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11 Vidas — Lucas Lucco

“Me pareco tanto com vocé
Olhando dd pra ver

Seu rosto lembra o meu

Desde o primeiro aniversdrio
O primeiro passo

Sempre pronto pra me defender

Sempre que brigou comigo

Pra eu ndo correr perigo

Um heroi pronto pra me salvar

E com vocé eu aprendi todas licoes
Eu enfrentei os meus dragoes

E 56 depois me deixou voar

Mas eu so quero lembrar

Que de 10 vidas, 11 eu te daria

E foi vendo vocé

Que eu aprendi a lutar

Mas eu so quero lembrar

Antes que meu tempo acabe

Pra vocé nao se esquecer

Que se Deus me desse uma chance de viver outra vez
Eu 56 queria se tivesse vocé

Pai

Eu sei o tempo é implacadvel

Afasta nossos corpos

Mas aproxima o coragdo

O seu nome sempre lembrado

Converso e falo de vocé sempre na oragdo

Pai

Foi muito chato crescer

Passei a ndo ter vocé contando historias para eu dormir
Mesmo o mundo querendo me derrubar

Ao meu lado vocé sempre estd

’

Pra me levantar quando eu cair...’
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RESUMO

A enzima invertase pode ser conhecida como B-D frutofuranosidase e, por conseguinte uma
hidrolase que pode ser descoberta em uma ampla variedade de organismo procarioto e
eucarioto. Na industria € a principal enzima utilizada na hidrélise da sacarose e também na
obtencdo do xarope de acucar invertido. Para esta produ¢ao de enzima, a fermentagdo mais
utilizada nas producdes cientificas € a fermentacdo em estado sélido. Logo, este trabalho
objetivou-se em analisar o rendimento da FES na produc¢ao de enzimas invertases utilizando o
fungo filamentoso Aspergillus niger 10C 4003 como agente transformador utilizando dois
residuos (Farelo de algaroba e Farelo de arroz) como substrato. A fermentacdo ocorreu em
Erlenmeyers de 250 mL contendo o meio inoculado juntamente com os substratos escolhidos,
onde todo o processo foi mantido sob incubacio a temperatura ambiente. No que se refere ao
periodo deste processo ao todo foram de sete dias, e a cada 24 horas era coletado um
Erlenmeyer de cada substrato contendo a fermentacdo. Do caldo extraido de cada Erlenmeyer
por filtragdo a vacuo foi analisado o pH, consumo de substrato, atividade enzimatica, umidade
percentual e quantidade de proteina bruta. O crescimento celular foi analisado por peso seco,
onde tirava a diferenca dos pesos dos eppendorfs contendo a biomassa seca e os eppendorfs
vazios previamente esterilizados e secos em estufa. Neste sentido, a producdo de invertase
pelo Aspergillus niger IOC 4003 mostrou-se satisfatoria por fermentagdo em estado sélido
utilizando os residuos escolhidos. Foi observado que em ambas as fermentagdes, os niveis de
atividade invertdsica foram aumentando durante o periodo estabelecido e mostraram-se
diretamente proporcionais ao crescimento celular e a sua produtividade. J4 os niveis da
quantificacdo de proteina por Bradford mostraram-se condizentes mesmo com uma oscilacao
na fermentacao utilizando a algaroba. Os valores do pH se mantiveram com um caréter 4cido,
possibilitando um bom desempenho do fungo. Neste viés, a producdo de invertase por
fermentacdo em estado sélido propicia uma melhor viabilidade mais acessivel, agregando
valor ao residuo que seria descartado, e fortalecendo a sustentabilidade e viabilidade
econOmica do processo de produgdo enzimaética.

Palavras-chave: Invertase, fermentacdo em estado sélido, Aspergillus niger IOC 4003, farelo
de algaroba, farelo de arroz e sustentabilidade.



ABSTRACT

Invertase can be known also as B-fructofuranosidase D, and hydrolase, that can be detected in
a wide variety of eukaryote and prokaryote organism. In the industry, it is the main enzyme
used in the hydrolysis of sucrose, and also in obtaining the invert sugar syrup. For this
enzyme production, the most widely way of fermentation in scientific production is the solid
state fermentation. This study aimed to analyze the performance of the SSF in the invertase
enzyme production, using the filamentous fungus Aspergillus niger IOC 4003 as an agent,
using two waste (bran and rice bran mesquite) as a substrate. The fermentation took place in
250 ml Erlenmeyer flasks containing the inoculated medium with the chosen substrate, where
the whole process is kept under incubation at room temperature. As regards the period of the
whole process was seven days. For every 24 hours were collected a erlenmeyer flask
containing the fermentation of each substrate. The extracted broth from each flask by vacuum
filtration had each pH, substrate consumption, enzymatic activity, percent moisture and
amount of crude protein analyzed. Cell growth was analyzed by dry weight, which took the
difference of the weights eppendorf tubes containing the dried biomass and sterilized empty
eppendorf tubes dried in an oven. According to this, the Aspergillus niger invertase [OC 4003
production was satisfactory by using of the solid state fermentation and the chosen residues. It
was observed that in both fermentations, the invertase activity levels increased during the
established period and shown to be directly proportional to the cell growth and productivity.
Since the Bradford protein quantification levels shown to be consistent even with a
fluctuation in fermentation using mesquite. The pH values maintained an acid character,
allowing a good performance of the fungus. In this way, the invertase production by solid
state fermentation provides a better more affordable viability, adding value to the waste that
would be discarded, and strengthening the sustainability and economic viability of the enzyme
production process.

Keywords: Invertase, solid state fermentation, Aspergillus niger IOC 4003, mesquite meal,
rice bran and sustainability.
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1- INTRODUCAO

O Brasil possui uma das mais importantes economias do mundo baseadas na
agricultura, tendo como carro chefe a producdo de café, acticar de cana, soja, mandioca,
frutas, entre outros. No entanto, a sintetizacdo destes produtos agricolas geram uma
grande quantidade de residuos. Mas, sua disposicdo no meio ambiente causa sérios
problemas de polui¢do e com isso, nos anos, houve um aumento significativo nas
pesquisas com o intuito de minimizar ou tornar mais eficiente a utilizacdo desses

residuos (SOCCOL & VANDENBERGHE, 2003).

Como aplicacdo em potencial destes residuos destaca-se a sua utilizacdo como
principal fonte de carbono em bioprocessos para a obtengdo bioprodutos com valor
agregado, entre eles: enzimas, dlcoois, proteinas, dcidos organicos, aminodcidos,
metabolicos secunddrios biologicamente ativos e compostos de aroma (Uenojo &
Pastore, 2007). Nos processos biotecnologicos, a fermentacdo em estado sélido vem
sendo a técnica mais utilizada e contribuindo fortemente para esta utilizagao (SOCCOL

& VANDENBERGHE, 2003).

Fermentacio em estado sélido (FES), ou fermentacdo semi-sélida ou
fermentacdo em meio semi-s6lido emprega-se em processos onde hd o desenvolvimento
de micro-organismos sobre ou dentro de particulas s6lidas, onde a presenga de dgua é
um fator determinante no andamento do processo fermentativo para garantir o

crescimento € um melhor metabolismo (PINTO et al., 2006).

A fermentacdio em estado solido apresenta diversas vantagens quando
comparada a submersa, principalmente quando os agentes de transformacdo sdo os
fungos filamentosos. Para estes micro-organismos, € de extrema importincia a
semelhanca do meio de cultivo e seu meio natural para que possam crescer € excretar
maior quantidade de enzimas (PANDEY, 2003). A concentragdo de produtos originados
deste processo € maior que os obtidos na fermentacdo submersa e gera menos residuos
liquidos. O processo estimula o setor econdmico em regides com abundancia em

biomassa e residuos agroindustriais por ser acessivel e farto (CASTILHO et al., 2000).

A algaroba (Prosopis juliflora (SW) D.C.) € uma leguminosa arbdrea, nao

oleaginosa, da familia Fabaceae, origindria das Américas (encontrada desde a América
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do Norte a Central e Sul) e Africa Tropical. Chegou no Brasil hd mais de 50 anos,
estando difundida na regido Nordeste, em populagdes cultivadas e subespontaneas
(SILVA et al., 2002). A utilizacdo do farelo é recomendada, pois no processamento
térmico e fisico das vagens, além da incorporacdo de todos os componentes, torna-se
mais susceptivel ao ataque de enzimas e micro-organismos, reduz o ataque de insetos no
armazenamento, agrega-se valor ao produto que iria ser descartado definitivamente,

entre outros (SILVA et al. , 2002a).

Para muitos paises em desenvolvimento o arroz € considerado o cultivo
alimentar de maior importancia e é o alimento bdsico para cerca de 2,4 bilhdes de
pessoas no mundo, atinge na Asia, uma produgio e consumo da ordem de 90%
(EMBRAPA, 2004). No Brasil, o arroz se destaca como maior produtor fora do
continente asidtico e estd entre os dez principais produtores mundiais, segundo os
estudos realizados pela FIESP com o apoio do Ministério da Agricultura (ARROZ
BRASILEIRO, 2008). Ha bastante interesse em pesquisas biotecnoldgicas, umas vez
que o farelo de arroz possui uma alta carga nutritiva e apresenta uma relativa
disponibilidade e baixo custo. Este subproduto tem sido evidenciado em diversos
trabalhos nos quais soa reaproveitados como suplemento na composi¢cdo de meios de
cultivo para diferentes micro — organismos, como relata os trabalhos que enfocam a

producdo de xilitol em agucar dlcool de vérias aplicagdes terapéuticas (FELIPE, 2004).

A invertase (EC 3.2.1.26), também pode ser conhecida como f-D
frutofuranosidase. E uma hidrolase que pode ser descoberta em uma ampla variedade de
organismos procariotos e eucariotos, estando entre estes os fungos e leveduras como os
dos géneros Aspergillus e Saccharomyces, respectivamente (PIETRO & SAID, 2004).
As invertases sdo enzimas com alto poder industrial devido a sua utilidade na produgdo
de xaropes com alto teor de frutose e glicose a partir da sacarose como a matéria-prima

(RUBIO, RUNCO & NAVARRO, 2002).

O que limita a produ¢do em massa da enzima invertase tem sido basicamente o
elevado custo em sua producdo e o baixo rendimento obtido nos processos de extragcdo e
purificacdo da enzima. Mas, hd técnicas naturais de imobilizagdo de enzimas sob
condi¢des do ambiente manipuladas e oferecem uma alternativa para melhoria do

processo, oferecendo grande estabilidade operacional a enzima e possibilitando
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inimeras reutilizacdes sem perda significativa de atividade enzimatica (COUTINHO

FILHO et al., 1999).

Os fungos do género Aspergillus se destacam ndo apenas na producdo de
enzimas, mas também na producdo de metabdlicos secunddrios. Em destaque, na
producdo de metabdlicos secunddrios, os fungos Aspergillus flavus e o A. parasiticus
sdo responsdveis por intoxicagdo cancerigenas em vdrias espécies de animais

(TANTWAKI, 1993).

Os fungos do género Aspegillus niger, é bastante empregado na producgdo da
enzima invertase, como também das enzimas pectinoliticas (OLIVEIRA, 2013), com
destaque para a poligalacturonase (PG) (CASTRO, 2009). O A. niger também possui
participacao especial na biossintese de acido citrico para uso em industrias de alimentos,

refrigerantes e biofdrmacos (LEONEL & CEREDA, 1995).

