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Resumo: A fermentacdo semi-sélida e a submersa podem ser aplicadas na producdo de
enzimas. Objetivando produzir proteases microbianas, utilizando o fungo Aspergillus
oryzae, formulou-se meios de fermentacéo semi-sélida, com mesocarpo e fibra da casca do
babacu, e submerso, com mesocarpo e sacarose. Para a fermentacéo semi-sélida apenas com
mesocarpo houve maior producdo de enzima proteolitica. Ambos os métodos fermentativos
produziram enzimas com ampla aplicacgéo industrial.
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INTRODUCAO

A fermentacdo semi-sélida é baseada no crescimento
microbiano na superficie ou dentro de uma matriz
solida, desde que esta possua a capacidade de retencao
ou absorcéo de liquidos. O nivel de atividade de agua
neste meio deve garantir o crescimento e a atividade
metabdlica microbiana, mas ndo deve ultrapassar a
capacidade maxima de ligagéo da 4gua com o material
solido (PINTO et al, 2006; VINIEGRA-
GONZALEZ, 1997). E oposto ao método de
fermentacdo semissélida, tem-se a fermentacéo
submersa, que € caracterizada pelo crescimento
microbiano em meio liquido, que possui alto teor de
agua livre (MAGANHOTO, 2020).

O método de fermentacdo submersa torna mais facil
a mistura, aeracdo, o controle dos pardmetros de
fermentacdo como pH, temperatura, oxigénio
dissolvido e concentracdo de moléculas solGveis em
agua, além de facilitar a separagdo da biomassa ao
final do processo, enquanto a fermentacgao semissdlida
€ mais vantajosa quando se analisa custo financeiro e
produtividade (FARINAS, 2015; HOLKER et al.,
2004).

Os processos de fermentacdo supracitados sdo
ferramentas importantes para a producdo de enzimas
de origem microbiana, ao passo que é cada vez maior
0 interesse da indUstria por microrganismos
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produtores de enzimas, pois estas possuem uma vasta
aplicabilidade nos mais diversos ramos industrias
(PEREIRA, 2014).

Entre as principais enzimas de interesse por parte da
indUstria estdo as proteases, que possuem uma ampla
aplicacdo nos mais diversos setores da industria e
representam expressiva no total de venda no mercado
mundial de enzimas, sendo 0os microrganismos uma
excelente fonte de enzimas proteoliticas. A fonte
microbiana para producdo de enzimas é considerada
um processo mais rapido, de facil obtencéo e de baixo
custo (KUMAR et al., 2005; RAO et al., 1998).

Os processos fermentativos para producdo de enzimas
apresentam-se uma excelente forma de utilizago de
produtos e subprodutos agroindustriais. A literatura
apresenta diversos trabalhos que utilizam residuos
e/ou subprodutos agroindustriais como substrato para
fermentacdo semi-sélida e submersa (LADEIRA et
al., 2010; PEREIRA, 2014).

Portanto, este trabalho objetiva a produgdo de
proteases de fonte microbiana utilizando a farinha do
mesocarpo do babacu (Orbignya speciosa) como
substrato e 0 agente de fermentacdo o fungo
filamentoso Aspergillus oryzae CCBP 001.
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MATERIAL E METODOS

Este trabalho de pesquisa foi desenvolvido no campus
avancado da Universidade Federal do Maranhdo, na
cidade de Imperatriz, Maranhéo.

A linhagem do fungo filamentosos utilizados neste
trabalho foi o Aspergillus oryzae CCBP 001
pertencente a colecdo de trabalho da Embrapa
Agroindustria Tropical, Ceara e cedida gentilmente a
Universidade Federal do Maranh@o.

Os principais equipamentos utilizados nesta pesquisa
foram: Fluxo laminar com recirculacdo de ar,
autoclave 75 litros, Incubadora DBO (Demanda
Bioguimica de Oxigénio) SOLAB SL - 117,
Centrifuga refrigerada, Shaker orbital com
refrigeracdo (Tecnal ®, modelo TE-4200), balangas
analiticas, espectrofotdmetro  UV/Visivel com
varredura.

Agente de Fermentagéo

O microrganismo utilizado nas fermentagdes foi o
fungo filamentoso Aspergillus oryzae CCBP 001,
pertencente a colecdo da Embrapa Agroindstria
Tropical e gentilmente cedido a Universidade Federal
do Maranh&o.

