos indesejdveis, tornando o processo incluso em um sistema
sustentdvel ecologicamente e ambientalmente amigdvel (MOURA et al., 2007).

A invertase ou B-D-frutofuranosidase € a principal enzima utilizada industrialmente
para a hidrolise da sacarose. A invertase trabalha agindo no terminal ndo redutor do residuo
B-D-frutofuranosideo em frutofuranosideos (MARQUEZ, 2007).

Quando se trata de bioprocessos industriais, a enzima invertase € usada para obtencdo
do xarope de acucar invertido (também conhecido como xarope de glicose e frutose), este
possui algumas particularidades importantes em relacdo ao xarope de sacarose, como maior
vigor edulcorante (NOVAKI, 2009). O acucar invertido constitui-se de uma mistura de
acucares em solucdo composto principalmente por glicose, frutose e sacarose residual, sendo
sintetizada pela reacdo de hidrélise ou inversdo da sacarose (MARQUEZ, 2007).

O estudo da enzima invertase possui grande importancia pratica. O acucar invertido €
largamente empregado na industria de alimentos, sendo utilizado na fabricacdo de confeitos,
na panificacio e produtos afins, na elaboracdo de cremes para recheio e de geleias
(NOVAKI et al., 2010). Além da fabricagdo do aguicar invertido, a invertase possui outras
aplicacdes relevantes na industria alimenticia: como a produ¢do de mel de sacarose;
fabricacdo de licores; na obstrucdo da cristalizacdo do agucar na fabricacdo de sorvetes

(EVANGELISTA, 2001), fabricacdo de produtos para higiene bucal (SAID & PIETRO,
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2004), na producdo de frutose cristalina (NOVAKI, 2009) e podendo ser utilizado também
como adogante de mesa (GOULART et al., 2003).

Nos ultimos anos, uma especial e preocupante atencdo tem sido entregue a diferentes
alternativas que coordenem a minimizacdo ou ao reaproveitamento dos residuos sélidos
gerados nos diferentes processos industriais. (PELIZER et al., 2007). O descarte de residuos
representa um problema que vem sendo crescente ao longo dos anos devido ao aumento
desenfreado da producdo. Residuos provenientes da indudstria de alimentos abrangem
quantidades considerdveis de casca, caro¢o e outros. Esses materiais, além de fonte de
matéria organica, servem também como fonte de proteinas, enzimas e Oleos essenciais,
passiveis de recuperacgdo e reaproveitamento (COELHO et al., 2001).

Nesse contexto, a fermentacdo em estado solido (FES) desempenha um papel de
destaque no aproveitamento de residuos s6lidos, pois em virtude do crescimento microbiano,
ocorre a sintese de diversos compostos, dos quais muitos apresentam grande interesse para
segmentos industriais, além de elevado valor agregados (PINTO et al., 2005).

Como um dos métodos mais utilizados para producao de invertase € por fermentacio
em estado solido (FES), o interesse nesse tipo de fermentagdo para producido da enzima
invertase advém de sua simplicidade de operacdo e da possibilidade de aproximagdo do
crescimento natural de muitos microrganismos, principalmente fungos (SCHMIDELL,
2001).

Atualmente a enzima invertase derivada de diversos microrganismos ja vem sendo
estudada e descrita na literatura. Este trabalho baseia-se na producido e na avaliacdo da
atividade da enzima invertase de Aspergillus niger produzida por fermentacdo em estado
solido, considerando a oportunidade da utilizagdo do farelo da casca de maracuja como

substrato principal do processo.
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2. Revisao da literatura

2.1 Enzimas

A manutenc¢do da vida na célula decorre da continua ocorréncia de um conjunto de
reacOes quimicas, que devem obedecer duas condi¢Oes imprescindiveis: devem ter alta
especificidade de tal forma a gerar produtos definidos, e devem ocorrer em velocidades
ajustadas a fisiologia celular; sendo assim, a insuficiéncia na producdo ou remocdo de
metabolitos pode levar a condigdes patologicas (MARZZOCO & TORRES, 1999).

Alberts e colaboradores (2010) nos indica que, as enzimas sdo moléculas
extraordindrias que determinam todas as transformagdes quimicas que formam ou quebram
ligacdes covalentes na célula. Elas ligam um ou mais ligantes, denominados substratos, e 0s
convertem em um ou mais produtos quimicamente modificados, fazendo isso muitas vezes
em uma rapidez incrivel.

A manipulagdo das enzimas € oriunda de tempos antigos, antes mesmo de sua fun¢do
e dos microrganismos serem conhecidos, as enzimas ja eram utilizadas. Um dos primeiros
alimentos que se tem conhecimento, que utilizou enzimas em sua fabricacdo foi o pao.
Pasteur, ao final do século XIX demonstrou a interagdao das leveduras no processo de
fermentacdo alcodlica e o trabalho que tornou evidente a acdo das enzimas nesse processo
metabodlico (CABRAL et al., 1981).

Com excecdo de um pequeno grupo de moléculas de RNA que demonstram
propriedades cataliticas, todas as enzimas sdo proteinas (NELSON & COX, 2002). As
enzimas apresentam o atributo de acelerar intensamente determinadas reagcdes quimicas,
tanto no sentido da sintese como na degradacdo de moléculas. Sdo elas, as principais
responsaveis pela eficiéncia da maquinaria quimica intracelular (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 1997). A variabilidade dos tipos mais comuns de enzimas e suas respectivas

funcdes podem ser vistas na TABELA 1, a seguir.
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TABELA 1. ALGUNS TIPOS COMUNS DE ENZIMAS.

Enzima Reacao Catalisada

_ Termo geral para enzimas que catalisam
Hidrolases . . .
reacOes de clivagem hidrolitica.
Clivagem de 4cidos nucleicos pela
Nucleases hidrélise das ligacdes entre os
nucleotideos.
Clivagem de proteinas pela hidrolise das
Proteases ) : :
ligacGes entre os aminodcidos.
Sintese de moléculas em reagdes
Sintases anabdlicas pela condensagdo de duas
pequenas moléculas.
Catdlise do rearranjo das ligacdes de uma
Isomerases :
unica molécula.

_ Catalise de reacdes de polimerizacao
Polimerases
como a sintese de DNA e RNA.
Catdlise da adicdo de grupos fosfatos a
) moléculas. Sdo proteinas cinases sao um

Cinases : ' :
importante grupo de cinases, que ligam
grupos fosfatos a proteinas.
Catélise da remocao hidrolitica de grupos
Fosfatases
fosfatos de uma molécula.

Nome genérico de enzimas que catalisam
Oxido-redutases reacoes em que uma molécula é oxidada
enquanto outra € reduzida.

ATPases Hidrélise de ATP.

Fonte: ALBERTS et al. (2010).

Como as enzimas aceleram as reacdes quimicas intracelulares, frequentemente por
fatores de milhdes de vezes ou mais, sem que haja modificagdo em sua prépria estrutura, as
enzimas atuam como catalizadores que permitem as células fazer e desfazer ligagdes

covalentes de forma controlada (NELSON & COX, 2002).
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A partir do conhecimento basico de uma estrutura proteica, pode-se entender melhor
as propriedades cataliticas das enzimas. A caracteristica que distingue uma reacao catalisada
por uma enzima € a de ela ocorrer nos limites da cavidade estrutural de seu centro ativo. A
superficie do centro ativo da enzima é composta com residuos de aminodcidos cujos grupos
substituintes desses aminodcidos se ligam covalentemente ao substrato especifico e catalisam

sua reacdo (NELSON & COX, 2002).

Figura 1 — Modelo da chave-fechadura para a a¢do enzimatica da enzima invertase.
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Complexo *'\ = i
Enzima-substrato ~—___ e
Glicose Frutose

Fonte: Adaptado de AMABIS & MARTHO, (2004).

A relacdo espacial entre o substrato e a enzima ndo deve ser vista segundo um
modelo rigido de chave-fechadura. Ora a proximidade e a ligacdo do substrato a enzima
altera o balangco de forcas responsdveis pela manuten¢do da estrutura tridimensional da
enzima, modificando de maneira conformacional sua estrutura, a estrutura do substrato,

fazendo este adquirir uma nova conformacao ideal para catalise (TORRES, 2001).
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2.1.1 Uso e aplicacoes das enzimas

As enzimas sdo obtidas a partir de trés grandes fontes: vegetais superiores (malte-
amilase, papaina, bromelina); animais superiores (pepsina, renina, enzimas pancreiticas) e
microrganismos (invertase, proteases, celulases, amilases, lipases) (PARK, 1975).

Em meados do século XX, com o crescente avanco tecnoldgico e cientifico no estudo
da bioquimica findou com o inicio dos processos de extracdo de enzimas a partir de células
produtoras, como as de microrganismos, que possuem a capacidade de sintetizar diversas
enzimas aplicadas em vdrios processos industriais. Logo, as enzimas ganharam papel de
destaque e de grande importancia, sendo comercializadas em escala industrial atualmente
(SAID & PIETRO, 2004).

Ja no século XXI, os catalizadores bioldgicos promoveram mudancas em vdarios
setores industriais, proporcionando melhorias e beneficios para a humanidade, de tal modo
que os catalizadores sintéticos vém sendo substituidos por enzimas bioldgicas em processos
industriais, haja vista que elas exercem as mesmas fun¢des, porém com vdrias vantagens,
como por exemplo, a reducdo de custos com energia e tempo de producdo (SAID &
PIETRO, 2004).

Vale ressaltar que, no setor industrial de producdo e aquisicdo de produtos
intermedidrios de interesse comercial comum, os métodos utilizados no processo muitas
vezes empregam catalizadores quimicos, estes sdo pouco versiteis e exigem altas
temperaturas para sua manipulacdo possuindo também uma baixa especificidade,
promovendo assim, a produ¢do de composi¢do mista, que muitas vezes requerem etapas
posteriores de processamento e purificacdo (KRAJEWSKA, 2004).

As enzimas vém sendo continuamente empregadas na melhoria de processos
industriais, tais como clareamento de papel, tratamento de efluentes, producdo de acucar,
bem como outros processos, no qual adotam o emprego de novas matérias-primas, grande
parte de carater renovavel (BON et al., 2008; LIMA et al., 2001).