Devido a estes fatores, este trabalho teve como principal intuito, a produciao da
enzima invertase por meio da fermentacdo em estado s6lido impondo valor a residuos
agroindustriais como farelo de algaroba e farelo de arroz, tendo como principal agente

transformador o fungo filamentoso Aspergillus niger 10C 4003.
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2 -REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Enzimas

O manuseio das enzimas € origindrio hd bastante tempo, antes mesmo das suas
funcdes e micro — organismos reconhecidos. O pdo, foi o primeiro alimento obtido a
partir deste processo fermentativo. Em observacao, Pasteur notou que havia a interagdo
das leveduras no processo de fermentacdo alcodlica e também observou a acdo das

enzimas nesse processo metabdlico (CABRAL et al., 1981).

As enzimas, em sua maioria, sdo proteinas globulares compostas por
aminodcidos vinculados por ligagdes peptidicas. Sdo biocatalisadores que possuem
funcdo de diminuir a energia de ativagdo, termodinamicamente acelerando uma reacio
possivel, sem modificar a sua constante de equilibrio e a sua energia livre de ativacao

(ENGINER et al., 2000; GURSEL et al., 2003; ISIK et al., 2003).

De acordo com Harger (1982), as enzimas possuem estrutura protéica na forma
tercidria ou quaterndria, sdo termoldbeis e ndo dialisaveis, e facilitam bastante a
velocidade da reagdo quimica possivel, logo, reduzem rapidamente qualquer limitacdo
energética destas reacdes. Na célula viva, as enzimas realizam processos metabdlicos.
Ocorrem em todos os organismos vivos, desde os mais simples, aos mais desenvolvidos.
As enzimas, na sua maioria sdo endocelulares, mas hd algumas exocelulares e sdo

excretadas, a exemplo disto, temos as amilases fungicas.

Uma das peculiaridades das enzimas que podemos notar, quando comparadas
com catalisadores quimicos, sdo a especificidade pelo substrato e a peculiaridade em
promover somente uma reagdo bioquimica ao seu substrato, em condicdes brandas de
reacdo e menores problemas no ambiente e toxicoldgicos. Sao divididas em seis grandes
classes, fundamentadas de acordo com a reacdo que catalisam. Dentre as classes estdo:

Oxirredutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases (SANTOS, 2007).



Tabela 1 — Principais classes das enzimas.
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Clasze da enzima Tipo de reacio catalisada Amacio
CH-OH
C=0
Feacdes de omidagdo-
C=0-
Chadorredutases redugio on transieréncia de
: CH-NH:
elétrons
CH-NE-
NADH, NADPH
{Grupos com um carbono
Grupos aldeido on cetona
Transferem grupos Grupos acil
Transferases z
funcionais entre moléculas Grupos glicosil
Grupos fosfatos
Grupos contendo enxofie
Esteres
Ligactes gheosidicas
Hidrolases Eeacoes de idrolise Ligacdes peptidicas
Onrtras ligagdes C-IV
Amidndos acidos
Catalizam a quebra de
ligaghes covalentes e a =C=C=
Liazes remecdo de moléculas de ==}
agna, amona e gas =C=N-
carbonico
Transferancia de grupos
[somerases denfro da mesma molécula TACemAses

para formar 1s0meros

Fonte: MARIOTTO, 2006.
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Tabela 2 — Comparagdo das caracteristicas entre catalisadores quimicos e enzimas.

Caracteristica Enzimas Catalisadores quimicos
Especificidade ao substrato Alta Bamxa
MNatureza da estrutura Complexa Simples
Sensibilidade 34 ]
Alta Baixa
temperatura
Condigdes de reacio Suaves Drastica (geralmente)
Custo de obtencdo Alto Moderado
Consumo de energia Baixo Alto
Formacgio de subprodutos Baixa Alta
Separacio
) FPAE Dificil e cara® Simples
catalisador/produto
Atividade em temperatura
) Alta Baixa
ambiente
Presenca de cofatores Sim Nio
Estabilidade Baixa*® Alta
Energia de ativacio Baixa Alta
Velocidade de Reacdo Alta Baixa

* enzimas solirveis. Enzimas imobilizadas podem ser facilmente separadas e apresentam alta
estabilidade (ZANIN e MORAES. 2004).

Fonte: ZANIN e MORAES, 2004.

As células microbianas sdo reconhecidas por ter facilidade na producdo de
enzima, oferecendo diversas vantagens, como: facilidade na ampliacio da escala da
producdo, apresenta natureza diversa permitindo a producdo de vdrias enzimas, possuem
a facilidade em seu cultivo de acordo com as varidveis controladas em um ambiente
favoravel e sdo altamente sensiveis a alteracdes genéticas, permitindo assim a obtengdo
de linhagens modificadas quanto a sintese e a qualidade da enzima. O processo

fermentativo também inclui baixos valores na fabricagdo do mesmo (NOSB, 1999).
2.1.1- Aplicagdo de Enzimas na Indistria

As enzimas sdo uteis em um vasto campo de aplicacdes, seja melhorando um
produto, ajudando a sua obtencdo ou até mesmo sintetizando um intermedidrio, de
dificil aquisi¢do. A exemplo disto, temos a manufatura de queijos, onde a lipase possui

a funcdo de aceleramento da cura do produto (LUCARINI, et al., 2000).
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Embora tenha inimeras enzimas conhecidas, sdo poucas as que chegam ao
mercado, destacando-se as hidrolases e entre elas, as amilases, lipases e proteases. Além
das citadas, podemos ressaltar a glicose isomerase utilizada para obten¢do de frutose a

partir da glicose (BORZANI, 2001).

Tabela 3 — Enzimas comercializadas de acordo com a demanda.

Enzimas Vendas em %o
Protease de Bacillus 30-35
Amilase de Bacillus 10-12
Eenina bovina 10-12
Glicoanilase 810
Glicose isomerase -7
Renina microbiana 2-4
Pectinase 4-5
Pancreafina 2-4
Papaina, bromelina 4-6
Lipase 2-3
Outras  (f-amilase, amilase fingica,
glicose-oxidase,  invertase. lactase. 5_10

lisozima, penicilina acilase, pululanase)

Fonte: BORZANI, 2001.

2.1.2 — Invertases

A invertase (EC 3.2.1.26), também pode ser conhecida como [-D
frutofuranosidase. E uma hidrolase que pode ser descoberta em uma ampla variedade de
organismo procariotos e eucariotos, estando entre estes os fungos e leveduras como os
dos géneros Aspergillus e Saccharomyces, respectivamente (PIETRO & SAID, 2004).
Agem exclusivamente na hidrdlise da ligacdo B-D-frutofuranosidica atuando, portanto,
sobre a sacarose para compor a D-Frutose (que possui composi¢do liquida ndo

cristalizdvel) e D-glicose (que é um actcar redutor) (Fig. 1).
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Figura 1 — Mecanismo de reacdo catalisada pela invertase (PIETRO & SAID, 2004).

OH H

Sacarose Glicoss Frutoge

Fonte: (PIETRO & SAID, 2004).

A permutagdo equimolar desses monossacarideos é conhecida como acucar
invertido, sendo este, muito empregado nas industrias alimenticias devido a sua
disposi¢cdo adogante comparado a sacarose. Hidrolisa a sacarose, preferencialmente,

além de hidrolisar a rafinose e estaquiose (SHAHEEN et al., 2007).

As invertases empregadas industrialmente possuem, principalmente, origem das
leveduras, sendo que 80% destas enzimas sdo externas e 20% intracelulares. Em sua
forma externa € constituida por 50% de carboidratos, ao passo que a interna é deposta
dos mesmos. Suas atividades cataliticas sdo similares, mas € diferente a sua composi¢cao
de aminodcidos, sendo que a invertase externa contém cisteina enquanto que a interna

nao possui (MARQUEZ, 2007).

As invertases sdo enzimas com alto poder industrial devido a sua utilidade na
producdo de xaropes com alto teor de frutose e glicose a partir da sacarose como a
matéria-prima (RUBIO et al., 2002). Tomatoni & Vitolo (2007) enfatizaram o uso da
invertase na producdo de xarope com a enzima imobilizada em um biorreator de
membrana. No ambito do setor industrial, o xarope possui diversas finalidades, entre
eles podemos citar: Na industria alimenticia, indudstria farmacé€utica e também ¢é usado
para obter frutose cristalina (ASHOKKUMAR e? al. 2001). Nao pode deixar de
ressaltar outros empregos da invertases, como a sua utilizagdo em produtos para higiene
bucal com o objetivo de evitar a formacdo de placas bacterianas, na hidrdlise da
rafinose, inulina e gentianose para obtenc¢do melibiose, D-Frutose e gentibiose,
respectivamente, nos biosensores em preparo de meios de cultivo para a propagacdo de

micro-organismos nao produtores de invertase (SAID & PIETRO, 2004).
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Na adicao de invertase ao suco de fruta, ocorre o aumento do teor de glicose e
frutose. A hidrdlise da sacarose a 30-40 °C diminui os custos de produ¢do quando a
imobilizada é empregada, devido a reutilizacdo da enzima e o uso de um processo
continuo (TOMATONI & VITOLO, 2007). Apresentaram um aumento na producao de
invertase por FES por uma linhagem de A. niger isoladas por cruzamento parasexual
entre duas linhagens mutantes melhoradas, quando comparadas a outras linhagens

selvagens (CARVALHO, 1999).

Nao € totalmente conhecido o mecanismo de agdo das invertases, mas estudos
revelam o envolvimento de um anion carboxilato e uma histidina residual na atividade
catalitica (MARQUEZ, 2007). Foi proposto um mecanismo para a formacdo do
complexo ativo invertase-sacarose por laidler (1958) citado por Marquez (2007), que
estd representado na Fig. 2. Observa-se a influéncia do pH no mecanismo de ligacdo do

sitio ativo da invertase com grupos 4cidos e basicos.

Figura 2 — Mecanismo do complexo proposto para invertase-sacarose (MARQUEZ,

2007)

OIH - . o
co o N do N
——4 poy — e [ 4

enzima| pH<3 | enzima | pH<66 |enzima

enzima

Fonte: MARQUEZ, 2007.

A sacarose € um dissacarideo ndo redutor, que por hidrélise com écidos, resinas

de troca iOnica ou a enzima invertase, providencia proporcdes equimolares de D-glicode
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e D-frutose (BARBOSA-FILHO et al., 2000). A sacarose € bastante empregada em
alimentos e bebidas como o adocgante, e também, como nutriente em processos

fermentativos. Provém da beterraba ou da cana-de-acucar, sendo esta ultima sua fonte

natural mais importante (GLAZER & NIKAIDO, 1995).

A producdo do bioproduto em questdo, acucar invertido, pode ser alcangada por
meio da hidrélise dcida ou enzimdtica. A hidrélise pode gerar acidez devido a agdo
direta de um dacido (hidrdlise homogénea) ou a liberacdio de H*. O processo é
considerado limpo, uma vez que, ndo gera residuos dcidos e subprodutos téxicos, sendo
desnecessdaria uma neutralizagdo. Hidrdlise enzimatica por intermédio da invertase,
possui um alto grau de hidrélise, originando assim, produto com alta qualidade, com

baixos teores de cinzas, cor (RODRIGUES et al., 2000).

O que limita a producdo em massa da enzima invertase tem sido basicamente o
elevado custo em sua producdo e o baixo rendimento obtido nos processos de extracdo e
purificacdo da enzima. Mas, hd técnicas naturais de imobilizacdo de enzimas sob
condi¢des do ambiente manipuladas e oferecem uma alternativa para melhoria do
processo, oferecendo grande estabilidade operacional a enzima e possibilitando
inimeras reutilizacdes sem perda significativa de atividade enzimatica (COUTINHO

FILHO et al., 1999).