Os esporos do fungo foram ativados em tubos de
ensaios com meio agar batata dextrose inclinado e
incubados a 30°C por 7 dias em incubadora DBO
(SOLAB, SL - 117), esse processo foi repetido
transferindo esporos do &gar inclinado para um novo
tubo com &gar batata dextrose inclinado e incubados a
30°C por 7 dias em incubadora DBO. Na terceira etapa
de ativacdo os esporos do agar inclinado foram
inoculados em meio de farelo de trigo estéril em
Erlenmeyer de 125 mL e incubados por 5 dias a 30 °C
em incubadora DBO (marca SOLAB, SL - 117), para
soltar os esporos das particulas de farelo de trigo
utilizou-se solucdo Tween 0,3% (v/v). Posteriormente,
a suspensdo foi filtrada em gaze estéril e a solugdo
resultante foi quantificada em cAmara de Neubauer.

Meio de fermentacéo semi-solida

O meio de fermentacdo foi formulado com os
subprodutos mesocarpo e a fibra da casca do coco
babacu provenientes do processamento do coco
babacu. O mesocarpo foi obtido na Associacdo de
Quebradeiras de Coco da cidade de Cidelandia,
Maranhdo, Brasil. E a fibra da casca foi cedida pela
indUstria Tobasa Bioindustrial de Babagu localizada
na cidade de Tocantindpolis, Tocantins, Brasil.

Os recipientes de fermentacdo foram Erlenmeyer de
500 mL esterilizados em autoclave a 121 °C por 15
minutos, contendo 20 g do mesocarpo do coco babacgu
(meio controle - MC) ou 20 g de mesocarpo do coco
babacu adicionado de 3 g de fibra de coco babacu
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tratada (meio mesocarpo com casca do coco babacu -
MMCC). A fibra tratada ficou imersa em agua por 4
dias, sendo realizada sucessivas trocas de agua neste
periodo, e seca em estufa a 60 °C por 6 horas. O tempo
de fermentagdo foi de 96 horas, sendo retiradas
amostras a cada 24 horas para determinagdo da
atividade enzimatica.

As amostras coletadas foram adicionadas &gua
destilada, maceradas manual e filtradas a vacuo
utilizando papel de filtro para separar o extrato
enzimatico bruto (adaptada de FREITAS, 2013).

Meio de fermentacdo Submersa

Para o preparo do meio fermentativo do meio controle,
utilizou-se 20% de farinha de mesocarpo do babagu e
5% de sacarose a pH 5,5 (MC).

O preparo do meio de fermentativo padrdo adaptado
da metodologia de DAL MASO (2019) foi formulado
com 20 % de sacarose, 0,5 % de extrato de levedura,
1 % de NaNOs, 0,05 % de MgSQO, .7H,0 0,25 % de
KH2PO4, 0,05 % de NH4CI, 0,25 % de NaCl a pH 5,5.

A fermentacéo sera conduzida em agitador orbital do
tipo Shaker (Tecnal®, modelo TE- 4200) a 30 °C e
200 rpm com coleta de pontos a cada 24h, durante 96
h de processo. O contetdo total do frasco Erlenmeyer
foi filtrado em papel e o caldo fermentado
(sobrenadante) foi utilizado na determinacdo da
atividade enzimética.

Determinacédo de protease

Para a determinacdo da atividade proteolitica foi
utilizado o método de FREITAS et. al., (2015), onde o
extrato enzimatico foi diluido, 1 mL de amostras foi
adicionada a 1 mL de solucéo de azocaseina 0,5% em
tampéo acetato 50 mM, pH 5,0, aos tubos e incubados
em banho maria a 37 °C, por 40 min. A reacdo foi
paralisada com acido tricloroacético, centrifugada e o
sobrenadante reagindo com KOH. A atividade
enzimatica determinada foi considerada uma unidade
de atividade proteolitica (U) definida como a
quantidade de enzima que produz uma diferenga de
0,01 na absorbancia entre o branco e a amostra, por
minuto, utilizando a Equacéo 1:

A
_ (((Media Abs — Branco enz) * Dilui¢do)/UI

t

1)
Onde:
A — atividade proteolitica em (U/g);
Média aps — média das absorbancias;
Brancoen; — branco enzimatico;

Diluigdo — dilui¢do do extrato enzimatico;
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U, — 0,01 unidade de absorbancia;

t — tempo de reagdo em minutos;

Como instrumentos de analise de dados, utilizamos o
programa Excel 2016 e o software Origin Pro 2016 na
construcdo dos graficos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela Figura 1, podemos observar a atividade
proteolitica (U/g) versus tempo (h) de fermentacéo da
enzima, producdo da enzima pelo método em meio
semissolido. O gréafico da linha de cor azul, mostra a
atividade da enzima utilizando apenas o meio com
mesocarpo, ja& o grafico de cor verde, mostra a
atividade utilizando o meio com mesocarpo mais as
fibras do coco babagu.