Neste cendrio contextual, adentro a 6tica da biotecnologia, o enfoque biotecnoldgico
apresenta-se como uma op¢ao atraente para a exploracdo de enzimas em diversos tipos de
reacOes e aplicacdes. Com o aparecimento da tecnologia enzimdtica na década de 1960,
desde entdo, os processos enzimaticos tém sido utilizados e aplicados em diversos setores,

como na elaboracdo de biossensores, terapia enzimdtica, sintese enzimatica de compostos
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bioativos, obtencdo de biopolimeros, producdo industrial comum como papel, celulose,
alimentos, cosméticos, e demais aplicacdes (KRAJEWSKA, 2004).

Outras aplicacdes que promovem a producdo de produtos com eficiéncia através do
uso de enzimas sdo citadas por Lima e colaboradores (2001) como, por exemplo, na drea
farmacéutica na produgdo de biofdrmacos, na drea médica para limpeza de veias e artérias
para transplante, na industria téxtil e na producdo de aminodcidos além de ser matéria-prima
para fabricacdo de detergentes.

Como citado anteriormente, as enzimas biologias podem ser oriundas dos vegetais,
animais ou microrganismos. Contudo, as enzimas provenientes dos microrganismos
diferenciam-se das enzimas de animais e vegetais pelo fato de ndo dependerem diretamente
do clima, ja que essas podem ser sintetizadas em laboratdrios onde existe a possibilidade de
controle de todos os fatores que podem interferir na produciao (SAID & PIETRO, 2004).

Logo, assim como enzimas de animais e vegetais, extratos enzimdticos de
microrganismos, especialmente fungos, t€m sido utilizados em diferentes processos
industriais, com destaque aos processos fermentativos (RUSTIGUEL, 2009). Nesse
processo, as enzimas sdo produzidas em meios de cultura apropriados ao crescimento do

microrganismo (ROVEDA, 2007).

2.1.2 A enzima invertase

Desde os primeiros estudos voltados a enzimologia, a histéria nos faz saber que uma
das primeiras carboidrases a ser objeto de estudo foi a invertase. Sua atividade foi
identificada pela primeira vez em 1828 através da observagdo da fermentacido da sacarose
em meio aquoso pela levedura de panificacdo. Desde entdo, intimeros experimentos
envolvendo o uso de invertase foram desenvolvidos, tal elucidacdo do aperfeicoamento do
uso da invertase, favoreceu sua utilizacdo como enzima modelo para estudos de catdlise
enzimatica. Sua comercializacdo teve inicio no século XX, a partir dai, a enzima invertase
caracterizou-se comercialmente como uma enzima multifuncional que pode ser aplicada em
diversos sistemas industriais (VITOLO et al., 2004).

A invertase ou B-D-frutofuranosidase é uma carboidrase classificada na Familia
GH32 de glicosideos hidrolases, que inclui mais de 370 membros de enzimas e tem sido

relatados em plantas, bactérias, leveduras e fungos filamentosos (PAIVA-ALEGRE, 2009).
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A invertase € a enzima responsavel por catalisar a hidrélise da ligacdo glicosidica da
molécula de sacarose na por¢ao B-D-frutofuranosidase em frutofuranosideos (MARQUEZ et
al., 2007), ou seja, a invertase catalisa a hidrolise do terminal nao redutor do residuo B-D-
frutofuranosideo em frutofuranosideos (ROCHA, 2010), agindo portanto, sobre a sacarose
para formar D-frutose (que possui constitui¢do liquida ndo cristalizavel) e D-glicose (que é
um agucar redutor). Além disso, a invertase catalisa reagdes de transferéncia com outros
aceptores além da dgua, resultando na formacdo de oligossacarideos formados por residuos
de glicose e frutose (VICENTE, 2000). Seu nome convencional se deve ao fato de que a
hidrdlise da sacarose leva a inversdo da rotagdo Optica do meio reacional, sobretudo em
consequéncia do surgimento de frutose quando observado em polarimetro (DOS SANTOS,

2010).

Figura 2 — Classificagdo da enzima invertase.

Esterases
-
HIDROLASES Hesoxidases
Carboidrases
TVAS Lactase
Polilases —

Fonte: Adaptado de BRAVERMAN, (1963) citada por EVANGELISTA, (2008).

7z

Em processos industriais, a invertase, € utilizada principalmente na producdo do
xarope de acgucar invertido (xarope de glicose e frutose) (NOVAKI et al., 2010). O acticar
invertido € um xarope constituido de glicose, frutose e sacarose residual, resultado da reagcdo
de hidrélise da sacarose (AKGOL et al., 2001). O agucar invertido € amplamente utilizado
na industria de confeitos, na panificacdo, e produtos afins, e na formulacdo de cremes para
recheios e geleias (SAID & PIETRO, 2004). A invertase possui também como caracteristica
marcante ser mais doce que a propria sacarose devido a frutose, podendo ser utilizado

diretamente como adogante de mesa (NOVAKI e al, 2010).
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Em diversas aplica¢des industriais o acgicar invertido apresenta propriedades mais
notdveis se comparado a soluc@o de sacarose e o agucar cristal comum, tais como: maior
solubilidade, atuando como inibidores de cristaliza¢do; na fabricacdo de produtos com baixo
teor de gordura; apresenta maior dogura do que a sacarose; apresenta alta pureza quimica;
alto controle microbiolégico; proporciona a reducdo das perdas, menor poluicdo e gastos
com controle de operacdes (SANTANA et al., 2008; ROCHA, 2010).

O modo de atuagdo da invertase ainda nao foi totalmente esclarecido, mas estudos
com a enzima t€m sugerido o envolvimento de um anion carboxilato e uma histidina residual

na atividade catalitica da enzima (VICENTE, 2000).

Figura 3 — Mecanismo de reacgdo catalisada pela enzima invertase.

CH,OH CHOH
H 0 H CHOH 4 H oy CHOH
Invertase
OH H +HL —= [\ CH HA+ KH oH
0 CH,OH 0 04 OR CH,OH
H Sacarose H O H

Glicose Frutose
Fonte: ROCHA, (2010).

A invertase ndo somente catalisa a hidrdlise de sacarose formando um complexo
glicose-frutose, mas em algumas situagdes também é capaz de catalisar a transfrutosilacao
para sintese de frutooligossacarideos (FOS) como a kestose (GF2), nistose (GF3) e 1F-
frutofuranosilnistose (GF4) (NGUYEN et al., 2005). Outras utilidades importantes que
empregam o uso da invertase merecem ser apontados, como na fabricacdo de produtos de
higiene bucal com o objetivo de evitar a formagao de placas dentdrias; na hidrdlise da
rafinose; no preparo de meios de cultivo para propagacdo de microrganismos nao produtores
de invertase e em biosensores (SAID & PIETRO, 2004).

Maior parte da invertase utilizada na industria € oriunda de leveduras, cerca de 80%
das enzimas sdo externas, os 20% restantes da invertase utilizada na indudstria sdo
intracelulares (TABELA 2) (MARQUEZ, 2007). O termo invertase intra e extracelular, é
proveniente do fato de que a invertase produzida por leveduras € intracelular e a produzida

por fungos € extracelular e, na maioria das vezes, sdo glicoproteinas contendo cerca de 10 a
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50% de carboidratos. Ambas apresentam atividade catalitica semelhante, mas sua
composi¢do de aminodcidos € diferente, a invertase externa contém o aminodcido cisteina

enquanto a interna nao (CABRAL, 1982; VICENTE, 2000).

TABELA 2. ALGUMAS PROPRIEDADES DA INVERTASE EXTERNA.

Propriedades Invertase externa Invertase interna
Massa molecular (kg) 270000 135000
% de carboidrato 50 3
Atividade especifica U/mg
de proteina 2700 2200
K, [mM] (sacarose) 26 25
pH — Estabilidade 30-75 6,0-9,0
pH 6timo - Atividade 3,5-5,5 3,5-5,5

U = micromol sacarose hidrolisado por minuto.

Fonte: MARQUEZ, (2007).

Invertases tém sido purificadas e caracterizadas em varios microrganismos, incluindo
Neurospora crassa, Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis, Fusarium oxysporum,
Phytophthora megasperma var. sojae, Aspergillus ficuum, Schwanniomyces occidentalis,
Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces species, Aspergillus niger e Schizophyllum
commune (GOULART et al, 2003).

Algumas bactérias também possuem a capacidade de sintetizar invertase, a atividade
invertésica foi explorada em procariotos, sendo estudado primeiramente em cianobactérias, o
que permitiu a descri¢do do primeiro isolamento e caracterizagdo de invertases (alcalina e
neutra) neste grupo de organismos (VARGAS et al., 2003).

A invertase também pode ser encontrada em invertebrados, vertebrados, algas verdes,
e vegetais (SAID & PIETRO, 2004). Com relacdo a invertases presentes em plantas,
Fotopoulos (2005) relata que existem invertases com isoformas distintas presentes
principalmente na parede celular, citosol e no vactolo. As isoformas dcidas (pH 6timo entre
4,5 a 5,5) estdo presentes no vactolo e apoplasto, enquanto que as isoformas de invertases

neutras e alcalinas (pH 6timo 8,0) estao localizadas no citoplasma (HUSSAIN et al., 2009).
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Segundo Marquez (2007) a temperatura ideal de atuacdo da invertase vai depender do
grau de purificacido da enzima e da concentracdo do substrato, nesse aspecto o autor cita que

ja foram encontradas temperaturas entre 33 e 55°C de atuagao da enzima.

2.2 Fungos filamentosos

Por muito tempo os fungos foram considerados como vegetais e, tdo somente a partir
de 1969, passaram a ser classificados em um reino a parte denominado Fungi. Os fungos
apresentam uma agregacdo de caracteristicas que permitem a diferenciacdo com as plantas:
nio produzem clorofila nem qualquer pigmento fotossintético; ndo apresentam celulose na
parede celular, exceto alguns fungos aquaticos e ndo armazenam amido como substincia de
reserva. Diante das caracteristicas mencionadas das quais comprovam as divergéncias entre
fungos e plantas, restam duas alternativas aos fungos para garantirem sua sobrevivéncia:
viverem do saprofitismo ou no parasitismo. Os fungos sdo, portanto, heterotréficos, ao
contrério das algas e das plantas que sdo organismos clorofilados e autétrofos. A presenca de
substancias quitinosas na parede celular da maior parte das espécies fungicas associada a
capacidade de armazenar glicogénio os assemelham aos animais (TRABULSI &
ALTERTHUM, 2004; OLIVEIRA, 1999).