2.2 — Fungos filamentosos

Os fungos sdo seres eucaridticos e heterotréficos que executam a decomposicao
de matéria organica. Apresentam parede celular rigida e composta por polissacarideos,
proteinas e lipideos, que mantém uma certa resisténcia as pressdes osmoticas e
mecanicas. Ha a auséncia da fotossintese, umas vez que os mesmo sdo desprovidos de
clorofila. Como material de reserva, possuem o glicogénio e podem ser encontrados no
ar, solo, dgua, vegetais e animais. Outra caracteristica importante dos fungos, é que suas
células ttm membrana citoplasmaética lipoprotéica, que apresenta funcdo de regular as

trocas com o meio externo (BORZANI et al., 2001).
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Consiste em filamentos longos de células conectadas, o talo, no caso de fungos
filamentosos. Estes, sdo denominados hifas, as quais podem ser septadas ou cenociticas.
Onde ha nutrientes é chamada hifa vegetativa e a parte envolvida com a reprodugdo €
chamada de hifa reprodutiva ou mesmo hifa aérea, a qual suporta os esporos. Em
condi¢cdes 6timas de ambiente, as hifas crescem e formam uma massa filamentosa,

chamada de micélio (TORTORA et al., 2003).

Como principal meio de disseminagdo da espécie, os fungos filamentosos podem
se reproduzir através da fragmentacdo de suas hifas ou pela formacdo de esporos
assexuadamente, e também de maneira sexuada. Ap6s um fungo formar seus esporos,
este se separa da célula parental da origem a um novo individuo (Fig. 3) (TORTORA et

al., 2003; BORZANI et al., 2001).

Os fungos sdo de grande importincia para a saude publica, uma vez que sio
objetos de estudos para a busca da cura ou alternativas que possam amenizar sintomas
de certas enfermidades por eles causadas e também como ferramenta de controle
bioldgico e biotecnologia (MORAES et al., 2015). Na ampla drea de conhecimento
biotecnoldgico, os fungos apresentam diversas atuacOes em setores diferentes, como:
panificacdo, fabricacdo de cerveja e dlcool, producdo de antibidticos, enzimas, dcidos
organicos, produtos farmacéuticos, processamento de frutas e legumes, clarificacdo de
sucos de frutas, extracdo de café e na producdo de adocantes. Podemos citar os
principais fungos filamentosos utilizados no setor industrial: incluem os generos
Aspergillus, Mucor e Trichoderma como, por exemplo, A. niger, A.oryzae, A. nidulans,

M .michie e T. reesei (BENNETT, 1998; VAN DEN HOMBERGH et al.,1997).
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Figura 3 - Reproducdo Sexuada e Assexuada dos fungos filamentosos.
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Fonte: http://alumnobioe.blogspot.com.br/2013/08/reino-fungi.html

Embora o conhecimento sobre a patogenicidade dos fungos seja restrita e
limitada, sdo considerados patogénicos. Alguns fungos sdo patégenos primdrios,
capazes de iniciar uma infec¢do em um hospedeiro. Todos os patégenos fungicos
primdrios soa agentes de infeccao respiratoria e nenhum deles é um parasita obrigatorio

(MURRAY et al., 2011).

Em destaque na producdo de diferentes biomoléculas, os fungos filamentosos
podem ser uma alternativa vidvel tornando o processo de fabricacdo de enzima, em um
projeto mais barato e ecologicamente correto. Estes micro-organismos se ajustam

melhor sob condi¢des da fermentacdo em estado sélido, quando comparados aos micro-
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organismos unicelulares, uma vez que possuem uma considerdvel tolerdncia a baixa

atividade de dgua e elevada pressdo osmoética (KRISHNA, 2005).

Na agricultura, o conhecimento das praticas com fungos empregadas nos campos
promove uma melhora na qualidade de trabalho e principalmente nos produtos. Além
disso, a diversidade flingica torna-se uma alternativa bastante interessante na busca de
uma agricultura sustentdvel, que permita a conservacdo da diversidade biolégica nos

solos (BORGES, et al., 2011).

2.2.1 — Aspergillus niger

Existem por volta de 200 espécies de Aspergillus e sio comumente encontrados
no solo, plantas em decomposi¢do e no ar. Estes, sdo de grande importancia para a

producdo de enzimas extracelulares com interesses industriais (WAINWRIGHT, 1995).

Dentre as diversas espécies, podemos destacar: Aspergillus flavus, A. niger, A.
oryzae, A. nidulans, A. fumigatus, A. clavatus, A. glaucus, A. ustus e o A. versicolor. Os
Aspergillus spp. € pertencente ao reino Fungi, filo Ascomycota, ordem dos Eurotiales,
familia Trichocomaceae e gé€nero Aspergillus. Fazem parte também do grupo dos
hyalihyphomyces os quais formam esporos (McGinnis & Rex, 2002) citados por
PRADO (2002)..

O Aspergillus niger, ¢ um fungo filamentoso popularmente conhecido como
“mofo negro” (WAINWRIGHT, 1995). De acordo com UCSF (2000) citado por
PRADO (2002), o A. niger apresenta algumas caracteristicas particulares como coldnias
brancas até amarelo palido, e rapidamente formam milhares de esporos. Os esporos sao
esféricos e medem aproximadamente de 3 a 5 um e tornam-se rugosos ao atingir a
maturacdo. O Aspergillus niger apresenta hifas finas, septadas e conidiéforos com

vesiculas que sdo protegidas por conidios negros (PRADOQO, 2002).

PANDEY et al (1999) descrevem que o A. niger pode produzir até 19 tipos de

enzimas, tais como celulases, xilanase, poligalacturonase, a-galactosidase, O- amilase,

glucoamilase, P-glucosidase, protease dcida. A enzima de interesse também depende

diretamente do tipo de substrato da fermentagdo. Outros autores também descrevem
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produtos do A. niger como: amiloglucosidase ou glucoamilase (REED, 1975;
BRUCHMANN, 1980; KNORR, 1987; WARD, 1989; SMITH, 1991; PANDEY &
RADHAKRISHNAN, 1992; FELLOWS, 1994; WAINWRIGHT, 1995; COSTA,
1996); pectinases, hemicelulases, poligalacturonase (WARD, 1989); 4cido citrico;
(WAINWRIGHT, 1995; PRADO, 2002); pectinases, proteases, celulases, invertase,
lactase, hemicelulase, glucose oxidase, catalase, 4cido gluconico (SMITH, 1991;
FELLOWS, 1994; WAINWRIGHT, 1995); pectina esterase, pectina liase (SMITH,
1991).

Os fungos do género Aspergillus se destacam ndo apenas na producdo de
enzimas, mas também na producdo de metabdlicos secunddrios. Em destaque, na
producdo de metabdlicos secunddrios, os fungos Aspergillus flavus e o A. parasiticus
sd0 responsdveis por intoxicacdo cancerigenas em vdrias espécies de animais

(TANIWAKI, 1993).

Os fungos do género Aspegillus niger, € bastante empregado na produgdo da
enzima invertase, como também das enzimas pectinoliticas (OLIVEIRA, 2013), com
destaque para a poligalacturonase (PG) (CASTRO, 2009). O A. niger também possui
participacdo especial na biossintese de dcido citrico para uso em industrias de

alimentos, refrigerantes e biofarmacos (LEONEL & CEREDA, 1995).

2.3 — Meio de cultura e Substratos

2.3.1 — Meio de cultura

Nos meios de cultura, € imprescindivel a adi¢cdo de nutrientes essenciais e
especificos para estimular a produ¢do do bioproduto de interesse. Uma vez sintetizado,

este material € purificado por diferentes procedimentos (CORREIA, 2004).

Acompanhada ao meio de cultivo, as células microbianas sdo capazes de
responder aos estimulos quimicos e fisicos do meio externo, que por meio de
mecanismos bioquimicos que regulam a expressdo gé€nica e a fisiologia do

microrganismo, formando assim, o produto (CORREIA, 2004).
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Podemos citar algumas caracteristicas dos meios de cultivo, entre elas: custo,
fornecimento de suporte nutricional para os micro-organismos, nao ter problemas na

purificagdo/recuperacdo do produto, entre outras (BON et al., 2008).

O meio de cultura é formado por substratos sélidos na FES, com um
determinado teor de umidade. Logo, a 4gua € um fator primordial para ser analisado, j4
diferentemente da fermentacdo submersa (SANTOS, 2007). Os substratos mais
utilizados na FES sdo, geralmente, oriundos da agroindistria. Esses possuem como
caracteristicas: servirem de matriz sélida, fornecimento de carbono e outras fontes de
energia, e sdo de baixo custo. A escolha do substrato ¢ muito importante, pois este,
precisa atender algumas funcgdes, destacando-se o tamanho, porosidade e formato de

particulas, para que o processo seja bem sucedido.

A aplicagdo destes residuos agroindustriais, ¢ uma maneira de utilizar substratos
alternativos e solucionar problemas de poluicdo e minimizar os custos na producdo de

enzimas (CORREIA, 2004).

Muitos substratos necessitam de um pré-tratamento, a fim de fornecer novas
caracteristicas fisicas, principalmente o aumento da porosidade e da capacidade de
retencdo de dgua adequando as condicdes necessarias ao crescimento € a producio de

metabolitos pelo micro-organismo (CORREIA, 2004).

Obtém-se na literatura, uma gama de op¢Oes para utilizar como fonte de carbono
e suplementar o meio de cultivo, como: farelo de trigo, farelo de arroz, farelo de cevada,
bagaco de cana-de-agucar, torta de coco, torta de soja, torta de babacu, celulose, palha
de trigo, graos de milho, farinha e farelo de soja, graos de soja, peixe, mandioca, entre
outros. Em alguns casos, fontes de nitrogénio complementar sdo utilizadas: licor de
milho, extrato de levedura, uréia, etc. Logo, a escolha da cada meio, logicamente, ird

depender do produto final que se deseja obter (SCHMIDELL, 2001).

Castilho et al. (2000) utilizaram como fonte de carbono, residuos da industria de
babacu para producio de lipase por Penicillium restrictum a fim de estudar uma anélise
comparativa econdmica entre os dois tipos de fermentacdo, e concluiram que a

fermentagdo em estado sélido era o processo mais acessivel.

Kronbauer et al. (2007) tiveram grandes resultados na producdo de xilanase

utilizando algumas fontes de carbono, como: residuo ou bagaco de cevada, bagaco de
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cana, casca de amendoim, residuo fibroso da mandioca, gérmen de trigo, bagaco de
milho verde e casca de laranja. A fonte mais produtora da enzima, foi o bagaco de
cevada seguido pela casca de amendoim com atividade de 9,22 U/mL e 4,55 U/mL de

proteina, respectivamente.

2.3.2 — Substratos utilizados na FES

2.3.2.1 — Farelo de algaroba

A algaroba (Prosopis juliflora (SW) D.C.) € uma leguminosa arbdrea, nao
oleaginosa, da familia Fabaceae, origindria das Américas (encontrada desde a América
do Norte a Central e Sul) e Africa Tropical. Chegou no Brasil hd mais de 50 anos,
estando difundida na regido Nordeste, em populagdes cultivadas e subespontaneas

(SILVA et al., 2002).

De acordo com Lima (1988), o interesse e a grande difusibilidade desse género
no semidrido nordestino pode ser atribuida as suas diversas caracteristicas como:
adaptar-se a solos e climas severos; rdpida taxa de crescimento; alta palatabilidade como
forragem; produtividade; capacidade de rebrotar e resistir a podas e ao pastejo; e

resisténcia a pragas e doencas.

Uma caracteristica que se destaca e que desperta o interesse econdmico e
cientifico € a época da sua frutificacdo. No geral os pontos de médxima floracido e
posterior frutificacdo se caracterizam na primavera — de setembro a novembro — quando
se observam menores precipitagdes (Lima, 1994). O mesmo autor relata que ha ainda
um outro periodo de frutificagdo, menor que o supracitado, entre os meses de abril e

julho.