O maior valor de atividade da enzima foi obtido no
meio formulado com mesocarpo, obtendo-se 2,78 U/g
+ 0,0092, comparado com o meio formulado com
mesocarpo adicionado de fibra que apresentou uma
atividade enzimatica de 2,31U/g £ 0,0028 em 72 h de
fermentacdo. O menor resultado de atividade
proteolitica foi obtido nos dois meios formulados,
onde, o meio formulado com mesocarpo produziu
1,0625 U/g + 0,0014, e no meio formulado com
mesocarpo adicionado de fibra obteve-se 0,75 U/g +
0,0028 de atividade em 24 h de fermentacdo, em razdo
do fungo filamentoso esta em processo de adaptacdo
ao meio fermentativo.

De acordo com as pesquisas de Freitas (2013) para a
producdo de extrato enzimatico proteolitico por
Aspergillus  oryzae CCBP 001 em reator
instrumentado por fermentacdo semi-solida, também
apresentou uma producdo maxima de atividade
proteolitica com aproximadamente 275 U/g em 72 h
utilizando torta de canola como substrato.

Segundo de Castro et al., (2009) que analisou o efeito
da quantidade inicial de &gua na sintese de protease
por Aspergillus oryzae em fermentagdo semi-solida
utilizando o farelo de algoddo como substrato,
alcancou produtividade proteolitica de 290,9 U/g em
48 h de fermentacdo. Valor superior ao determinado
nesta pesquisa com mesocarpo do babacu e fibra de
coco babacu.
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Figura 1. A atividade proteolitica em meio semi-
s6lidos com mesocarpo do babacu e mesocarpo do
babacu mais fibra de coco babagu.

Analisando a Figura 2, observamos a atividade
proteolitica (U/g) em funcéo do tempo de fermentagdo
(h), produgdo de enzimas pelo método de fermentagéo
submersa, obteve-se 0s maiores valores de atividade
proteolitica ocorreu no inicio do processo
fermentativo em meio formulado com sais e sacarose,
apresentando uma producéo de 5,38 U/g + 0,0113 em
24 h e 5,06 U/g £ 0,0028 em 48h, a partir desse
periodo houve um decréscimo na producgdo da enzima.
Os menores resultados da enzima ocorreram em meio
formulado com mesocarpo adicionados com sacarose
em 48 h de fermentacgdo, justificado pelo tempo de
acumulo da enzima no meio de fermentacdo ao longo
do processo fermentativo.

Observa-se que nos pontos de 72 h e 96 h em meio
formulado com sais e sacarose a enzima se manteve
constante, pois em meios fermentativos submersos as
enzimas sdo mais susceptiveis a inibicdo pelo
substrato. Contudo, o meio formulado com sais e
sacarose apresentou maior atividade proteolitica
comparado ao meio formulado com mesocarpo e
sacarose como substrato. Essa variagdo de atividade
proteolitica entre os meios, indica que os teores de
sacarose e sais na formulacdo do meio formulado com
sais e sacarose rico em acgucares favoreceu a elevada
atividade proteolitica.
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Figura 2. a atividade proteolitica em meios
submersos com mesocarpo de babagu e sacarose e
meio adaptado (sais e sacarose)

Dessa forma, a atividade proteolitica foi maior
utilizando 0 mesocarpo como substrato e comparada a
producdo da enzima pelo método de fermentacdo
submersa com o fungo filamentoso Aspergillus oryzae
CCBP 001 podendo ser justificado pela
biodisponibilidade de nitrogénio e demais moléculas
necessarias na sintese proteica.

Porém, observamos a necessidade de realizacdo de
estudo de otimizacdo da producdo enzimaética,
podendo utilizar um planejamento experimental de
mistura para escolha e formulacdo dos meios de
fermentacéo.

CONCLUSAO

A partir dos experimentos realizados por processos
fermentativos em estado semi-sélido e submerso
apresentado neste trabalho, foi possivel a obtencdo de
protease acida do fungo filamentoso Aspergillus
oryzae CCBP 001, utilizando os subprodutos de baixo
custo mesocarpo e fibra do coco babacu.

Verificou-se que os meios de fermentagdo submersa e
semi-solido, apresentaram producdo da enzima
proteolitica. Visto que obteve -se maiores resultados
de atividades proteoliticas em fungdo do tempo de
fermentacdo utilizando a fermentagdo semi-solida
com substrato mesocarpo e na fermentacdo submersa
adaptando o meio do substrato. E com isso, se torna
satisfatério a escolha dos substratos para 0 meio
fermentativo em que a produgdo de protease resultara
em maiores quantidades de atividade enzimatica.

Dessa forma, otimizando o processo de fermentacéo
em frasco Erlenmeyer e fazendo adapta¢es no meio
do substrato, utilizando substratos ricos em proteinas
e carboidratos podemos obter uma producdo da
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enzima proteoliticas em maior quantidade, que é de
grande importdncia o estudo das producdo e
aplica¢des da enzima.
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