Os fungos podem ser considerados obiquos, sendo encontrados em vegetais, animais,
nos seres humanos e em abundancia no solo participando dos ciclos biogeoquimicos na
natureza. A dispersdo dos fungos € feita na natureza por vdrias vias: animais, seres humanos,
insetos, plantas e, principalmente, pelo ar atmosférico, através dos ventos. Outra
caracteristica interessante, € que os fungos sdo seres vivos eucaridticos com um s6 nucleo,
como as leveduras, ou multinucleados como os fungos filamentosos ou bolores e os
cogumelos (MADIGAN et al., 2004).

Todas as células fingicas possuem nucleo com membrana celular, ou seja, sdo
eucaridticas. Os fungos originam-se de uma unica célula, ou de um fragmento da hifa,
unidades com estruturas variadas. A parede celular fingica (possui até oito camadas, mede
de 200 a 350 nm) € uma estrutura compacta e rigida possuindo como principal funcio, a
protecdo contra choques osmoéticos. A membrana citoplasmatica nos fungos atua como

bloqueio semipermedvel, no transporte ativo e passivo dos materiais para fora e para dentro
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da célula, sendo a membrana, formada por uma regido hidrofébica e outra hidrofilica

(TRABULSI & ALTERTHUM, 2004).

TABELA 3 — COMPARACAO ENTRE FUNGOS E BACTERIAS.

Fungos Bactérias
Tipo de célula Eucaridtica. Procaridtica
» Esterdis ausentes, com excecdo de
Membrana celular Esterdis presentes.
Mycoplasma
Glicanas; mananas; quitina (sem : _
Parede celular Peptideoglicana

peptideoglicanos).

_ . Endésporos (ndo para reproducgdo);
Esporos reprodutivos sexuais e

Esporos ‘ alguns esporos assexuais
assexuais. '
reprodutivos.
Limitado a heterotréfico; aerdbico, Heterotréfico, autotrofico,
Metabolismo anaerdbico facultativo. fotoautotréfico; aerdbico,

anaerobico facultativo, anaerobico

Fonte: TORTORA et al., (2012).

Em fungos filamentosos, o talo (corpo) consiste em filamentos longos de células
conectadas; filamentos esses denominados hifas. Hifa € o nome que se usa para designar os
filamentos dos fungos. Micélio € o conjunto das hifas. A hifa de um fungo diferencia-se de
um filamento bacteriano (bacilos, bastonetes), porque hifa €, geralmente, ramificada, coisa
que ocorre raramente em bactérias (OLIVEIRA, 1999).

Na grande maioria dos fungos filamentosos, as hifas possuem paredes cruzadas
denominadas septos, que dividem as hifas em compartimentos celulares uninucleadas
distintos. Essas hifas sdo denominadas hifas septadas. As hifas que ndo possuem septos e se
apresentam como células longas e multinucleadas sdo chamadas de hifas cenociticas. Hifas
responsaveis pela captacdo de nutrientes sdo chamadas de vegetativas, ja a por¢do envolvida
com a reproduc¢do, ¢ denominada hifa aérea (TORTORA, et al., 2012).

Os fungos filamentosos podem reproduzir-se assexuadamente pela fragmentacdo de
suas hifas. Além do mais, fungos podem reproduzir-se tanto assexuadamente quanto
sexuadamente pela formacdo de esporos. Os esporos assexuais sao produzidos pelos fungos

por mitose com consequente divisao celular. Os dois tipos de esporos assexuais sao
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produzidos pelos fungos, um deles é denominado conidiésporo ou conidio, um esporo uni ou
multicelular que sdo produzidos em cadeias na extremidade do conidi6foro. Tais esporos sdo

produzidos por fungos do género Aspergillus (TORTORA, et al., 2012).

Figura 4 — Caracteristicas das hifas em fungos. A hifa septada com os septos dividindo as hifas; a hifa

cenocitica que ndo contém septos e o crescimento das hifas a partir do esporo.
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Fonte: TORTORA et al., (2012).

Alguns fungos sdo patogénicos, apesar de que os pilares moleculares e genéticos da
patogénese bacteriana e viral sejam bem conhecidos, atualmente o conhecimento sobre a
patogenicidade flngica ainda € restrita e limitada. Poucos fungos sdo suficientemente
virulentos para serem considerados patdgenos primdrios, capazes de iniciar uma infeccao em
um hospedeiro sadio. Além disso, todos os patdgenos fingicos primdrios sdo agentes de
infec¢des respiratdrias e nenhum deles € parasita obrigatério (MURRAY et al., 2011). Varo
e colaboradores (2007) nos faz saber que no Brasil, a incidéncia de infec¢des flingicas
especialmente em hemodialisados vem aumentando gradativamente. E que infelizmente, o
conhecimento dos fatores relacionados a epidemiologia dessas infec¢des ainda € pouco no
Brasil.

Os fungos integram um grupo de microrganismos que vem despertando a atencdo e
os olhares dos microbiologistas para a pratica cientifica. Suas manifestacoes sdo evidentes.
Como geralmente ocorre em laboratdrios, o meio usual para fungos contém concentracoes

maiores de agucar, isso se v€ naturalmente no dia-dia: quem € que nunca viu manchas verdes

ou azuis crescerem sobre frutas citricas? Ou quem nunca viu bolores brancos ou

—
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acinzentados sobre produtos de padaria em queijos ou no presunto? Todos fazem parte de
uma gama de organismos muito diversificado: o reino Fungi (PELCZAR JR. et al., 1996).

Os fungos filamentosos apresentam uma série de atributos que os tornam bem mais
valorosos do que outros tipos de fungos, quando se trata das suas diversas aplicagdes, seja na
medicina, indudstria ou agricultura. Por exemplo, os fungos filamentosos produzem diversos
produtos metabdlicos, muitos de grande interesse industrial: enzimas, &4cidos, dalcoois,
corantes, aminodcidos, antibidticos e esterdis sdao alguns exemplos das aplica¢des dos fungos
filamentosos (CARVALHO, 1999).

Fungos filamentosos também tém sido utilizados em sistemas de biorremediacao. Tal
aplicacdo se deve as caracteristicas inerentes a esse microrganismo, uma dessas
caracteristicas € a capacidade de crescer sob as condicdes de estresse ambiental que limitam
o crescimento bacteriano. Assim o contato direto entre o fungo e o contaminante € intenso,
promovendo o aumento de sua biodisponibilidade e a biodegradacdo subsequente (SILVA,

2009).

2.2.1 O género Aspergillus

No reino Fungi, o género Aspergillus ¢ um dos gé€neros mais conhecidos entre os
fungos filamentosos, além de ser um dos mais bem pesquisados e estudados pela
comunidade cientifica. Esse género abrange fungos de importancia econdmica, onde muitas
espécies foram distinguidas pela morfologia tradicional das colonias. As espécies de
Aspergillus sdao saproféagicas, xerofilos, aerdbicos e comumente encontrados em ambientes
com altas concentracdes de oxigénio (HUBKA et al., 2013; GRUBEN, 2012).

Esses fungos sdo também amplamente distribuidos na natureza, podendo ser
encontrados no solo, no ar e na 4gua; tanto em animais, inclusive o ser humano, como em
vegetais (fitopatogénicos), sendo alguns desses fungos, patogé€nicos oportunistas. Sdo
conhecidos também por sua capacidade de crescerem em substratos com baixa atividade de
dgua. Apresentam geralmente coloracido branca com tons amarelados. O gé€nero inclui cerca
de 200 espécies, porém apenas 30 foram identificadas e catalogadas (HUBKA et al., 2013;
GRUBEN, 2012).

A diversidade de questdes, temas e aplicagdes biotecnoldgicas que fungos

Aspergillus t€m levantado nos ultimos anos, fez desse género, um dos grupos mais bem
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aprofundados e estudados, entre os fungos filamentosos, quando se trata de pesquisa e
investimento. As sequencias do genoma de espécies como: A. niger, A. nidulans, A. oryzae,
A. fumigatus, A. flavus, Aspergillus sojae, Aspergillus clavatus, Aspergillus terreus,
Aspergillus aculeatus, Aspergillus carbonarius e A. kawachii estdo disponiveis em
bibliotecas gendmicas. Entretanto, espécies como: Aspergillus sydowii, Aspergillus
versicolor, Aspergillus brasiliensis, Aspergillus tubingensis, Aspergillus glaucus, Aspergillus
zonatus, Aspergillus acidicus e Aspergillus wentii estdo atualmente em processo de
sequenciamento. Em breve, a elucidag¢do desses genomas vai proporcionar aos pesquisadores
o conhecimento biomolecular dessas espécies, tais como o levantamento de novas estratégias
de sua utilizacdo em diversos setores da industria, na medicina e no agronegécio (GRUBEN,
2012).

Alguns fungos do género Aspergillus apresentam aplicagdes de destaque ndo somente
na produ¢do de enzimas biotecnoldgicas como também na producio de metabdlitos
secundérios. Entre as espécies conhecidas, destacam-se o Aspergillus flavus e o A.
parasiticus, ambos produtores de metabdlicos secunddrios pertencentes a classe das
aflatoxinas, responsdveis por intoxica¢des cancerigenas em diversas espécies de animais
(TANIWAKI, 2003).

Na producdo de enzimas, o A. awamori possui destaque na sintese das enzimas,
amiloglucosidase, alfa-amilase e protease (DOS SANTOS, 2006). Outro fungo do género
bastante conhecido € o Aspergillus niger, além de ser empregado na produgdo de enzimas
como a propria invertase, por exemplo, o A. niger também € o principal fungo produtor de
enzimas pectinoliticas (OLIVEIRA, 2013), com destaque para a poligalacturonase (PG)
(CASTRO, 2009). Além de enzimas, o A. niger também possui participacdo quase que
exclusiva na biossintese de 4cido citrico para utilizacdo de industrias de alimentos,
refrigerantes e biofarmacos (LEONEL & CEREDA, 1995).