As vagens de algaroba, quando maduras, possuem elevado teor de sacarose e
matéria seca de aproximadamente 84,0%. Silva et al. 2001, relata que essa produgdo
comprova o potencial dessas vagens como aditivos em silagens de capim. Os mesmo
autores, reportaram ainda grande aceitabilidade da algaroba, por possuir teores de 25 a

28% de glicose, 11 a 17% de proteinas e 14 a 20% de acidos organicos, pectinas entre
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outras substancias. O farelo € obtido a partir da secagem das vagens em temperaturas

que variam entre 60 a 80 °C, desintegradas e posteriormente moidas.

O residuo da algaroba € classificado com concentrado energético, pois possui
alto teor de sacarose, e é bastante aceito na suplementacido alimentar dos animais pelo
seu aroma agradavel (MAGALHAES, 2007). Carvalho er al. (2006) estudaram as
opg¢oes de alimentos alternativos de maior valor nutritivo e que possam vir futuramente
como alternativa na substitui¢cao de alimentos de alto custo financeiro, como o milho e a

soja.

Tabela 4 — Composi¢ao quimica pertencente ao farelo de algaroba.

Item Em % da MS
Matéria seca 96,16
Extrato etéreo 0,70
Fibra bruta 13,36
Calcio 0,21
Fésforo 0,16
Matéria mineral 3,45
Matéria bruta 10,46
Fibra em detergente 4cido 16,10
Fibra em detergente neutro 29,32

Fonte: RIOCON (2012).

O residuo propde uma alta disponibilidade de energia, alto teor de agucares
soluveis, excelente aceitabilidade animal, boa composi¢do de proteinas e fibras de boa
digestibilidade, e também possui a vantagem de ser estocado por longos periodos,

chegando até a seis meses de armazenamento (RIOCON, 2012).

A utilizacdo do farelo é recomendada, pois no processamento térmico e fisico
das vagens, além da incorporacdo de todos os componentes, torna-se mais susceptivel

ao ataque de enzimas e micro-organismos, reduz o ataque de insetos no armazenamento,
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agrega-se valor ao produto que iria ser descartado definitivamente, entre outros (Silva et

al. ,2002a).

2.3.2.2 — Farelo de arroz

Para muitos paises em desenvolvimento o arroz é considerado o cultivo
alimentar de maior importancia e é o alimento basico para cerca de 2,4 bilhdes de
pessoas no mundo, atinge na Asia, uma produgio e consumo da ordem de 90%
(EMBRAPA, 2004). No Brasil, o arroz se destaca como maior produtor fora do
continente asidtico e estd entre os dez principais produtores mundiais, segundo os
estudos realizados pela FIESP com o apoio do Ministério da Agricultura (ARROZ
BRASILEIRO, 2008).

O farelo de arroz se destaca, segundo o Instituto Rio Grandense do Arroz,
porque vem sendo aproveitado no montante de mais de um milhdo de toneladas/ano
(IRGA, 2008). A obtencd@o do arroz € a partir do processo de brunicdo, onde o arroz ja
descascado, integral, é lixado por maquinas compostas por pedras abrasivas que tém a
funcdo de retirar o farelo, o qual é composto pelo geme e pelicula (Figura 4) e separam
o arroz branco, posteriormente, o arroz passa pelo processo de polimento e a partir dai
se torna uns dos principais componente da alimentacdo de milhdes de brasileiros

(EMBRAPA, 2004).

Figura 4 — Estrutura do grao de arroz (JOSAPAR, 2008).
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Do griao de arroz, cerca de 5-8% ¢ pertencente ao farelo e apresenta uma das
parte mais nutritivas do grao, pois possui fonte de proteina, fibras dietéticas, compostos
funcionais como o orizanol e tocotrienos, além de lipideos (JULIANO, 1994;
ORTHOEFER, 1996; McCASKILL; ZHANG, 1999).

O farelo de arroz integral se destaca por ser uma excelente fonte de vitamina B e
E, sendo pobre em vitamina A e ausente de vitamina D. O nivel de proteina bruta do
farelo de arroz varia entre 10 a 15%, sendo superior do valor da proteina do trigo e do
milho. J4 a sua composi¢do mineral, este é extremamente rico em fosforo e manganés,
além dos niveis de cobre, ferro e zinco em comparagdo com os valores do milho
(CONTE, 2000). O farelo de arroz é rico em fésforo e deficiente em célcio, segundo os

estudos de Freeman (2006).

O orizanol e tocoferdis sao componentes antioxidantes que estdo presentes no
farelo de arroz, assim como o 4cido fertlico, que fornecem hidrogénio para a
neutralizacdo de radicais livres relacionados ao envelhecimento celular ( IRGA, 2008).
Segundo Qureshi et al. (2002), o farelo ainda possui os tocotrienos que sdo capazes de
reduzir os niveis de colesterol em humanos com uma dose de 100 mg/dia de TRF

(Frag@o rica em tocotrienos).

H4 bastante interesse em pesquisas biotecnoldgicas, umas vez que o farelo de
arroz possui uma alta carga nutritiva e apresenta uma relativa disponibilidade e baixo
custo. Este subproduto tem sido evidenciado em diversos trabalhos nos quais soa
reaproveitados como suplemento na composi¢do de meios de cultivo para diferentes
micro — organismos, como relata os trabalhos que enfocam a producdo de xilitol em

acucar édlcool de varias aplicagdes terapéuticas (FELIPE, 2004).

A suplementacdo do hidrolisado hemiceluldésico de bagaco de cana-de-aguicar
com nutrientes como farelo de arroz, tem sido bastante utilizada para a formulacio de
meios de cultivo na producdo de xilitol por Candida guilliermondii (SILVA, 2001). O
autor relata que a produtividade de xilitol durante fermentacdo em batelada utilizando
C. guilliermondii foi bastante favorecida quando o preparo do farelo de arroz foi feito

em separado do hidrolisado, ou seja, na forma de um extrato de farelo de arroz.

Rossi et al. (2001), em seu trabalho, realizaram uma suplementacdo com farelo
de arroz no bagaco de cana-de-acticar, com o propodsito de enriquecer o meio de cultivo

para a producdo de “semente” de shiitake (Lentinula edobes). Logo, observaram que as
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suplementagdes com 25 a 30% de farelo de arroz proporcionaram maior estimulacido do
vigor micelial e aumentaram o valor da biomassa estimada. Cogumelos do género
Pleurotus apresentaram uma eficiéncia bioldgica e rendimento avaliados por Santos et
al. (2000), que observaram o incremento do rendimento de 18 para 23,5% em termos de
peso seco, com a suplementacdo do substrato palha de bananeira com farelo de arroz
(5% plp), o que levou a recomendacdo de sua utilizagdo principalmente por causa do

seu baixo custo.

H4 varias pesquisas para o incremento da producdo de diversas enzimas
utilizando este residuo como suplemento ou o préprio substrato em meios de cultivo,
como pode ser constatado em trabalhos para a selecio de linhagens de Rhizopus sp. com
vistas a producdo de protease neutra (SUMANTHA et al., 2006), onde avaliaram o
favorecimento desta enzima quando o substrato (farelo de arroz) foi suplementado como
uma fonte de carbono. J4 para a producdo de xilanases, a hemicelulose do farelo de
arroz substrato foi a tnica fonte de carbono para Paenibacillus sp (HARADA, 2008).
Para a producdo de amilase, o farelo de arroz presente no meio de cultivo foi essencial
para o bom desenvolvimento do fungo Macrophomina phaseolina (FERNANDES et al.,

2007).

2.4 - Fermentacido em Estado Sélido

A fermentacdo em estado sélido (FES) é um processo no qual ocorre sem a
presenca de dgua livre ou proximo da auséncia e € compreendida como qualquer
processo de fermentacdo efetuada sobre um material ndo solivel, ou s6lido natural, que
atua como suporte fisico e também € fonte de nutrientes, os chamados substratos. Esta
baixa quantidade de 4gua significa que a fermentacdo pode ser feita apenas por um
nimero limitado de micro-organismos, destacando-se leveduras e fungos, embora

algumas bactérias também possam ser utilizadas (COUTO & SANROMAN, 2006).

Existem diversas vantagens na FES e entre podem ressaltar: CondicOes da
cultura muito proxima a condicdo natural, meios de cultura simples, indice de

contaminacgdes baixos, reducdo dos efluentes liquidos a tratar, estabilidade nos residuos
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solidos, produgdo concentrada de metabdlitos e auséncia de espuma por eliminagdo

(RODRIGUES, 2006).

Figura 5 — Andlise comparativa entre a FSm e FES.

Fermentacio em estado solido

Fermentagdo submersa

Meio de cultura ndo flul livremente
Profundidade do meio limitada

Consumo limitado de agua, baixa a,, sem
efluentes

Baixa capacidade de transferéncia de calor

Aeragdo requer elevado fluxo

Substrato tampao
Condi¢des estaticas
MNecessita projetos
Inoculagio de esporos em batelada
Risco de contaminag&o por fungos de
crescimento lento
Baixo consumo de energia
Pequenos volumes e baixos custos de
equipamentos

Meio de cultura sempre fiul livremente
Profundidade do meio varidvel como
biomeator
Grandes quantidades de consumo de dgua e
descarie de efluenies

Facil controle de temperatura

Facil asragio e grande drea de contato
arfsubstrato
Facil controle de pH
Boa homogeneizagio
Equipamentos industriais disponiveis
Facil inoculagdo, processo continuo
Risco de contaminag3o por bactérias do dcido
latico
Elevado consumo de energia

Grandes volumes e elevado custo tecnologico

Fonte: RODRIGUES, 2006.

Em comparacdo dos dois processos de fermentacdo, FSm (Fermentacao

submersa) e FES (Fermentacdo em estado s6lido), a FES oferece melhor transferéncia
de oxigénio, pouco controle de assepsia do processo, maior acessibilidade quanto aos

substratos, menor controle dos pardmetros durante a fermentacdo (HASAN, 2002).

Como desvantagem, a fermentacdo em estado sélido possui: uso de micro-
organismos que crescem em baixos niveis de umidade, dificuldade para a remocao do
calor produzido pelo processo de respiracdo do micro-organismo, poucos dados e
projetos para fermentadores, dificuldade na medida e no controle de umidade, ajuste do
pH, oxigénio, gds carbonico e produtos formados, entre outras desvantagens (PANDEY,

1991).
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Os processos de fermentacdo no estado sélido t€ém um grande potencial
econdmico considerdvel na producdo de produtos destinados a industria alimenticia,
para consumo humano e animal, farmacéutica e agricola. Leva-se em consideragdo, a
facilidade com que pode-se obter no auxilio suplementagdo da fermenta¢do, uma vez
que estes suplementes sdo oriundos de agroindustrias e possuem baixo custo. Podemos
citar alguns residuos, como: bagagco de mandioca, polpa e casca de café, polpa de maca,
soja e residuo de batata. (Castilho et al., 2000; Pandey et al., 1992, citados por

MACIEL , 2006).

Segundo Pandey et al. (2000), desde os anos 90, houve um aumento
consideravel no interesse em relacdo a FES para o desenvolvimento de bioprocessos,
como na biorremediacdo e biodegradacdo de compostos perigosos, desintoxicacao
bioldgica de residuos agroindustriais, biotransformac¢do e aumento de nutrientes de
culturas e de residuos de culturas, aquisi¢cdo de produtos com grande valor agregado,
tais como metabodlitos secunddrios biologicamente ativos, incluindo antibidticos,
alcalédides, fatores de crescimento de plantas, etc. Destaca-se também a producdo de

enzimas dcidos organicos, biopesticidas, biocombustivel € compostos arométicos

Outro fator bastante importante, estd no custo total da produgdo utilizando a
fermentacdo em estado sélido. Castilho et al. (2000), avaliando o custo entre as duas
fermentagdes na producio da enzima lipase, concluiu que o total de capital preciso para
a producdo de 100 m*/ano de concentrado da enzima foi equivalente a 78% maior para o
processo submerso, sendo que o custo unitario foi de 68% maior que o preco de venda.