Algumas espécies de Aspergillus sdo toxigé€nicas, algumas, por exemplo, causadoras
da deterioracdo em graos e sementes sdao capazes de se desenvolver em condi¢cdes de
umidade mais baixas nas sementes (CIRIO & LIMA, 2003). Outras espécies desse género
sdo toxicas ao homem, causando aspergilomas. Apesar de pouquissimas espécies de
Aspergillus serem patogénicas ao ser humano, infec¢des por Aspergillus tornou-se
recentemente mais frequente, provavelmente em consequéncia do aumento do uso indevido

de antibidticos, esteroides e drogas citotoxicas (GOLIN et al., 1996).
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As estruturas morfolégicas sdo caracteristicas imprescindiveis para a classificacdo
dos fungos. As espécies pertencentes ao género de Aspergillus produzem o “aspergillum” ou
“cabeca aspergillar”, que consiste em uma haste asseptada que termina em uma vesicula,
sobre a qual nascem as células condiogénicas (fidlides e métulas). As fidlides produzem os
conidios com diferentes ornamentacOes e pigmentagdes. Uma cabecga aspergillar simples é
formada por uma vesicula recoberta por células alongadas denominadas fidlides que geram
os conidios, que sdo os esporos assexuais dos fungos filamentosos. O termo conidio significa

po, e sdo produzidos a partir do conidiéforo (ROCHA, 2010; TORTORA et al., 2012).

Figura 5 — Conidiéforo com vesicula. Aspergillus sp., secre¢ao pulmonar (PAS, 400X).
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Fonte: OLIVEIRA, (1999).

2.3 Fermentacio em estado s6lido (FES)

O termo fermentacdo em estado sélido ou “fermentacdo em substrato so6lido” (FSS)
refere-se a sistemas microbioldgicos que trabalham sobre ou dentro de uma matriz sélida
onde o contetddo liquido (substrato ou meio) associado a matriz estd a um nivel de atividade
de dgua que auxilie o crescimento do microrganismo € a0 mesmo tempo ndo exceda a
maxima capacidade de ligacdo da dgua com a matriz solida (DEL BIANCHI et al., 2001).
Em outras palavras, a FES € o crescimento de microrganismos em material s6lido onde ha
inexisténcia ou quase inexisténcia de dgua (PANDEY et al., 2001).

A fermentagcdo em estado sélido simplesmente reedita os processos microbiol6gicos

naturais, se controlados de forma correta, sintetizam o produto de interesse. Deve-se levar
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em consideracdo também algumas aspectos, como a sele¢cdo do microrganismo, o substrato
apropriado, a otimizacdo dos parimetros no processo, o isolamento e a purificacdo do
produto, entre outros fatores (COUTO & SANROMAN, 2006).

Nos dias de hoje no Brasil, a inddstria alimenticia produz grande quantidade de
residuos e subprodutos; j4 no setor agropecudrio, as atividades de processamento dos
produtos gerados no campo tém ocasionado sérios problemas de polui¢do no solo, na dgua
superficial e na dgua subterrdnea. Os residuos sdlidos do setor agroindustrial sdo
provenientes principalmente das usinas sucro-alcooleiras, matadouros e do processamento de
frutas e hortalicas. Diante desse fato, estudos voltados para minimizagdo e o
reaproveitamento desses residuos solidos envolve o reaproveitamento de quantidades
significativas de cascas, carogos, farelos e outros. Tais materiais além de fonte de matéria
organica servem como fonte de proteinas, enzimas e outros nutrientes atrativos ao
reaproveitamento (COELHO et al., 2001; FERREIRA et al., 2011; DANTAS et al., 2010).

Os residuos do setor industrial bem como do setor agricola, apés serem gerados,
necessitam de um destino apropriado, pois esse ndo pode ser armazenado no local em que foi
produzido. A permanéncia desses residuos no meio ambiente podem além de criar potenciais
problemas ambientais, os residuos representam perdas significativas de matéria-prima e
energia, exigindo assim, maiores gastos e investimentos no tratamento e controle da
poluicdo. A preocupagdo com o meio ambiente levou a viabilizacdo de projetos que levam
ao uso sustentdvel dos residuos oriundos de sistemas de producdo industrial e agricola
(PELIZER et al., 2007).

Diante desse contexto, a FES surge desempenhando um papel fundamental no
aproveitamento de residuos s6lidos, dado que, em razdo do crescimento microbiano, a partir
desses organismos sdo produzidos diversos compostos, dos quais muitos apresentam grande
interesse para segmentos industriais, como ja citado, e elevado valor agregado (PINTO et al.,
2005).

A FES apresenta diversas vantagens quanto a sua aplicacdo, devido a seus aspectos
fisico-quimicos, destaca-se a pequena atividade de 4gua e a formagdo de gradientes de
temperatura, nutrientes e produtos. A heterogeneidade microscOpica atuante no substrato,
outrora considerado o ponto fraco da FES, hoje, esse parametro é considerado como a
principal vantagem para o acréscimo de rendimento de produtos gerados, por causar

z

significativas alteracOes fisioldgicas nos microrganismos. Resumindo, a FES € um
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bioprocesso que se favorece com o baixo teor de dgua, gerando um sistema de producdo

limpo e sustentdvel (DOS SANTOS et al., 2006).

2.3.1 Fatores que influenciam a FES

Muitas vezes as condi¢cdes ambientais como, pH e concentragao de nutrientes podem
afetar bruscamente o desenvolvimento celular e consequentemente a geragdo do produto na
FES. Nesse tipo de fermentacdo, o controle das condi¢cdes ambientais € mais complicado
gracas a heterogeneidade das células microbianas e da natureza do meio de cultivo e
produtos na fase s6lida (SANTOS, 2007). O controle de umidade, temperatura e o pH do
meio, além das caracteristicas do substrato sdo as varidveis analisadas com maior frequéncia

quando se trata de FES (SCHMIDELL et al., 2001).

2.3.1.1 Microrganismos usados em FES

Em processos envolvendo FES, os microrganismos podem ser utilizados tanto em seu
estado natural, como na forma de culturas puras individuais (PANDEY et al., 2000). Os
fungos filamentosos sd@o os microrganismos mais adequados ao processo de FES, estes
possuem a capacidade de crescer em baixos valores de atividade de dgua e altas pressdes
osmoticas. O préprio crescimento flngico gera uma vantagem sobre microrganismos
unicelulares no processo. O crescimento das hifas no desenvolvimento das espécies
filamentosas permite a esses organismos uma rdpida colonizacdo dos substratos solidos,
além de uma melhor utilizacao dos nutrientes disponiveis (OLIVEIRA, 2013).

Os fungos do género Aspergillus apresenta um bom desempenho, quando se trata de
sua utilizacdo em processos envolvendo FES, esses fungos possuem bom crescimento em
concentracdes elevadas de sal e acucar. O que remete seu bom desenvolvimento nas
condi¢Oes que um sistema de FES apresenta (PARIS, 2008).

Quando se trata da escolha do microrganismo apropriado para realizacdo de um
processo a partir de FES, o fungo Aspergillus niger, tem participacdo ativa em diversos
trabalhos. Cepas do fungo A. niger sdao as mais utilizadas na sintese de pectinase e
poligalacturonase comercial devido as suas propriedades toxicoldgicas (MENEZES et al.,

2006). Em outro trabalho realizado por Zuiiiga e colaboradores (2011), o autor relata que o
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A. niger é o melhor fungo filamentoso produtor de endoglicosidades, como consequéncia, o
A. niger também € o melhor produtor da enzima celulase por meio de FES, além disso o A.
niger também ¢ reconhecido pelas elevadas concentragdes de -glicosidase.

Como em todo processo fermentativo, a selecio do microrganismo apropriado é um
parametro chave para o sucesso da producao desejada. A a-amilase, por exemplo, pode ser
sintetizada por, no minimo, 28 tipos diferentes de culturas microbianas. J4 o Aspergillus
niger tem a capacidade de produzir até 19 tipos diferentes de enzimas, dependendo do modo

de operagdo da fermentacdo (DEL BIANCHI et al., 2001).

2.3.1.2 Meio de cultura e substratos para FES

As caracteristicas fisico-quimicas do meio de cultivo sio de fundamental
importancia, ndo somente para o crescimento celular, mas também para o rendimento do
produto (BON et al., 2008).

E sempre muito dificil citar as caracteristicas de microrganismos, sem associd-los a
um determinado meio de cultivo. Algumas caracteristicas relacionadas ao meio, tais como:
custo; atendimento as necessidades do microrganismo; ndo provocar problemas na
recuperagdo do produto, devem ser consideradas na escolha do meio de cultivo (BORZANI
etal.,2001).

Na FES, o meio de cultura é composto de substratos s6lidos, com um determinado
teor de umidade. Portanto, a dgua ird se tornar um fator limitante, o que n@o ocorre na
fermentacdo submersa, por exemplo, (PONTES, 2009). Como na FES, o meio mais
empregado caracteriza-se como “meio complexo”, esse ¢ formado por residuos de matéria-
prima industrial e agricola, tais como: melaco, sucos de fruta ou legumes (BON et al., 2008).

Na FES, os substratos mais utilizados sdo os produtos ou subprodutos gerados na
agroindustria, esses possuem como caracteristicas principais: servirem de matriz sélida e
fornecer carbono e fontes de energia ao microrganismo, além disso, possuem custo
relativamente baixo. O substrato deve possuir algumas caracteristicas que possibilitem o
maior rendimento do processo, de tal maneira que o microrganismo tenha total
acessibilidade a todo meio, sendo assim, destacam-se a porosidade, tamanho e formato das

particulas (PARIS, 2008; DEL BIANCHI et al., 2001).
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A natureza do substrato s6lido na FES, € o fator mais importante no desenvolvimento
desse bioprocesso. Na sua sele¢do, devem ser considerados diversos fatores, principalmente
o custo e a sua disponibilidade. As pesquisas estdo voltadas para os residuos agroindustriais
a fim de selecionar substratos-padrdes mais adequados a FES (DOS SANTOS et al., 2006).
Em geral esses substratos s@o os mais baratos e abundantes, além disso, sdo normalmente,
materiais particulados, e a d4gua presente no meio encontra-se compactada na matriz sélida,
ao qual pode ser aproveitada pela cultura microbiana. Bactérias e leveduras crescem
normalmente na superficie, enquanto que a estrutura de fungos filamentosos, penetra nas
particulas do substrato (ROCHA, 2010).

Os materiais agricolas, que por suas caracteristicas naturais sdo totalmente aceitiveis
ao emprego em processos de FES, sdo geralmente dois: celuldsicos (palhas, cascas de frutas
processadas, bagacos, etc) e amildceos (batata, mandioca, banana e seus residuos, entre
outros). No caso de produtos celuldsicos, o conteddo de celulose ndo se encontra facilmente
acessivel para uso na fermentacdo e para seu uso, torna-se necessdrio o emprego de
tratamentos prévios desse material antes de submeté-lo a fermentacdo. Os substratos
amildceos também necessitam de pré-tratamentos, no entanto sio menos drdsticos (DOS
SANTOS et al., 2006).