Ja para a FES, o custo unitério foi de 47% menor que o preco de venda.

2.4.1 — Fatores que influenciam na FES

As condi¢Oes especiais para uma boa fermentacdo requer um melhor cuidado
com os seguintes fatores, entre eles: pH, atividade de 4gua, nivel de oxigénio e
concentracdo de nutrientes e produtos afetam significativamente o crescimento celular e
a formagdo de produto. Na FES, este controle das condigdes ambientais se torna mais
complexo devido a heterogeneidade da suspensdo de células microbianas e das solucdes
utilizadas. A auséncia de dgua na FES possibilita um pequeno volume de reator por

massa de substrato, ajudando assim na separacdo do produto. Mas, existem alguns
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problemas com respeito a mistura, troca de calor, transferéncia de oxigénio, controle de
umidade, formacdo de gradientes de pH, nutrientes e produtos como conseqiiéncia da

heterogeneidade do sistema (SANTOS, 2007).

2.4.1.1 — Tamanho do substrato

O tamanho da particula e a sua forma sdo de extrema importancia. Afetam
diretamente a relagdo drea/superficie e o volume da particula, o tamanho e a forma dos
espacos vazios entre as particulas (MITCHELL et al., 2000). Na maioria das vezes, as
particulas menores do substrato apresentam darea superficial maior para o ataque
microbiano. Porém, uma particula pequena pode juntar e se aglomerar interferindo
assim a respira¢do microbiana, podendo resultar em um baixo crescimento. Ja particulas
grandes, oferecem uma melhor aeracdo devido aos espacos criados entre as particulas,
mas limitam a superficie para ataque microbiano (PANDEY et al., 1999). Segundo
MITCHELL et al. (2000) o tamanho ideal da particula deve e beneficiar o acesso aos
nutrientes e disponibilizacdo de oxigénio. Particulas com tamanho entre 1 mm a lcm

sdo freqiientemente utilizadas na fermentacao em estado s6lido (SOUZA, 2008).
2.4.1.2 — Temperatura

Os processos fermentativos na producdo de enzimas se caracterizam por
apresentarem carater exotérmico. Durante a FES, grandes quantidades de calor sdo
liberadas, e sdo diretamente proporcionais a atividade metabdlica do microrganismo.
Em fungos filamentosos, a temperatura influencia diretamente na germinacdo dos
esporos, no crescimento e formacdo de produtos. Em todo processo de fermentacdo, a
temperatura € um fator extremamente critico, devido ao acimulo do calor gerado. Logo,
o aumento da temperatura pode dificultar a mistura do meio s6lido e a maioria dos
substratos utilizados possui baixa condutividade térmica, o que pode gerar gradientes de

temperatura no biorreator (PINTO, 2006).
24.13-pH

O pH € um fator relevante para a otimizagdo do processo, € seu controle e

monitoramento, ndo € facil (PANDEY, 2003). Geralmente os valores 6timos de pH para
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os fungos fica entre (4,5 — 5,0), valor considerado baixo, e pode afetar o metabolismo
dos micro-organismos por comprometer o conjunto enzimético. A varia¢do do pH pode
acarretar variacdes devido as reacdes que ocorrem durante as atividades metabdlicas dos
micro-organismos. Quando 4cidos organicos sdo secretados, causam o decréscimo do
pH, entretanto, o consumo destes, quando presente no meio causam o aumento do pH

(SANTOS, 2007).

Os fungos Aspergillus niger, segundo CASTILHO (1997), sdo bastante baixos

(pH igual a 4) o que aumenta sua ampla utilizagdo no processamento de frutas.
2.4.1.4 —Aeragdo

Os sistemas de fermentacdo possuem um cardter heterogéneo e a transferéncia
de oxigénio € restringida por um filme liquido na superficie do substrato. Na auséncia
da dgua livre no meio, a drea interfacial e a pressdo parcial de oxigénio torna-se fatores
cruciais. A transferéncia de oxigénio em duas instincias: Na transferéncia
interparticulas e intraparticulas. A maioria dos cultivos neste tipo de fermentacdo (FES),
possibilita o livre acesso do oxigénio atmosférico ao substrato, j& que o oxigénio é
capaz de se difundir, em alta velocidade, pelo filme liquido superficial constituido nas

particulas do substrato (SANTOS, 2007).

Embora a passagem de ar possibilite elevadas taxas de crescimento e
produtividade, pode levar ao desenvolvimento do fendmeno de secagem que faz com
que a transferéncia de nutrientes e metabdlitos sejam lentas ou nulas. Para diminuir ou
dominar este problema, o ar deve ser saturado em vapor de dgua ou préximo da
saturacdo. A taxa de aeragc@o 6tima para o processo de fermentacio € estabelecida pela
natureza do mircro — organismo utilizado, do requerimento particular de oxigé€nio para o
crescimento e sintese de produtos, da quantidade de calor metabdlico gerado no
processo, do grau de CO; e outros metabdlicos voléteis que devem ser eliminados, e
principalmente, da espessura e densidade aparente do meio e da umidade (SANTOS,

2007).
2.4.1.5 — Umidade e Atividade de dgua

Entre tantos parametros a serem analisados em um processo de fermentacdo, a
agua precisa ser destacado na FES, por causa do seu grau de interacdo com as

substancias que compdem a fase sélida. A umidade, € a porcentagem de d4gua na massa
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total do meio, logo, € um dos parametros avaliados. Outro parametro, se diz respeito a
atividade de 4gua (Aa), definida de acordo com a férmula 1, que abrange todas as
moléculas de dgua envolvidas na vizinhanga das particulas do substrato para o micro-
organismo. A atividade de dgua afeta diretamente no crescimento microbiano e a sintese
de metabdlicos (PINTO et al., 2006).

_ UR%Y _ Pa
~ 100 ~ Pa0

(1)

Onde:
UR% = Umidade relativa do equilibrio
Pa = Pressao de vapor de dgua do substrato

Pa, = Pressao de vapor de 4gua pura

Quando o nivel da umidade € muito alto ocorre a diminui¢do dos poros, baixa
difusdo de oxigénio, aumento no risco de contaminagdo, redu¢do no volume de gés e
reducdo de troca gasosa. Niveis de umidade muito baixo levam a um crescimento baixo

relacionando o 6timo e baixo grau de substrato utilizado (SANTOS, 2007).

A umidade presente no processo de FES € geralmente entre 30%-40%. A
umidade 6tima o cultivo do micro-organismo estd sujeita a capacidade do substrato
reter dgua. No cultivo de Aspergillus niger em arroz € de 40%, mas ja na polpa do café
€ de 80%. Logo, é notdvel a inseguranga ao usar a umidade como parametro principal

para o crescimento microbiano (SANTOS, 2007).

2.5 — Purificacao/precipitacao da invertase

O sucesso da fabricacdo industrial de enzimas estd ligado ao grau em que a
atividade dos micro-organismos € atingida e quando se reduz os custo do substratos
utilizados, da incubacdo e da recuperacdo da enzima. Para purificacdo de enzimas,
assim como para muitos outros produtos biotecnoldgicos, nao hd um processo de
aplicacdo geral. Este procedimento, ¢ comumente utilizado em 4 etapas principais:

separacdo de células e seus fragmentos do meio de cultivo (clarificacdo); concentracao
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e/ou purificacdo de baixa resolucdo (precipitacdo fracionada com adi¢do de sais ou
solventes organicos); purificacdo de alta resolucdo (cromatografias) e, finalmente,
operacdes para acondicionamento final do produto (cristalizacdo e liofiliza¢do)

(KILIKIAN & PESSOA JR, 2005).

A precipitacdo € o processo no qual uma alteragdo quimica ou fisica, em uma
solucdo protéica provoca uma formagdo de particulas insoliveis de proteinas.
Usualmente ela é considerada um método de concentracdo e utilizada antes da aplicacdo
de métodos de maior resoluc@o na purificagdo (KILIKIAN & PESSOA JR, 2005). A
precipitacao por sulfato de amonio € usada para uma etapa de pré-purificacdo de varias
enzimas. A influéncia dos sais neutros com a solubilidade das proteinas é uma fungao
de sua forca i6nica, que se submete a concentragdo como da valéncia de citions e anions
que formam o sal. Em elevadas forcas idnicas, com grandes adicdes de sais muito
soluvel ( sulfato de amdnio) a uma solugdo de proteina, pode ocorrer a diminui¢@o ou a
total retirada das moléculas de dgua, acarretando assim, a desidratacdo da molécula da
proteina, o que leva a predominancia das interagdes proteina-proteina, resultando em

precipitacdo, fendmeno este, conhecido como salting-out (SLIVINSKI, 2007).

A invertase extracelular foi purificada por Guimardes et al, (2007), neste
trabalho realizado o fungo utilizado foi Aspergillus ochraceus e o substrato foi bagaco
de cana de acticar. A enzima apresentou um tamanho equivalente a 135 kDa de massa
molecular estimada por filtracio a gel e 79 kDa por SDS-PAGE. Outros trabalhos

envolvendo precipitagdo de invertase atingiram cerca de 120 kDa de massa molecular.

A producao de B-frutofuranosidase por Rhodotorula glutinis foi purificada e seu
peso molecular foi estimado em 100 kDa por filtracdo a gel e 47 kDa por SDS-PAGE,

indicando os resultados como uma glicoproteina homodimérica (Rubio et al., 2002).

A producdo da enzima invertase por A. niger na literatura apresentam no
maximo dois mondOmeros, com diferentes massas moleculares. Segundo Rubio &

Maldonado (1995), obtiveram massa molecular de 47 kDa de acordo com SDS-PAGE.

2.6 - Fatores que influenciam a atividade enzimatica

7z

Em todos os processos fermentativos € imprescindivel a determinacdo da
velocidade da reacdo e verificar como esta € alterada as mudancas dos diversos

parametros analisados durante o experimento (NELSON E COX, 2006).
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2.6.1 - Concentracdo do substrato

Para uma enzima comum, quando se leva a concentracdo de substrato a
velocidade inicial se eleva até alcancar um valor maximo. Quando se adiciona um
aumento desses substratos, j4 ndo aumentam a velocidade inicial e se diz que a enzima

estd saturada pelo substrato (MURRAY, et al., 2007).

2.6.2 - Concentragdo de enzimas

No gréfico de velocidade versus concentracdo de enzima ([E]) deve gerar uma
reta. A faixa ideal para que a reta deverd permanecer, depende diretamente da
habilidade de medir a velocidade inicial real, modificando a concentracdo enzimaética.
Quando se adiciona mais enzima, a velocidade pode aumentar até o ponto em que a
concentracdo do substrato estd sendo diminuido durante o ensaio. Nos resultados,
obtém-se graficamente Velocidade versus [E], um grafico linear a baixa concentragdo
de enzima, mas que inicia uma curva decrescente, quando chega a uma saturacao, a alta
[E]. Também pode ocorrer um equilibrio inadequado da enzima. Neste caso, o grafico

fornece uma curva mais crescente (COPELAND, 2000).

2.6.3 - pH

As enzimas possuem um intervalo de pH 6timo na qual sua atividade € méaxima.
Em um pH maior ou menor, a atividade diminui. As cadeias laterais dos aminodcidos do
centro ativo podem operar como 4cidos e bases fracas com fungdes criticas que
dependem da conservagdo de certos estados de ionizacdo e, em algum lugar de proteina,
as cadeias laterais ionizadas podem cumprir um papel essencial nas interagdes que

sustenta a estrutura da proteina (NELSON E COX, 2006).

No estudo das enzimas, torna-se extremamente interessante determinar no inicio
da investigacdo, o pH 6timo e a extensdo de seu platd. A mistura de reacdo pode entao
ser atenciosamente controlada com tampdes de capacidade tamponante adequada

(CONN e STUMPF, 1975).

2.6.4 — Temperatura

A velocidade da reagdo aumenta com o aumento da temperatura, até o pico da
velocidade acertado. Este aumento, nada mais é, do que resultado do aumento das

moléculas com energia suficiente para atravessar a barreira de energia e formar os
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produtos da reagdo bioldgica ou quimica. Pode ocorrer também, a diminuicdo da
velocidade de reacdo, se houver o aumento da temperatura, como resultado da

desnaturagdo da enzima (CHAMPE et al., 2006).
3-OBJETIVOS

3.1 — Objetivo Geral

Analisar o rendimento da fermentacdo na producdo de enzimas invertases
utilizando o fungo filamentoso Aspergillus niger IOC 4003 como agente transformador
sob fermentacdo em estado sélido (FES) utilizando dois residuos (Farelo de algaroba e

Farelo de arroz) como substrato.

3.2 — Objetivos especificos

* Analisar a atividade enzimatica e relacionar com outros parametros;

* Analisar e comparar o consumo de substrato pelo micro-organismo no processo
fermentativo dos farelos analisados;

= Relacionar umidade e atividade enzimética na produ¢do da enzima invertase;

* Analisar a influéncia do pH nas amostras no processo fermentativo;

= Qualificar o melhor substrato na produ¢do da enzima invertase.
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4 - METODOLOGIA

Os ensaios pertencentes a este trabalho foram realizados no laboratério de
Bioengenharia do Departamento de Engenharia Quimica do Centro de Tecnologia da

Universidade Federal da Paraiba - Joao Pessoa.

4.1 — Preparo do residuo

Como meio de cultivo no processo de fermentativo em estado sélido para a
producdo da enzima invertase, foram utilizados dois residuos agroindustriais: O Farelo
de algaroba triturada e o Farelo de arroz triturado. Ambos os residuos foram gentilmente

cedidos pelo laboratério de Bioengenharia da Universidade Federal da Paraiba.

Figura 6 — Detalhamento dos residuos em placas de petri.

4.1.1 — Caracterizacao dos residuos

A caracterizacdo fisico-quimica dos residuos quanto a densidade aparente, pH,

umidade e s6lidos soldveis foram realizados conforme procedimentos descritos a seguir.
4.1.1.1 — Densidade aparente

Para a determinagdo da densidade aparente pesou-se 50 g de cada residuo em

uma proveta de 50 mL e verificou-se o volume ocupado da massa do residuo sem haver
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a compactacdo (CORREIA, 2004). A densidade aparente, pode ser expressa pela
formula (2):

mas=a ocupada (g)
(2)

Volume total da proveta (mL)

Densidade aparente =

4.1.12-pH

Preparou-se uma suspensido com 10 mL de dgua destilada e 1 g do residuo. Apds
a homogeneizacdo a suspensdo foi deixada em repouso por um periodo de 30 min,
depois o pH foi mensurado por um phmetro digital previamente calibrado com as

solucdes padrdes (Instituto Adolfo Lutz, 1985).

4.1.1.3 — Umidade

Verificou-se a umidade medindo 5 g do residuo em cadinho de aluminio
previamente seco e tarado. Os candinhos permaneceram em estufa por 24h a 105 °C

(Correia, 2004). A umidade pode ser expressa de acordo com a férmula abaixo:

Umidade (%j _ Peso inicial—Peso final da amostra % 100 (3)

Peso inicial daamostra

4.1.1.4 — Teor de sélidos soldveis (°Brix)

A concentragdo de solidos soliveis medidas em °Brix é uma medida relacionada
a quantidade de agucares presentes na amostra. Para esta andlise, mediu-se 9 mL de
dgua destilada e 1 g do residuo, apds a homogeneizagdo, deixou-se a suspensao em
repouso por 30 minutos, com uma agitacao intermitente. Apds esse repouso, a solu¢ao
foi filtrada usando algoddo e a leitura do teor dos sélidos soliveis foi medida em um

refratdbmetro e multiplicada por dez, devida a sua dilui¢do (Instituto Adolfo Lutz, 1985).
4.2 — Micro-organismo

O micro-organismo empregado foi o Aspergillus niger IOC 4003, selecionado
por ser uma linhagem produtora da enzima de interesse adquirido da cole¢do de culturas
da Universidade Federal do Rio Grande do Norte. Os esporos foram conservados em
tubos de ensaio e placas de petri devidamente esterilizados e lacrados utilizando o meio

BDA.
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Figura 7 — Manutencdo dos esporos de Aspergillus niger 10C 4003.

e Yt et e e et s e

4.3 — Obtencao da solucio de esporos (Meio de cultura)

Na solu¢do do meio de cultivo para a realiza¢do do inoculo foi utilizado o meio
BD. Colocou-se 100 g de batata em 500 mL de dgua destilada em um erlenmeyer de 1 L
e ferveu-se a 50 °C por uma hora. Posteriormente as batatas foram descartadas e na 4gua
resultante deste processo, adicionou-se 8 g de glicose. Esta solucdo foi devidamente
autoclavada por 20 minutos a 1 atm. Retirou-se uma aliquota de 30 mL do meio de
cultivo para os cdlculos do consumo de substrato. O meio foi levado para a Cimara de
fluxo laminar para a ativagdo do inoculo (pré-inéculo), apés a ativacdo o meio foi

deixado em repouso por 24 h em temperatura ambiente.
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Figura 8 — A: Meio de cultivo sem o in6culo. B: Meio de cultivo com o inéculo (Pré-

in6culo ou solucdo de esporos).

4.4 — Processo de Fermentacio em estado sélido

Para o processo fermentativo foram utilizados sete Erlenmeyers de 250 mL
contendo 3 g de cada substrato. Os residuos foram devidamente autoclavados antes do

in6culo em cimara de fluxo laminar.

Os residuos foram hidratados com 3 mL da suspensdo de esporos que estava em
repouso em temperatura ambiente. A fermentacdo ocorreu por 168h ao total, em
temperatura ambiente e com pouco luminosidade, sendo que a cada 24h um Erlenmeyer,

de cada substrato, era coletado para a obtencao do extrato enzimético.
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Figura 9 — Erlenmeyers na camara de fluxo laminar preparados para o indculo da

solugdo de esporos.

4.5 — Extracao enzimatica

Para a aquisi¢do do extrato enzimdtico, a cada 24 h um Erlenmeyer de cada
substrato era recolhido. Em camara de fluxo laminar, adicionou-se 100 mL de 4gua
destilada e 2 mL de tween 80 no Erlenmeyer. Em seguida foram homogeneizados com o
auxilio de um bastdo de vidro devidamente esterilizado por 5 minutos. A extracido das
células e enzimas foi realizado por filtragio com papel de filtro qualitativo em um
kitassato e uma bomba a vacuo (Fig. 10). De cada Erlenmeyer, separou-se 50 mL de
caldo extraido para posterior andlise da quantificacdo de proteina e atividade

enzimatica.

Figura 10 — Obtenc¢ao do extrato enzimético via filtracdo com funil de biichner.
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4.6 — Quantificaciao do crescimento celular

A realiza¢do da quantificagdo do crescimento celular foi com base nos estudos
realizados por VAZ (2011), onde o peso das células presentes em cada eppendorf,
correspondente a concentragdo celular (g/L) que foi determinado em fungdo do tempo
de cultivo, como mostra a equacao 4 abaixo:

Peso das células =

Mzdia dos Pesos do eppendorts com células - Média dos Pesoz do eppendorfz sem cialulas
lmL

(4

4.7 — Consumo do substrato

Para a avaliacdo do consumo de substrato, este trabalho teve como subsidio o
modelo adotado por Tortora et al. (2012), e concebido por Melo et al. (2014).
Sinteticamente, este processo de monitoramento € determinagdo de consumo de
substrato pelo fungo filamentoso Aspergillus niger baseou-se em determinar a
absorbancia do caldo fermentado a cada periodo de 24 horas. Para isso, foi produzida
uma curva de calibracdo do meio de cultivo sem o inéculo para a determinagcdo do

consumo de substrato do micro — organismo.

A solugdo preparada para esta andlise foi a mesma utilizada no processo de
fermentacdo, mas sem o acréscimo do indculo. Para esta solucdo, foi dado o nome de
solucdo-mae, e foi preparada para a constru¢io da curva de calibracdo para a
determinagcdo do consumo de substrato. A partir da solucdo-mae, foram preparadas 7
aliquotas com ordem de dilui¢do de 0,2 g/mL, ou seja, em um intervalo entre 0 g/mL a

0,14 g/mL.
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A densidade 6tica (DO), foi medida para cada solucdo referente as aliquotas
diluidas (0 a 0,14 g/mL) e que correspondem a cada ponto (7 ponto ao total para cada

substrato). A DO foi medida em espectrofotdmetro ajustado para 480nm.

ApO6s 24 horas do processo de fermentacdo em estado sélido (FES), antes de dar
inicio a filtracdo a vdcuo, foram retirados 5 mL desse mesmo caldo e em seguida foi
levado para o espectrofotdometro (480 nm), para posteriormente ser analisado o consumo

de substrato em comparacao com a solu¢do-mae ja mencionada anteriormente.

4.8 - Determinacio do percentual de umidade das amostras

Para esta etapa, recolheu-se 2 mL do caldo extraido da fermentagdo e transferido
para cada eppendorf (duplicata de cada substrato) referente ao ponto da fermentacdo
(24h, 48h, 72h, 96h, 120h, 144h, 168h), previamente esterilizados, pesados e

identificados de acordo com o tempo de fermentacao.

Figura 11 — Eppendorfs contendo os extratos enzimdticos referentes ao tempo de

fermentacdo.

Apb6s o preenchimento dos eppendorfs com o extrato enzimdtico, foram
centrifugados por 10 minutos a 28 + 2°C por 10.000 rpm. Ao término da centrifugacio,
a biomassa foi separada do sobrenadante e o recipiente foi cuidadosamente pesado para
a determinacdo da massa timida da amostra (Mf). Posteriormente apds a secagem, o
eppendorf contendo a massa imida foi secado em estufa a 105 °C para a determinacdo
da massa seca (Ms). Do sobrenadante anteriormente separado, foi analisado o pH da

amostra em um pHmetro cuidadosamente calibrado.
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A determinagdo do teor de umidade para cada amostra de residuos apds a FES
baseou-se na andlise das massas dos residuos umidos e dos residuos secos (JfJNIOR,
2012). O percentual da umidade das amostras foram calculados de acordo com a

formula abaixo:

w=Mw/Ms).100 (%) )

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)

Mt = Massa total referente as amostras imidas/antes da secagem (nesse caso as médias

das M¢’s) (g).

4.9 — Determinacao do pH das amostras

A andlise do pH das amostras foi determinada pela coleta do sobrenadante
resultante da centrifugacdo correspondente a cada substrato e periodo. O pH foi
mensurado em pHmetro digital devidamente calibrado no inicio dos experimentos. Os

dados obtidos foram anotados para a construcao dos graficos posteriormente.