Além da celulose, o conteddo nutritivo inserido no substrato inclui: hemicelulose,
lignina, amido, pectina e proteinas. A heterogeneidade apresentada pelos substratos, ndo se
refere apenas a complexidade e as variacOes existentes de matéria-prima, mas também a
complexidade da estrutura bioquimica de cada uma das moléculas presentes e a propor¢ao
entre essas varias moléculas, que podem divergir de acordo com cada espécie vegetal.
Assim, cada substrato tem seu potencial especifico, devendo ser minunciosamente analisado
(PINTO et al., 2005).

A escolha do substrato para um processo de FES depende do produto final que se
deseja obter. Del Bianchi e colaboradores (2001) exemplifica alguns materiais passiveis de

se utilizar como substrato, entre eles estiao:

v' farelo e palha de trigo, farinha e farelo de soja, bagaco de cana, palha de arroz para
producgido de enzimas;
v’ sorgo, bagaco de milho, ma¢d e uva, melago e cana-de-acdcar para produgido de

alcool;
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v' residuos de banana, residuos sélidos do processamento de mandioca, bagaco de
laranja, melago, vinhaga, polpa de café, polpa de batata-doce para enriquecimento
proteico;

v' lactose, sacarose, bagaco de cana e farelo de trigo para produgio de antibi6ticos.

Normalmente esses substratos necessitam de um pré-tratamento para adequé-los as
exigéncias necessdrias ao crescimento e a producdo do produto final pelos microrganismos.
Normalmente emprega-se o esmagamento, quebra, moagem e peneiramento para adequar o
meio a granulometria do processo; suplementacdo e correcdo do pH pra suprir a falta de
algum nutriente e a hidrélise dcida ou alcalina de material celuldsico, visando facilitar a

atuacdo enzimatica (DEL BIANCHI et al., 2001).

2.4 Casca de maracuja como substrato do processo

A primeira referéncia ao maracuja no Brasil foi em 1587, no Tratado Descritivo do
Brasil, com “erva que d4 fruto”. Porém, em 1569, Nic. Monardis foi quem descreveu a
primeira espécie de maracujd, denominando-a Plassifora, a saber, Plassifora incarnata L.,
mas sob o nome de Granadilla (CUNHA, 2013).

O maracujd é nativo da América tropical, sendo mais de 150 espécies de
Plassiforaceas utilizadas no consumo humano. Geralmente, as espécies mais cultivadas no
Brasil e por todo mundo sdo o maracuja-amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa), o
maracuji-roxo (Passiflora edulis) e o maracuja-doce (Passiflora alata). O maracuja € uma
fruta de imenso valor nutritivo. A fruta € rica em vitamina C e vitaminas do complexo B (B,
B, e Bs), além de célcio e fésforo (FIGUEIRA, 2010). Os componentes nutricionais do suco
do maracujd podem ser vistos na TABELA 4. A presenca desses nutrientes caracteriza o
sabor azedo do maracuja. Tais nutrientes garantem o bom funcionamento do organismo de
maneira geral. Alguns dos beneficios do consumo do maracujd incluem: o bom
funcionamento do aparelho digestivo, equilibrio do sistema nervoso, crescimento além de
reposi¢ado e regeneragdo de células (CAMPOS & SANTOS, 2011).

A planta onde germina o maracuja € o maracujazeiro, trata-se de uma planta
trepadeira lenhosa, de clima quente, com crescimento rdpido, continuo, vigoroso e

exuberante. O maracujazeiro encontra-se em melhores condi¢cdes para o seu
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desenvolvimento na faixa entre 18 e 35°C, sendo que a faixa entre 21 e 25°C € considerada
como a mais favordvel ao crescimento da planta. Quantidades de chuva de 1.200 mm anuais,
bem distribuidos na época chuvosa sd@o mais que suficiente para o bom desenvolvimento da

planta (FARIA, 2001; BORGES & LIMA, 2007; EMBRAPA, 1994).

TABELA 4. COMPOSICAO NUTRICIONAL DO SUCO DE MARACUJA (100 ML).

COMPOSICAO MARACUJA

Amarelo Roxo
Calorias (cal) 53,00 51,00
Proteina (g) 0,67 0,39
Gorduras (g) 0,15 0,05
Carboidrato (g) 13,72 13,60
Fibra (g) 0,17 0,04
Cinza (g) 0,49 0,34
Célcio (mg) 3,80 3,60
Fésforo (mg) 24,60 12,50
Ferro (mg) 0,36 0,24
Vitamina A (mg) 2.410,00 717,00
Tiamina (mg) - -
Riboflavina (mg) 0,101 0,131
Niacina (mg) 2,24 1,46
Vitamina C 20,00 29,80

Fonte: EMBRAPA, (1994).

Atualmente o Brasil é o maior produtor mundial de maracujd, seguido do Peru,
Venezuela, Africa do Sul, Sri Lanka e Austrdlia. O Brasil comporta hoje cerca de 60% da
producdo mundial dessa fruta, com producgdo estimada em 664.000 toneladas, sendo que a
area de cultivo corresponde a 47.032 hectares por ano. A produtividade média no Brasil gira
em torno de 12 a 15 toneladas por hectare. A maior produ¢do de maracuja no Brasil
encontra-se situada nas regides Nordeste, Sudeste e Norte, destacando-se os estados de
Minas Gerais, Bahia, Pernambuco, Alagoas e Sdo Paulo (FURLANETO et al., 2011;
ISHIMOTO et al., 2007).
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Apesar de o género Passiflora ser representado por um grande nimero de espécies
(mais de 400), a produgd@o comercial do Brasil esta limitado apenas em uma Unica espécie: o
maracuja amarelo (Passiflora edulis) — devido ao maior rendimento do seu fruto em suco
(NASCIMENTO et al., 2013).

Na industria alimenticia, maracujd sofre muitas perdas durante o processamento, pois
apenas 30% de todo o peso do fruto € aproveitado, parcela essa referente a polpa utilizada
para extragdo de suco. De fato, € muito importante que um ndmero cada vez maior de
estratégias para o aproveitamento dos residuos do maracujé seja proposto, o que apenas serd
possivel, com o desenvolvimento de pesquisas nessa vertente. (ISHIMOTO et al., 2007,
NASCIMENTO et al., 2013).

Diversas propriedades funcionais da casca do maracujd tém sido estudadas nos
ultimos anos, especialmente aquelas que possuem teor de niveis significativos de fibras
presentes. A casca do maracujd representa cerca de 52% do peso total do fruto (ISHIMOTO
et al., 2007). Portanto, a casca nao pode ser considerada como residuo industrial (ROCHA,
2010), dado que, baseando-se em suas caracteristicas o residuo da casca do maracujd pode
ser estudado com o propdsito de sua utilizagdo na composicdo de matinais e barras; no
enriquecimento de produtos alimenticios, como ra¢ao animal; adubo; ou matéria-prima para
producdo de enzimas (FERREIRA et al., 2010).

As cascas sdao constituidas basicamente por carboidratos, proteinas e pectinas
(OLIVEIRA et al., 2002). Com relagdo a casca do maracujd, essa € rica em fibras soluveis,
principalmente pectina, altamente benéfica ao ser humano. Os componentes da fibra
alimentar da casca do maracuja (Passiflora edulis) foram quantificados por Matsuura, (2005)
e citado por Nascimento e colaboradores (2013) onde: 30,7% das fibras na casca do
maracuja era composto por celulose; 27,8% de pectina; 1,6% de hemicelulose e 1,1% de
lignina. Outros valores dos nutrientes presentes na casca de maracujd pode ser avaliado na
TABELA 5.

Por outro lado, a casca de maracuja possui compostos considerados altamente
toxicos. Os aspectos toxicologicos da casca do maracujd t€m sido analisados quanto a
presenca de glicosideos cianogénicos, substancias que produzem o acido cianidrico (HCN)

como produtos de sua hidrélise (NASCIMENTO et al., 2013; ZERAIK et al., 2010).
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TABELA 5. TAXA DE NUTRIENTES PRESENTES IN NATURA NA CASCA DE
MARACUIJA (P. edulis; P. flavicarpa).

Nutrientes Quantidades em 100 g de cascas

Umidade 87,64 ¢
Cinzas 0,57 g
Lipideos 0,01 g
Proteinas 0,67 g
Fibras 433 ¢
Carboidratos 6,78 g
Calorias 29,91 kcal
Calcio 44,51 mg
Ferro 0,89 mg
Sédio 43,77 mg
Magnésio 27,82 mg
Zinco 0,32 mg
Cobre 0,04 mg
Potassio 178,40 mg

Fonte: GONDIN et al, (2005); citado por ZERAIK et al., (2010).

Diversos trabalhos baseados na utilizacdo da casca de maracujd como fonte de
substrato para producdo de enzimas tém sido desenvolvidos e descritos na literatura. Souza e
colaboradores (2010); e Menezes e colaboradores (2006) trabalharam com o fungo A. niger
na caracterizacdo e producgdo, respectivamente, da enzima poligalacturonase, produzida
através da FES utilizando a casca de maracujd-amarelo (P. edulis) como substrato. Outro
trabalho que merece destaque foi a pesquisa desenvolvida por Rocha (2010) na otimizacao
da produgdo de enzimas por FES, utilizando também, a casca de maracuja como substrato

para o desenvolvimento microbiano do A. niger.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar a producdo e a atividade da enzima invertase do fungo filamentoso
Aspergillus niger 10C 4003 produzida por fermentacdo em estado sélido utilizando como

substrato, o farelo da casca de maracuja-amarelo (Passiflora edulis).

3.2 Objetivos especificos

v Determinar graficamente o consumo de substrato realizado pelo microrganismo no
processo fermentativo;

v Determinar os valores percentuais da umidade dos residuos do substrato na produgéo
da enzima;

v" Determinar os valores do pH para cada coleta da amostra enzimdtica e sua influencia
na producdo da mesma;

v Quantificar as amostras liquidas de enzimas com teores de proteinas desconhecido

pelo método de Bradford;
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4. Material e métodos

4.1 Preparo do residuo

A metodologia descrita a seguir foi desenvolvida por Rocha (2010) para o preparo do
residuo e in6culo do microrganismo. O desenvolvimento do trabalho foi conduzido em
fermentagdo em estado sé6lido, e o meio de cultivo selecionado para a obten¢do da enzima foi

o residuo da casca de maracuja.

Figura 6 — Residuo da casca de maracujd, antes do processo de trituragdo.

Foto: Emanuele Cardoso

Antes da obtencao do farelo do residuo, as cascas de maracuja foram recobertas com
filme de PVC para conservacdo do substrato. Em seguida, as cascas foram armazenadas sob
refrigeracdo em geladeira a 5°C.

As cascas de maracujé foram picadas, em pedacos de aproximadamente 3 cm e secas
em estufa térmica por um periodo de 3 dias, sob temperatura de 35£3°C. Apds o periodo de
secagem, as cascas de maracuja foram trituradas em um moinho de facas tipo créton. O
farelo foi novamente armazenado (5°C) em recipiente cuidadosamente fechado.

Posteriormente, o substrato foi autoclavado com o objetivo de evitar contaminagdes.
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Figura 7 — Residuo da casca de maracuja, apds a trituragao.

Foto: Emanuele Cardoso

4.2 Microrganismo selecionado e preparo do meio de cultura

O microrganismo selecionado foi o Aspergillus niger IOC 4003, adquirido na cole¢do
de culturas da Universidade Federal do Rio Grande do Norte. Os esporos da linhagem
selecionada foram conservados em tubos de ensaio devidamente fechados com tampdes de
algoddo envoltos com gaze e papel grosso.

O meio preparado para realizacdo do inéculo foi uma solu¢do de dgua de batata e
glicose. Os valores dos componentes do meio de cultivo e suas respectivas quantidades estao
expressos na Tabela 8. O meio foi adicionado em um erlenmeyer de 1L de volume, o pH da
solucdo foi ajustado para 5 com a adicdo de tampao acetato. Em seguida, este foi tampado
com tampao de algodao envolto por gaze e papel grosso. Por fim, o meio foi autoclavado
durante 20 minutos a 1,0 atm. O meio foi mantido armazenado sob refrigeracdo a uma

temperatura de 5+1°C antes de proceder com o inéculo.




TABELA 6. COMPOSICAO DO MEIO DE CULTIVO UTILIZADO NO PROCESSO

FERMENTATIVO.
COMPOSICAO DO MEIO DE CULTIVO PARA REALIZACAO DO INOCULO
Componente Quantidade
Batata inglesa 200g
Agua destilada 1L
Glicose 20g

Os esporos da cepa de A. niger foram retirados do tubo de ensaio por meio da

utilizacdo de alca de platina, em seguida, o conteido microbiolégico foi inoculado no meio

de cultura previamente preparado e esterilizado. Todo o processo de inoculagdo do

microrganismo foi realizado em camara de fluxo devidamente limpa e esterilizada. O meio

inoculado foi mantido em repouso por 48 horas em temperatura ambiente de 28+2°C.

Figura 8 — Meio de cultura inoculado pelo Aspergillus niger IOC 4003 em camara de fluxo.

Foto: Emanuele Cardoso
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4.3 Fermentacao em Estado Sélido

A fermentacgdo foi realizada em erlenmeyers de 250 mL de volume contendo 3g do
conteddo composto pelo farelo da casca de maracuji. Os residuos da casca de maracuji
foram autoclavados previamente (20 minutos; 1,0 atm) antes da execu¢do da fermentagao.

Os residuos do substrato foram hidratados com 100 mL do meio inoculado
previamente na camara de fluxo. A fermentagdo ocorreu em periodos subsequentes de 24,
48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas (7 dias), sendo que a cada 24 horas um erlenmeyer foi
descartado e separado dos demais recipientes para posterior andlise da solu¢do com a
finalidade de determinar a atividade enzimdtica. A incubacdo ocorreu em estufa

bacteriolégica com temperatura ajustada para 28+2°C.

Figura 9 — Recipientes contendo o substrato (3g do farelo da casca do maracujd) embebido no meio inoculado.

Foto: Emanuele Cardoso
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4.4 Extracao enzimatica

Ap6s a incubagdo o contetdo enzimdtico foi obtido pela adi¢do de 200 mL de dgua
destilada gelada e 4ml de twen 80. Posteriormente, a soluc¢ao foi agitada manualmente com
um bastdo de vidro por 5 minutos. Posteriormente, a solucao foi filtrada a viacuo para em

funil de Buchner com papel de filtro qualitativo remocao dos residuos da amostra (ROCHA,

2010).

4.5 Caracterizacao fisico-quimica e determinaciao do consumo do substrato

4.5.1 Consumo de substrato

O modelo selecionado para determinacdo do consumo do substrato na fermentacao é
citado por Tortora e colaboradores (2012) e foi desenvolvido por Melo e colaboradores
(2014). O processo de monitoramento e determinacdo do consumo de substrato pelo
microrganismo baseou-se em estimar a turbidimetria (determinacdo da absorbancia) do caldo
fermentado a cada periodo de fermentacao. Para isso, foi construida uma curva de calibracao
do meio de cultivo utilizado, para determinacdo do substrato consumido pelo
microrganismo.

Antes da execucdo da fermentagdo das sete amostras contendo o meio inoculado com
o substrato; preparou-se uma nova solucdo contendo 30 mL do mesmo meio de cultivo
utilizado na FES e os mesmos 3g do substrato também utilizado na FES. Resumindo, a
solugdo preparada foi a mesma utilizada na FES, porém sem o indculo no meio de cultura. A
essa solugdo, foi dada o nome de solucdo-mae, e foi preparada para construcdo da curva de
calibracdo para determinac¢do do consumo do substrato.

A partir da solu¢do-mae foram preparados mais 6 aliquotas com 5 mL de solugdo
contendo a solu¢cdo-mae diluidas em dgua destilada. As concentracdes de cada aliquota
variaram de acordo com a dilui¢do na solu¢do-mae. A variacdo das concentracdes ocorreu
num intervalo entre Og/mL (solucdo contendo apenas o meio de cultura) a 0,1g/mL (solugao-
mae).

A densidade d6tica (DO), também denominado de “absorbancia”, foi medida para

cada solucdo referente as aliquotas diluidas. A DO foi medida em espectrofotometro
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ajustado para 480nm. A partir dos valores obtidos apds a DO, foi construido uma curva de
calibracdo para o consumo do substrato. Com a plotagem do gréfico, foi obtida a equacgdo da
reta que auxiliou na determinacao do consumo do substrato na fermentagao.

Ap6s cada 24 horas do processo fermentativo, antes de proceder com a filtragem do
caldo fermentado, foram coletados 5 mL desse mesmo caldo e em seguida foi medido a
absorbancia do mesmo em espectrofotometro (480 nm). Os resultados foram anotados e
aplicados na equacdo da reta resultante da curva de calibracdo gerada pela solucdo-mae. A
partir dos resultados coletados, foi possivel a determinagdo do consumo de substrato pelo

microrganismo.

4.5.2 Determinacao do percentual de umidade das amostras

Na execucdo desta etapa, coletou-se 2 mL do caldo extraido da fermentacdo e
transferidos para 2 eppendorfs (1,0 ml para cada eppendorf), previamente autoclavados,
pesados e identificados de acordo com o periodo de horas correspondente ao tempo de
fermentacao.

O extrato foi centrifugado por 10 minutos a 28 + 2°C em rotagdo méxima. Ao
término da centrifugacdo, a massa foi separada do sobrenadante e esta foi cuidadosamente
pesada para determinacdo da massa imida da amostra (Mtr). Em seguida, apds a pesagem, o
eppendorf contendo a massa uUmida da amostra foi secado em estufa a 90C° para a
determina¢do da massa seca (Ms). O sobrenadante separado, foi cuidadosamente armazenado
em tubo falcon para posterior andlise do pH.

A determinacdo do teor de umidade para cada amostra de residuos apdés a FES
baseou-se na andlise das massas dos residuos imidos (apds a centrifugacio) e dos residuos

secos (JUNIOR, 2012). Os valores em % foram determinados pela £q. 4.1, a seguir.
w=(Mw /Ms). 100 (%) (Eq.4.1)

Sendo:

w: Teor de umidade (%)

Mw: Massa da dgua da amostra (Mw = Mt— Ms)em g

Ms: Massa seca referente a cada amostra (nesse caso as médias das Ms’s) (g)
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Mt: Massa total referente as amostras imidas/antes da secagem (nesse caso as médias das

Mt’s) (g).

4.5.3 Determinacao do pH das amostras

A determinagdo do pH para cada coleta da amostra foi realizada pela andlise do
sobrenadante resultante apds a centrifugacdo do extrato fermentado correspondente a cada
periodo de coleta. O pH foi mensurado em pHmetro digital devidamente calibrado. Os dados

do pH para cada periodo de coleta foram analisados e expressos graficamente.

4.6 Determinacio da atividade invertasica pelo método de determinacao

dos acuicares redutores por Acido dinitrosalicilico (DNS)

O método DNS, aborda um método colorimétrico para quantificacdo de acticares
redutores que envolve a reacdo da amostra com a participacdo do reagente DNS (4cido
dinitrosalicilico) quando submetido a temperatura de 100°C por 5 minutos (FONTES, 2009).
O método DNS promove a redu¢do do &4cido 3,5-dinitrosalicilico a 4cido 3-amino-5-
nitrosalicilico e, simultaneamente, na oxidacdo do grupo aldeido ou cetdnico a grupos
carboxilicos, com o desenvolvimento da cor laranja-marrom intensos (ROCHA, 2010).

Para formacdo do reagente DNS, foi necessdrio a adi¢do de 2,5g de DNS a uma
solucdo de hidréxido de sédio, seguida da adicdo de uma solugdo contendo tartarato duplo de
potassio e sédio (75g) em dgua destilada (125 mL), sob aquecimento constante (50°C).

Para determinagdo das concentragdes de agucares foi construida uma curva padrio de
calibracdo a partir de uma solu¢do padrdo de glicose que posteriormente foi diluida em
aliquotas com concentragdes conhecidas (100 a 700mg/L). A curva padrdo é baseada na
analise dos valores da absorbancia das solu¢des de mistura entre solucdo de glicose e DNS,
previamente preparadas. Com a determinagdo da curva padrao, pode-se determinar o fator de

concentracdo (Eq. 4.2) a partir do coeficiente angular da reta ajustada.