4.10 - Determinaciao da atividade invertasica pelo método de determinacao dos

acdcares redutores por Acido dinitrosalicilico (DNS)

O método DNS basicamente remete um método colorimétrico para a
quantificagdo de agucares redutores que inclui a reacdo da amostra com a participagao
do reagente DNS (4cido dinitrosalicilico) quando estd submetido a uma temperatura de
100 °C aproximadamente por cinco minutos (FONTES, 2009). Este método tende a
promover a reducdo do 4cido 3,5-dinitrosalicilico a dcido 3-amino-5-nitrosalicilico e,
simultaneamente na oxida¢do do grupo aldeido ou cetdnico a grupos carboxilicos, com

o desenvolvimento da cor laranja/marrom intensos (ROCHA, 2010).
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Para a fabrica¢do do reagente DNS, utilizou-se 2,5 g de DNS a uma solucdo de
hidréxido de sédio, seguida da adicdo de uma solu¢do contendo tartarato duplo de

potdssio e sédio (75g) em dgua destilada (125 mL), sob aquecimento constante (50 °C).

Para a determinacdo das concentragdes de acgucares, foi construida uma curva
padrdo a partir de uma solugdo de glicose que posteriormente foi diluida em aliquotas
com concentragdes conhecidas (100 a 700 mg/L). A curva padrdo é fundamentada na
observacdo dos valores da absorbancia das solucdes de mistura entre solucdo de glicose
e DNS, previamente preparadas. Com a determinacdo da curva padrdo, pdde-se
determinar o fator de concentracdo (Eq. 6) a partir do coeficiente angular da reta

ajustada.

1
Coeficiente Angular do reto ajustadn

Fator de concentracio = (6)

A andlise da atividade enzimdtica foi preparada a partir do aquecimento em
banho-maria das amostras enzimdticas (100 pL do extrato enzimadtico; 500 uL da
solucdo de sacarose 0,1 M e 400 uL de tampao acetato 100mM, pH 5,0 ) a 30 ° C por 30
minutos, e em seguida foi adicionado 1mL do reagente DNS para que ocorra o término
da reagdo. Uma solugdo “branco” ( 1 mL de DNS e 8 mL de 4gua destilada) foi
produzida visando evitar uma superestimativa da atividade da enzima. A atividade foi
determinada pela leitura da absorbancia em espectrofotometro (540 nm) dos extratos

enzimaticos juntamente com a solu¢cdo em branco (MOURA et al., 2007).

Figura 12 — Tubos de ensaios prontos para a leitura da absorbancia.

Fonte: A autora.
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Pode-se calcular uma unidade (U) de atividade de invertase pela quantidade de
enzima capaz de liberar 1 umol de grupos redutores, medidos como glicose, por minuto,
nas condi¢des de reacdo utilizadas. Portanto, os valores da atividade invertdsica (U)

podem ser definidos pela Eq. 7:

|:A£J3 do amostra -dbs branco :I.:: Fator de conc x Diluigdo

Invertase (U) = e (7

Onde:

Abs. da amostra = Absorbancia da amostra;

Abs. do branco = Absorbancia do branco correspondente;

Fator de conc. = Fator de concentracao da curva padrdo de glicose (mg/L);

Diluicao = Dilui¢ao do extrato enzimdtico (se a amostra nao for diluida ndo é necessario

adicionar essa varidvel a equacao);
540 = fator de conversdo para atividade (u.m.ab-1 x min-1).

Os dados foram devidamente anotados referentes a atividade invertdsica e uma
curva da atividade foi construida graficamente analisando os niveis de atividade
enzimdtica correspondentes a cada amostra coletada em fun¢do do tempo de

fermentacao.

4. 11 - Quantificacao de proteinas por Bradford

Para a determinacdo da quantidade de proteinas presentes nas amostras de
extrato enzimatico referentes a cada periodo de fermentagdo, preparou-se uma curva de
calibracdo utilizando Albumina bovina Sérica (BSA) (Sigma-A3059) como proteina
padrdo. A curva de calibracdo foi produzida a partir da leitura em espectrofotometro
(595 nm) de sete solugdes padrdes de concentracdes conhecidas e elaboradas a partir da

solugdo principal contendo o BSA.

A partir da reta de calibracdo, pdode-se obter a equacdo e o coeficiente de
correlacdo para as sete concentragdes de BSA essencial para a determinacdo da

concentracdo de proteinas presentes nas amostras enziméticas em estudo.



54

Na determinagdo da concentragdo de proteinas em solu¢des enzimdticas pelo
método de Bradford o corante dcido Croomassie Brilliant Blue G 250 (principal
constituinte do reagente Bradford) possui uma cor vermelha que muda para azul quando

estd ligado a uma proteina (BRADFORD, 1976).

Figura 13 — Apos a adicdo da solucdo de Bradford no extrato enzimatico.

Para esta andlise das concentracdes, misturou-se 500 uL. do reagente Bradford
com 500 puL da solugdo enzimdtica e para atingir o nivel minimo da altura de leitura no
espectrofotometro, diluiu-se a mistura em 1 mL de dgua destilada. O espectrofotometro
fez a leitura das absorbancias em 595 nm, contra uma solu¢do branco ( 500 puL do
reagente com 1,5 mL de &4gua destilada). Apds a determinacdo dos valores das
absorbancias, foi descontado o valor do branco das demais solucdes. A partir das
absorbancias obtidas, foi possivel calcular as concentragdes de proteinas presentes nas
amostras enzimaticas com o auxilio da equagdo obtida da curva de calibragc@o construida

previamente a partir da solu¢do contendo BSA.
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5 —_ RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 — Caracterizacgoes dos residuos secos

A producio de enzimas como invertase, amilase, celulase, pectinase e protease é
induzida pela presenca de nutrientes no substrato. Assim, torna-se indispensdvel a
caracterizacdo dos residuos secos do farelo de algaroba e farelo de arroz. Esta
caracterizacdo expde um conhecimento geral da composicdo e desempenho do residuo
que sdo importantes na sintese das proteinas de interesse, que neste caso trata-se das
enzimas invertase (ROCHA, 2010). A Tabela 5 apresenta os resultados da

caracterizacdo dos substratos utilizados no processo fermentativo por FES.

Tabela 5 — Caracterizacio dos residuos sélidos na fermentacao por FES.

Parametros Unidade Substrato 1 Substrato 2
analisados - Algaroba - Arroz
Umidade % 2,12 2,58
Sélidos °Brix 0,0 0,0
soluveis

pH 5,04 5,35
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Densidade g/mL 0,5491 0,4093

aparente

(--- Ndo determinado)

Na fermentacdo em estado sélido (FES), o pH do meio € um parametro
importante e bastante dificil de controlar. A padronizacdo do pH do substrato pode se
dar durante o seu pré-tratamento. Existem elementos com a capacidade tamponante, os
quais podem ser adicionados ao meio de modo a evitar a oscilacdo do pH. Esta adi¢cdo
pode ser efetuada desde que a substincia ndo exer¢a nenhum papel nocivo sobre a

atividade bioldgica (Pandey et al., 2001).

A densidade apresentada nos residuos de 0,5 g/mL e 0,4 g/mL para o farelo de
algaroba e farelo de arroz, respectivamente, revela que os residuos tendem a ndo se
compactarem completamente, fator este, bastante propicio ao desenvolvimento dos
micro-organismos. Os espacos vazios criados pelos residuos geram uma proveitosa
circulacdo de ar, que facilita o crescimento fungico do Aspergillus niger (SANTOS,

2007).

5.2 — Determinacao da Atividade Invertasica do processo fermentativo.

Griéfico 1 — Atividade da enzima invertase obtida da FES por Aspergillus niger I0C

4003 utilizando farelo de algaroba (S1) e farelo de arroz (S2) como substrato.
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Na presenca dos resultados obtidos experimentalmente em cada periodo de
fermentacdo, obteve-se uma taxa média de atividade enzimética de 2,13 (U/dia) e 1,20
(U/dia) utilizando como substrato o farelo de algaroba (Prosopis juliflora (SW) D.C.) e

o farelo de arroz (Oryza Sativa L.), respectivamente.

Diante do gréfico 1, pode-se observar que a cepa de Aspergillus niger IOC 4003
produziu a enzima de interesse, invertase, com a utilizacao tanto do substrato 1 (farelo
de algaroba) quanto do substrato 2 (farelo de arroz). Observa-se também, o crescimento
exponencial de ambas as atividades invertdsicas ao longo do processo fermentativo de
168 horas, ou, sete dias. Observa-se também, que o substrato com os niveis mais altos
de atividade enzimadtica foi o farelo de algaroba, chegando a 4,98 U em 168 horas de

cultivo.

Grifico 2 — Anilise entre a atividade enzimatica e o seu percentual de aumento da FES

utilizando farelo de algaroba.
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Grifico 3 — Anilise entre a atividade enzimatica e o seu percentual de aumento da FES

utilizando farelo de arroz.
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Pode-se observar que os valores em ambas fermentagdes foram crescentes, tendo
um pico maximo no tempo de 96 horas no substrato farelo de algaroba e 72 horas no
farelo de arroz. Em média, obteve-se um aumento da atividade enzimatica de 37,16%
durante o processo fermentativo do substrato 1 (algaroba) e 28,8% no processo

fermentativo utilizando o substrato 2 (arroz).

Tabela 6 — Unidades das atividades invertasicas em fun¢do do tempo de fermentacao.
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Periodo (h) Atv. Enzimatica — S1 Atv. Enzimética — S2

(U) (U)

24 0,15 0,13

48 0,2 UK

72 0,3 0,91

96 1,84 1,11

120 3,38 1,5

144 4,06 1,74

168 4,98 2,75

Avalia-se na Tabela 6 que de fato, a producdo da enzima invertase foi
satisfatoria nos dois processos, contudo, ha outras vertentes que devem ser analisadas,
uma vez que os niveis da atividade enzimatica nao foram tdo altos em compara¢do com

alguns trabalhos ja vistos na bibliografia.

A discussdo torna-se relevante pois hd a efetividade da produgdo enzimadtica a
partir dos substratos e micro-organismo utilizados, porém com niveis menores de
atividade em comparacdo com o trabalho de ROCHA et al. (2010), o qual utiliza o
farelo de arroz como substrato. Ressalta-se também que em sua pesquisa, ROCHA et al
(2010)., utiliza 30g do substrato para a sua fermentagao, diferentemente da concentracdo

de residuo deste projeto, onde foi empregado 3g de residuo para cada dia fermentado.
5.3 — Anadlise do crescimento celular e a sua produtividade

Grifico 4 — Curva de crescimento celular do Aspergillus niger por FES utilizando como

residuo o farelo de algaroba (Crescimento Cel 1) e farelo de arroz (Crescimento Cel 2).
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O crescimento celular foi obtido por peso seco conforme VAZ (2011), que € o

método em que consiste em seguir a evolu¢do do crescimento da concentracdo da

biomassa flingica produzida pelo processo fermentativo (g de massa seca / ml unidade

de volume) em funcdo do tempo (h). A curva apresentada no Gréfico 4 apresenta as

vdrias etapas do crescimento microbiano do Aspergillus niger nas duas fermentacoes

efetuadas. Observando-se o perfil de crescimento supracitado pode-se observar a

auséncia da fase lag, indicando a boa adaptacdo do metabolismo do microrganismo ao

meio de cultivo estudado. A méxima concentracdo celular atingiu o valor de 0,01 g/mL

no instante de 120 horas de cultivo e manteve-se até o término da fermentagcdo

utilizando o farelo de algaroba, j4 utilizando o segundo substrato, o farelo de arroz, a

maxima concentragao celular atingiu 0,0249 g/mL no instante de 144 horas de cultivo.
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O comportamento da produtividade do crescimento celular estd representado no
Griafico 5. Nota-se que a maxima produtividade (Px) ocorreu as 48 horas de cultivo com
o farelo de algaroba atingindo o valor miaximo de 2,5 x 10° g/L.h, momento este que
coincide com a fase log de crescimento celular j4 mencionado na Figura 5.4. J4 a
produtividade da fermentagdo utilizando o farelo de arroz, tem um pico maximo no 4°

dia (96 horas) atingindo um valor méximo de 5,8 x 10 g/L.h.