1
Coef.angular da reta ajustada

Fator de concentracao = (Eq.4.2)

47

—
| —



A andlise da atividade invertdsica foi realizada a partir da incubagdo das amostras
enzimaticas (100 pL de amostra enzimadtica; 500 uL de solu¢do de sacarose 0,1M e 400 pL
de tampao acetato 100mM, pH:5,0 ) a 30°C por 30 minutos em estufa, seguido da adi¢do de
1 mL do reagente DNS para paralizacdo da reacdo. Uma solucdo “branco” baseada na
solucdo das amostras enzimdticas também foi preparado, visando evitar uma superestimativa
da atividade da enzima. Os grupos redutores foram determinados pela leitura da absorbancia
em espectrofotdmetro (540 nm) das amostras enzimadticas juntamente com a posterior leitura
da absorbancia da solucao “branco” (MOURA et al., 2007).

Uma unidade (U) de atividade de invertase é definida como a quantidade de enzima
capaz de liberar 1 pumol de grupos redutores, medidos como glicose, por minuto, nas
condig¢des de reagdo utilizadas. Portanto, os valores da atividade invertasica (U) podem ser

definidos pela £q. 4.3:

(Abs.da amostra — Abs.do branco) x Fator de conc.x Diluicdo
540

Invertase (U) = (Eq.4.3)

Onde:

Abs. da amostra: Absorbancia da amostra;

Abs. do branco: Absorbancia do branco correspondente;

Fator de conc.: Fator de concentracdo da curva padrao de glicose (mg/L);

Dilui¢do: Diluicdo do extrato enzimatico (se a amostra ndo for diluida ndo € necessério

adicionar essa varidvel a equacao);

540: fator de conversdo para atividade (u.m.ab‘1 X min’l).
Os dados referentes a atividade invertasica foram coletados e uma curva de atividade

enzimatica foi construida graficamente analisando os niveis de atividade enzimdtica

correspondentes a cada amostra coletada em func¢do do tempo de fermentacao.

4.7 Quantificacao de proteinas por Bradford

Para a determinagdo da concentracdo de proteinas presentes nas amostras enziméticas

referentes aos periodos de fermentagdo, preparou-se uma curva de calibra¢do utilizando
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Albumina bovina Sérica (BSA) (Sigma-A3059) como proteina padrdo. A curva de calibragcdo
foi construida a partir da leitura da absorbancia (280 nm) de sete solugdes padrdao de
concentracdes conhecidas, elaboradas a partir da solug¢ao principal contendo o BSA.

A partir da reta de calibracdo, obteve-se a equagao e o coeficiente de correlacio para
as sete concentracoes de BSA, para a determinacdo da concentracdo de proteinas nas
amostras enzimadticas.

A determinagdo da concentracao de proteinas em solucdes enzimaticas pelo método
de Bradford baseia-se no fato do corante dcido Croomassie Brilliant Blue G 250 (principal
constituinte do reagente Bradford) ter uma cor vermelha, que muda para azul quando esta
ligado a uma proteina (BRADFORD, 1976).

Para indicacdo das concentracdes de proteinas nas amostras, misturou-se 500 pL do
reagente Bradford com 500 pL da solucdo enzimdtica e leu-se a absorbancia em
espectrofotometro (595 nm), contra um branco (500 pL do reagente Bradford com 500 pL de
dgua destilada). Apds a determinacdo dos valores das absorbancias, foi descontado o valor
do branco das demais solugdes. A leitura das absorbancias foi realizada contra agua
destilada, e a partir da absorbancia, foi possivel calcular as concentracdes de proteinas
presentes nas amostras enzimdticas com o auxilio da equacao obtida da curva de calibragao

construida previamente a partir da solu¢do contendo BSA.
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5. Resultados e Discussao

5.1 Determinacao da atividade invertasica

Diante dos resultados obtidos em cada periodo de fermentacao, obteve-se uma taxa
média de atividade invertdsica de 3,75 U/dia (Figura 5.1), comprovando assim o crescimento

do fungo no meio utilizado.

Grafico 1 — Atividade da enzima invertase (U) produzida pelo Aspergillus niger IOC 4003 em fungéo do

periodo de fermentagao.
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Pode-se notar no Grafico 1, que a cepa de Aspergillus niger utilizada no experimento
produziu a enzima de interesse. Nota-se também que os valores da atividade da enzima
foram crescentes ao longo dos sete dias em que se prolongou a fermentagdo, onde se obteve
uma média de elevacdo nos valores de atividade enzimdtica de aproximadamente 19% por

dia de fermentacgao (Grafico 2).
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Grafico 2 — Comparagdo entre o aumento nas taxas de atividade invertdsica (U) e o aumento percentual dos

valores da atividade.
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Como mostrado anteriormente no Grafico 1, ouve aumento nos niveis de atividade
invertasica ao longo dos sete dias de fermentacdo. O Gréfico 2 mostra que esse aumento nos
niveis de atividade, € comprovado pela elevacio didria dos valores percentuais dos niveis de
atividade, pode-se observar que apenas no periodo entre o 5° e 0 6° dia de fermentacdo (120-
144h) houve diminui¢cdo nos niveis percentuais de elevacdo dos valores de atividade
enzimatica.

E evidente que a produgio da enzima invertase foi satisfatéria para a utilizagio do
Aspergillus niger IOC 4003 no estudo em questdo, contudo, héd de se discutir que, diante dos
resultados expostos no Grafico 1, os niveis de atividade ndo ultrapassaram a escala de 7
unidades de atividade (U) (TABELA 7). O que torna relevante a discussdo sobre a
efetividade da casca de maracuja como substrato na producio de invertase por A. niger, ja
que os niveis de atividade ndo foram tao elevados quando comparados ao experimento
desenvolvido por Rocha (2010) em que a casca de maracuja nao foi utilizada como substrato

principal no processo.
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TABELA 7. NIVEIS DE ATIVIDADE INVERTASICA EM FUNCAO DO TEMPO DE
FERMENTACAO.

Microrganismo: Aspergillus niger I0C 4003

Periodo de fermentacio (h) Atividade invertdsica (U)

24 2,21
48 2,38
72 2,84
96 3,44
120 4,31
144 4,93
168 6,10

Com base em estudos realizados por Rocha (2010), pode-se observar que produgdo
das enzimas invertase, amilase, protease, pectinase e celulase, por trés cepas diferentes de
Aspergillus niger utilizando em proporcdes iguais o farelo de arroz e de maracuja como
substratos no processo. Entretanto pode-se concluir que a producdo de invertase foi mais
acentuada quando houve aumento nas concentracdes de residuo de arroz, do que para
maiores concentra¢des de casca de maracuj4.

O processamento dos residuos da casca de maracuja resultou em um farelo bastante
fino e de tamanho muito pequeno, o modo de preparo do substrato para sua utilizacdo no
processo fermentativo pode ter sido um fator limitante na produ¢do da enzima invertase bem
como sua influencia nos niveis de atividade invertasica expostos anteriormente.

O tamanho das particulas do substrato no meio de cultura utilizado é um aspecto importante
que possui relacdo com os niveis de atividade enzimética. O tamanho do residuo do substrato
e sua forma sdo extremamente importantes em um processo fermentativo. Esses aspectos
afetam a relacdo area superficial e o volume da particula (MITCHELL et al., 2000).
Geralmente, particulas menores do substrato proporcionam uma area superficial maior para o
microrganismo. Contudo, uma particula muito pequena de substrato pode interferir na
respiragdo microbiana, podendo resultar em pouco crescimento. J4 particulas maiores
proporcionam maior aeracao devido aos espagos vazios entre as particulas, porém limitam a

superficie para o ataque microbiano (PANDEY et al., 1999).
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5.2 Consumo do substrato pelo microrganismo

Diante do Gréfico 3, é evidente que o consumo do substrato pelo microrganismo foi

satisfatorio quando comparado com os niveis de atividade invertdsica.

Grafico 3 — Comparagio entre os valores do consumo do substrato e os niveis de atividade invertdsica

realizado pelo microrganismo na producgdo da enzima.

T T T T T T T T T T T
2,10 — e —®—Consumo de substrato -
—m—Atividade invertasica }
-g‘ 2,08 - - =
Y <
i =
5 a
ﬁ 2,06 - L @
E 2
- — &

o ]
T 204 -
=) w
o
g i -
w r—
c
5 202 L -

o I

2,00 L T T T T I T T T T T I T
24 48 T2 96 120 144 168
Periodo (h)

Torna-se evidente a partir do Grafico 3, que hd uma relagdo inversamente
proporcional entre o decréscimo da concentracdo de substrato presente no meio fermentativo
e o aumento constante nos niveis de atividade enzimadtica. Pode-se notar que, a medida que
os niveis de concentracdo do substrato foram reduzindo diariamente devido ao seu consumo
pelo microrganismo, o resultado é o aumento constante nos niveis de atividade invertasica.

Pode-se notar também, que, apesar do periodo de fermentacdo ter sido finalizado
ap6s 7 dias de processo, os niveis de atividade invertdsica continuariam aumentando de
modo menos expressivo em decorréncia da presenga de quantidades considerdveis de
substrato (menos de 2,02 g/mL) no periodo de 168h (7° dia), até o ponto onde a quantidade
de substrato ndo fosse mais suficiente para o crescimento microbiano, com consequente

queda nos niveis de atividade invertésica.
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5.3 Umidade do residuo na producio enzimatica

O teor de umidade presente no meio de cultivo é uma das principais varidveis que
influenciam em um processo fermentativo em estado sélido. A natureza do substrato, as
necessidades do microrganismo utilizado e o tipo de produto final desejado sdo os principais

fatores que determinam o grau de umidade que o substrato deverd apresentar (PARIS, 2008).

Grafico 4 — Niveis percentuais de umidade do residuo fermentado em fungo do periodo de fermentagio.
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Nota-se no Gréfico 4, que o nivel percentual de umidade nas primeiras 24 horas de
fermentacdo foi de aproximadamente 22%, que estd dentro dos padrdes normais para
processos fermentativos em estado sélido, ja4 que os valores percentuais normais para
fermentacdo em estado s6lido variam entre 18 e 85% (DEL BIANCHI er al., 2001, citado
por PARIS, 2008).

Do Gréifico 4 pode-se notar também que os niveis percentuais de umidade
decresceram drasticamente a niveis bastante baixos ao longo dos 7 dias de fermentacao.
Nota-se que nas primeiras 48 horas o teor de umidade do residuo fermentado decresceu 5%,
um decréscimo relativamente brando quando comparado com a queda brusca do teor
percentual de umidade ap6s 72 horas de fermentacdo, onde o teor percentual de umidade
decresceu para aproximadamente 2,5%. A partir desse periodo, a queda nos niveis

percentuais de umidade permaneceu constante até 168 horas do periodo de fermentacdo,
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onde o teor percentual de umidade no ultimo periodo de fermentacdo permaneceu pouco
acima de 1%.