5.4 — Consumo de substrato pelo Aspergillus niger

Grifico 6 — Andlise comparativa do consumo de substrato do fungo filamentoso na

fermentagdo em estado sélido em fun¢do do tempo.
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Grifico 7 — Relagdo entre Consumo 1 e Atividade enzimatica 1 (Farelo de algaroba).
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Griéfico 8 — Relacdo entre Consumo 2 e Atividade enzimatica 2 (Farelo de Arroz).
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O Grafico 6 relata o consumo alimentar do micro-organismo em funcdo do

de fermentacdo. E indiscutivel que este consumo de substratos foi bastante
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satisfatério, uma vez que em ambos os casos, houve o decréscimo de nutrientes

oriundos do meio de cultivo planejado.

Pode-se perceber diante dos graficos 7 e 8, que o consumo de substrato foi eficaz
comparando com os niveis de atividade enzimadtica para os dois casos. Vale enfatizar
também, que hd uma relagdo inversamente proporcional entre este decréscimo de
substrato e o aumento da atividade enzimdtica, logo, a medida que os niveis do
consumo de nutrientes foram reduzindo, ocorreu um aumento significativo das taxas da

atividade enzimatica nos dois processos fermentativos.

5.5 — Umidade relativa na fermentacio em estado solido

Grifico 9 — Teor de dgua (Umidade) das amostras em funcio do tempo.
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A umidade das amostras é um dos fatores que mais influencia no processo de
fermentacdo e varia de acordo com a natureza de cada residuo utilizado, tipo de produto
a ser sintetizado e a necessidade do micro-organismo. Niveis elevados de umidade
podem causar uma diminuicdo da porosidade, baixa difusdo de oxigénio, apari¢do de
contaminacdo, perda no volume de gis e a reducdo de troca de gases. Em contrapartida,
os baixos niveis de umidade podem levar a um crescimento microbiano baixo em
comparacdo com o 6timo, baixo grau de utilizacdo do substrato e um crescimento na

tensdo da dgua (SANTOS, 2007).

A atividade da 4gua se relaciona diretamente com a quantidade de 4dgua
disponivel para o desenvolvimento do crescimento microbiano. O teor de 4gua do meio
(umidade) indica a concentragdo de dgua existente em determinado suporte (material)
sendo expresso em termos percentuais (SANTOS, 2007). A Figura 5.9, nos mostra a
relacdo do teor de dgua (Umidade) presente nas amostras em fun¢do do periodo de

fermentacao.

Com base no Gréfico 9 que representa a umidade percentual das amostras
enzimaticas no processo fermentativo, nas primeiras 24 horas de cultivo, as amostras
com algaroba apresentaram maior umidade no valor de 45,1 %. O nivel maximo de
umidade foi verificado com 96 horas utilizando a algaroba como substrato (72,8%) e em
72 horas com o farelo de arroz (50,3%). Estes valores estdo dentro dos padrdes da
fermentagdo em estado sélido, uma vez que os valores variam entre 18 e 85% segundo

PARIS (2008).

Nos estudos de OLIVEIRA (2013), diz que a umidade 6tima para o cultivo do
micro-organismo em FES € dependente da capacidade do substrato em reter dgua e os
niveis ideais para o cultivo do Apergillus niger € em torno de 40%, enquanto a polpa de
café € de 80%. Portanto as umidades obtidas, em média, sdo de 35,3% para o substrato
algaroba e 38,7% para o farelo de arroz. Logo, estes resultados evidenciam a eficdcia do
processo fermentativo e reafirma que para este parametro, a utilizacao do farelo de arroz

é ideal na FES.

5.6 — Analise da variacao do pH no extrato enzimatico da FES

Tabela 7 — pH das amostras enziméticas em funcio do tempo de fermentacao.
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Periodo (h)

24

48

72

96

120

144

168

pH - S1 - Algaroba pH - S2 - Arroz
5,13 4,95
5,05 6,23
5,91 6,36
6,1 6,05
6,34 6,00
6,42 6,05
6,31 6,02

Grifico 10 — Relagdo entre pH e atividade invertésica utilizando o farelo de algaroba

em funcdo do tempo.
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Grafico 11 — Relacdo entre pH e a atividade enzimadtica utilizando o farelo de arroz em

func¢do do tempo.
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O pH das amostras nas duas fermentacdes € expresso na Tabela 7, onde pode-se

observar que em ambos processos enzimaticos, inicialmente, possuem os valores mais

acidos durante o periodo de fermentacao.
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Os fungos filamentosos preferem o pH baixo para a manuten¢do do seu
metabolismo nos padrdes ideais em um processo de fermentacdo em estado sélido e
pode variar entre 4,0 a 6,5 (CASTILHO, 1997). Com isso, podemos observar a relagdo

entre variacdo de pH e atividade enzimatica nas fermentacdes nos Graficos 10 e 11.

O efeito do pH na qual o extrato enzimatico do Aspergillus niger apresentou
atividade maxima foi de 6,31 para a primeira fermentacdo e 6,02 para a segunda
fermentacdo utilizando os farelos de algaroba e arroz, respectivamente. Outros pHs
O0timos foram descritos com 3,85 para a invertase de Pycnoporus sanguineus
(QUIROGA et al., 1995), 4,5 para o trabalho realizado com a enzima produzida por
células de bambu (Bambusa edulis) (LIU et al., 2006), 5,5 para a invertase produzida a
partir da levedura Candida utilis (CHAVEZ er al., 1997) e 6,0 ¢ 5,5 para invertases da

bactéria Zymomonas mobilis intracelular e extracelular, respectivamente.

Por interferir diretamente com o estado de ionizacdo das cadeias laterais de
aminodcidos, o pH é um parametro muito importante para a manuten¢do da estrutura
protéica e da atividade das enzimas (COLLINS er al, 1990). A mudanca deste
parametro atinge a ionizagdo dos residuos de aminodcidos essenciais do sitio ativo, que
estdo envolvidos na ligacdo do substrato e sua transformagdo em produto (CHAVEZ et

al., 1997).

5.7 — Estudo da quantificacio de proteina no extrato enzimatico ao longo do

processo fermentativo
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Grafico 12 — Andlise da quantidade de proteinas presentes nas amostras enzimaticas em

funcdo do periodo de fermentagdo da FES.
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Grifico 13 — Andlise comparativa entre a quantidade de proteina presente na amostra e

a atividade enzimatica (substrato 1 — Algaroba).
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Grafico 14 - Andlise comparativa entre a quantidade de proteina presente na amostra e

a atividade enzimética (substrato 2 — Arroz).
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O gréfico 12 expde a relacdo entre a quantificacdo da concentracdo de proteina
bruta presente no extrato enzimdtico total a partir da FES utilizando os farelos de
algaroba e arroz, respectivamente. Observa-se que os niveis de proteina em ambos 0s
casos se divergem em func¢do do tempo. Logo, na primeira fermentacdo (algaroba como
substrato), ocorre uma considerdvel oscilacao entre os valores da quantidade de proteina
presente na amostra. Nota-se uma queda a partir das 24 horas, logo, de 0,26 mg/mL do
ponto das 24 horas chegando a 0,22 mg/mL as 48 horas de fermenta¢do. Houve outra
grande queda na concentragdo das proteinas, uma vez que em 72 horas havia uma
concentracgdo total de 0,22 mg/mL e foi para 0,129 mh/mL em 120 horas de cultivo. A
partir das 120 horas de cultivo, a quantidade de proteina foi aumentando

exponencialmente.

No Griéfico 13 observa-se que mesmo com a oscilacdo da quantidade de proteina
no extrato enzimatico, houve o crescimento da atividade invertdsica no processo
fermentativo. O periodo mais expressivo de sincronismo entre estes dois parametros, foi
a partir de 120 horas de cultivo, que mostra uma elevagdo da quantidade de proteina em

torno de 0,08 mg/mL e 1,6 U de atividade enzimaética.
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Na segunda fermentagdo (Gréfico 14), nota-se um O&timo crescimento da
quantidade de proteina no extrato enzimético. De 0,14 mg/mL presentes em 24 horas de
cultivo, o aumento foi exponencial ao longo dos dias. A quantidade de proteina méxima
foi obtida no 6° dia, 144 horas, com 1,16 mg/mL de proteina na amostra enzimadtica.
Vale ressaltar que mesmo com a queda da quantidade de proteina no 6° dia para o 7° dia
de fermentacdo, houve o aumento da atividade enzimdtica, permanecendo assim a
similaridade entre os pardmetros, aumento proporcional e estabilidade do processo

fermentativo.
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6 - CONSIDERACOES FINAIS

O rendimento da fermentacdo na produgdo de enzimas invertases utilizando o
fungo filamentoso Aspergillus niger IOC 4003 como agente transformador sob
fermentacdo em estado sélido (FES) utilizando dois residuos (Farelo de algaroba

e Farelo de arroz) como substrato foi bastante satisfatéria;

Pode-se perceber diante dos resultados obtidos que o consumo de substrato foi
bastante eficaz e quando comparado com os niveis de atividade enzimética para
nos dois casos, apresentou-se inversamente proporcional indicando assim um

bom desempenho;

Os niveis da atividade invertdsica aumentaram exponencialmente em pequena
escala até o ultimo dia de fermentacdo. O pico de atividade enzimdtica na
primeira fermentacio (Farelo de Algaroba) foi de 4,98 U e 2,75 U na segunda

fermentacdo (Farelo de arroz);

Diante do perfil do crescimento celular, pode-se notar a auséncia da fase lag
promovendo assim uma excelente adaptacdo do micro-organismo em ambas
fermentagdes. Houve um aumento crescente nos dois processos fermentativos
tendo assim, uma simultaneidade com a atividade enzimdtica. J4 na
produtividade, o valor coincidiu com o perfil analisado anteriormente, exceto
pela produtividade da segunda fermentagcdo (Farelo de arroz) que apresentou

duas quedas;

O nivel maximo de umidade foi verificado com 96 horas utilizando a algaroba
como substrato (72,8%) e em 72 horas com o farelo de arroz (50,3%). Estes
valores estdo dentro dos padrdes da fermentacdo em estado sélido, uma vez que

os valores variam entre 18 e 85% segundo alguns autores descritos no trabalho;
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No perfil da curva de pH das amostras nas duas fermentagdes observa-se que,
inicialmente, possuem os valores mais dcidos durante o periodo de fermentacdao

compondo assim um cardter dcido para produ¢do da enzima invertase;

Ja na quantificacdo da concentracdo de proteina bruta presente no extrato
enzimatico total a partir da FES, observa-se que hd uma oscilagdo para o
primeiro caso (Farelo de algaroba) e um 6timo aumento da concentragdo de

proteina para o segundo caso (Farelo de arroz).

Com os parametros avaliados neste trabalho, concluimos que hd uma grande
vantagem na utilizacdo dos residuos agroindustriais para a producdo de
invertase, uma vez que em ambos 0s casos, obtivemos a producdo da mesma.
Embora os niveis da atividade enzimadtica e crescimento celular estejam baixos,
o residuo mais indicado para este processo € o farelo de arroz, pois apresenta um
bom desempenho dos parametros: Atividade enzimadtica, consumo de substrato,

crescimento celular, pH e Quantificacdo protéica.

Sugestoes:

o Indica-se para as proximas fermentagdes, uma caracterizacdo mais
adequada para os residuos secos como hemicelulose, celulose, lignina,
cinzas, entre outros;

o A introducdo de novos residuos na fermentagdo em estado sélido para a
producdo da enzima invertase;

o Contagem das células na solugdo de esporos por camara de Neubauer
para que possa ser inoculado na matriz sélida (Residuo);

o Utilizagdo de um planejamento experimental.
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