Niveis de umidade muito altos resultam numa diminuicdo da porosidade, baixa
difusdo de oxigénio e aumento no risco de contaminacdo. Um substrato umedecido em niveis
ideais para desenvolvimento do microrganismo e sintese do produto desejado deve possuir
um filme superficial de dgua que proporcione a dissolucdo e a transferéncia de nutrientes e
de oxigénio. Contudo, entre as particulas de substrato deve haver espacos que permitam a
difusdao de gases e dissipag¢do de calor. Assim, se os niveis de umidade forem elevados, as
trocas gasosas entre as particulas do substrato irdo diminuir e a temperatura interna do meio
fermentado ird aumentar. Em contrapartida, baixo niveis de umidade levam a um
crescimento microbiano baixo em relacdo ao ideal (PARIS, 2008; OLIVEIRA, 2013).

Apesar dos baixos niveis percentuais de umidade apresentados no Gréfico 4, a
umidade 6tima para o cultivo do microrganismo em FES é dependente da capacidade do
substrato em reter dgua. Oliveira (2013), nos faz saber que o nivel de umidade ideal para o
cultivo de A. niger em arroz é de 40%, enquanto a polpa de café é de 80%. Tais resultados
expOe a incerteza de usar a umidade como varidvel para anélise do crescimento microbiano.

Conforme ja citado, as cascas de maracujd foram processadas em moinho de facas
resultado em um farelo em forma de pé bastante fino e de baixissima densidade. Desse
modo, como a umidade € dependente da capacidade do substrato em reter 4gua, as particulas
muito pequenas do substrato podem ter ocasionado sua aglomeragdo, interferindo na
baixissima reten¢cdo de dgua, tendo como consequéncia um crescimento celular abaixo dos

padrdes normais.
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5.4 Analise da variacao do pH na producao de invertase

Os valores da variacao dos valores do pH para cada periodo do processo fermentativo

estd expresso no Grafico 5.

Grafico 5 — Variagdo dos valores de pH do caldo fermentado em fung¢io do tempo decorrido nos periodos de

fermentagdo na producgdo de invertase.
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A leitura do pH realizada no caldo fermentado a cada periodo de fermentacdo € um
fator importante no crescimento microbiano e na producdo da invertase. Porém essa varidvel
ndo é facil de ser controlada ja que a fermentacdo realizada foi em estado s6lido. O primeiro
e unico controle do pH realizado no experimento foi o ajuste do meio de cultivo ao pH 5,0
com a adicdo de tampdo acetato. Esse valor de pH ajustado ao meio de cultura, € o mais
apropriado ao crescimento de fungos em processos fermentativos (OLIVEIRA, 2013).

Apesar da dificuldade de monitoramento e controle dos valores do pH em processos
envolvendo FES, o Gréfico 5 mostra que os valores de pH para as 168 horas que abrangeram
o processo fermentativo esteve entre 4,0 e 5,0. Pode-se observar que, nas primeiras 24 horas

de fermentacao, a leitura do pH do caldo fermentado apresentou um valor de 4,2. Os valores
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de pH foram crescendo ao longo do processo fermentativo, até o ponto de 120 horas (5° dia),
onde nesse intervalo foi encontrado o valor mais elevado no pH de 4,8. Nos pontos que
abrangeu 144 e 168 horas de fermentacdo, os valores no pH decresceram, porém
permaneceram em niveis adequados para o crescimento do fungo, onde no dltimo periodo de
fermentacdo, o valor encontrado para o pH foi de 4,6.

Com base em estudos realizados por Oliveira (2013), os fungos preferem pH baixo
para manutencdo do seu metabolismo nos padrdes ideais. Tal informagao € comprovada por
CASTILHO (1997), que ressalva o fato de que os valores de pH 6timo para produgdo de
enzimas por Aspergillus niger sdo relativamente baixos, variando entre 4,0 e 5,0.

O Gréfico 6 expde a relacdo entre a variacdo do pH no meio, e os niveis de atividade
invertdsica para produgdo de invertase pelo fungo Aspergillus niger I0C 4003, utilizado no
processo. Repare que o aumento nos niveis de atividade podem sem comprovados pela

manutencdo do pH em valores adequados para o crescimento do microrganismo utilizado.

Grafico 6 — Relagdo entre a variacdo nos valores de pH e os niveis de atividade invertdsica na produgdo de

invertase.
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Pode-se notar que, diante da manuten¢ao dos valores do pH nos padrdes ideais para o
desenvolvimento do Aspergillus niger no meio de cultivo selecionado (entre 4,0 e 5,0), tal
fato culminou com o favorecimento da produ¢do da enzima invertase pelo fungo estudado, o

que € comprovado pelo aumento constante nos niveis de atividade invertasica.
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A relacdo entre a variacdo do pH com os niveis de atividade enzimatica e a taxa
percentual de umidade para o residuo de substrato pode ser vista no Grafico 7. Pode-se
reparar que mesmo mantendo os valores de pH em niveis ideais, o aumento nos valores da
atividade enzimaética foi constante, porém em valores abaixo do esperado quando comparado
com o trabalho desenvolvido por Rocha (2010). O que pode ser explicado pelo baixo teor

percentual de umidade no meio.

Grifico 7 — Relagdo entre a variagio do pH, atividade invertésica e umidade do residuo de substrato na

producdo de invertase.
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5.5 Analise da concentracao de proteinas no decorrer do processo

fermentativo

Os valores das concentragdes (mg/ml) de proteinas presentes nas amostras

enzimaticas referentes a cada periodo de fermentagao, estdo expostas na Gréfico 8.

Grafico 8 — Relagfo entre a quantidade de proteinas presentes nas amostras enziméticas.
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De acordo com o exposto no Grafico 8, pode-se notar que houve um aumento
constante nas quantidades de proteinas encontradas nas amostras enzimaticas. O aumento foi
crescente, nas primeiras 24 horas de fermentacdo a quantidade de proteinas encontrada na
amostra foi de cerca de 0,29 mg/ml, seguido de aproximadamente 0,49 mg/ml apds 48 horas
de fermentacdo. O aumento mais expressivo nas quantidades de proteinas nas amostras
enzimaticas ocorreu no intervalo entre 48 e 72 horas, com aumento de 0,49 mg/ml para 0,91
mg/ml, representando um aumento percentual de 85,7% dos valores referentes as
quantidades de proteinas num intervalo de 24h, entre o 2° e o 3° dia de fermentacao.

O aumento nas concentracdes de proteinas foi crescente culminando com a maior
quantidade encontrada no apds 144 horas de fermentacdo, com a concentracdo de 1,29

mg/ml de proteinas na amostra enzimatica.
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Ao analisar o Gréfico 1, torna-se evidente a relacdo entre 0 aumento nos niveis de
atividade invertdsica, com as quantidades de proteinas quantificadas nas amostras
enzimdticas. Essa relacdo pode ser vista no Gréfico 9, onde € possivel visualizar que, como a
producdo de invertase pelo fungo Aspergillus niger IOC 4003 foi satisfatéria, houve um
aumento nos niveis de atividade invertdsica ao longo dos 7 dias (168 horas) em que se
prolongou a fermentacdo. Logo, € evidente que as quantidades de proteinas encontradas nas
amostras enzimdticas também aumentem ao longo de todo periodo em que ocorreu a

fermentacao (Gréfico 9).

Grafico 9 — Relag@o entre os niveis de atividade invertdsica juntamente com as quantidades de proteinas

encontradas nas amostras enzimadticas com rela¢do ao tempo de fermentagdo, na producgdo de invertase.
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Pode-se notar no Grafico 9 que, a atividade invertasica estd intimamente relacionada
a quantidade de proteinas presentes nas amostras enzimadticas coletadas ao longo dos 7 dias
de fermentagdo. Assim, a cada periodo em que ocorreu um aumento nos niveis de atividade
invertdsica, consequentemente ocorreu também, um aumento na quantidade de proteinas

(mg/ml) presentes na mesma amostra enzimatica.
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6. Conclusao

A producdo da enzima invertase por fermentacdo em estado sélido pelo fungo

Aspergillus niger I0C 4003 foi satisfatdria para o cultivo em 28°C;

A variacdo do pH no extrato enziméatico permaneceu em valores adequados para o
crescimento do fungo em questdo e consequentemente para a producdo da enzima de

interesse;

Os niveis de atividade invertdsica aumentaram constantemente em pequena escala até
o ultimo dia de fermentacdo. O pico de atividade invertdsica revelou um valor de

6,1U para o periodo de 168 horas de fermentacio;

Os niveis quantitativos de proteina presentes nas amostras enzimadticas teve
comportamento grafico semelhante aos niveis de atividade invertdsica, mostrando

que ambas as variaveis sdo dependentes e diretamente proporcionais;

Os niveis percentuais de umidade das amostras dos residuos do substrato
apresentaram-se bastante baixos, Pdde-se notar que os valores percentuais declinaram
ao longo dos sias em que ocorreu a fermentacdo, comegcando em niveis percentuais

de 22% no primeiro dia de fermentagdo e caindo para 1% no ultimo dia de cultivo.

Sugestoes

A efetividade da casca de maracujd como substrato na FES para a produgdo de
invertase por Aspergillus niger IOC 4003, pode ser questionada diante do fato de que
os niveis de atividade invertdsica, apesar de crescente ao longo do processo
fermentativo, mostraram-se bastante baixos quando comparado a outros trabalhos em
que o farelo da casca de maracuja ndo foi utilizado como substrato principal. Torna-

se necessdrio a execugdo de um novo cultivo em FES com a substituicdo do maracuja
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em outro tipo de residuo agroindustrial, com o intuito de comparar os valores de

produtividade para a enzima invertase;

Torna-se necessdrio a elaboracdo de uma metodologia ou um modelo adequado que
promova a quantificacdo do crescimento celular flingico durante o processo
fermentativo, a fim de realizar a andlise da relacdo entre o crescimento fingico e os
niveis de atividade enzimdtica;

E necessdrio o ajuste no modo de processamento do substrato, com o objetivo de
evitar niveis percentuais de umidade de interfiram de forma prejudicial no
crescimento do microrganismo € consequentemente interfira negativamente na

producdo enzimatica.
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