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RESUMO

Muitos residuos gerados na agroindustria podem ser utilizados como substrato para producéo
de enzimas. A amiloglucosidase (AMG) é uma enzima utilizada pela indUstria de alimentos
para a fabricacéo de xaropes de glucose. A producéo de AMG por processos fermentativos
pode ser feita com o uso do Aspergillus awamori, pelo fato de ser considerado um
microrganismo seguro para aindustria alimenticia. Na fermentagdo em estado solido (FES), o
microrganismo € inoculado em um substrato onde a atividade de agua assegure o crescimento
e metabolismo celular e ndo excede a capacidade maxima de ligagdo de &gua com a matriz
solida. Neste trabalho foi estudada a possibilidade da utilizagdo de residuos agroindustriais
(gerados a partir do processamento de batata, cenoura e mistura desses residuos) para a
producéo da enzima amiloglucosidase (AMG) pelo microrganismo Aspergillus awamori
NRRL 3112. Foram realizados ensaios variando as seguintes condic¢des: teor de umidade de
90, 92 e 98%, relacionados ao tempo de fermentacdo e a agitacéo; teor de umidade de 30, 50,
70 e 90%; suplementacdo com fontes de nitrogénio (nivel de 2,209 (NH,).SO4/Kg de meio,
com e sem correcdo de pH) e fosforo (niveis de 3,8, 7,6 e 11,4g NaoHPO,/Kg de meio);
determinacéo da atividade enzimética em diferentes solugdes tampao, citrato-fosfato 0,1M e
pH 4,2 e tampéo acetato 0,02M e pH 4,2. Dentro das condi¢gdes empregadas, o tempo de 72
horas foi 0 mais adequado para a fermentacéo e producdo de AMG, obtendo-se aé 725,00
U/mL quando se utilizou residuo do processamento de batata. A agitacdo, dentro dos niveis
empregados, ndo se mostrou eficiente no incremento da atividade enzimatica. N&o houve
grandes diferencas nos resultados de atividade enziméatica em relacdo aos teores de umidade
de 90, 92 e 98% utilizados. Nos ensaios com meios com teor de umidade de 30, 50, 70 e 90%
as maiores atividades enziméticas constatadas foram de 65,98 U/mL com emprego de
umidade de 50% para o residuo do processamento de cenoura, 141,38 U/mL com umidade de
30% na utilizacdo do residuo do processamento de batata e 55,77 U/mL quando se fez mistura
de 50% de cada residuos com umidade de 70%. Nos ensaios com meios suplementados
apenas com fontes de fosforo, os melhores resultados de atividade enzimética obtidos foram
318,33 U/mL, com adicdo de 0,199 de NaHPO,/50g de meio para o residuo do
processamento de batata, 33,33 U/mL quando se utilizou residuo do processamento de
cenoura com adicdo de 0,19g de Na,HPO,/50g de meio, 125 U/mL foi obtido quando se fez a
mistura de 50% de cada residuo com adi¢éo de 0,19g de Na,HPO,/50g de meio. Quando se
adicionou fontes de fésforo e nitrogénio, os melhores resultados obtidos foram de 875 U/mL
com residuo de batata, sem correcéo de pH, adicionando-se 0,38g de NaoHPO,/50g de meio e
sem adicdo de fonte de nitrogénio, 141,66 U/mL com residuo de cenoura adicionando-se
0,38g de Na;HPO4/50g de meio, sem adicdo de fonte de nitrogénio e sem corregdo de pH. Nos
ensaios com diferentes solucbes tampdo obteve-se os melhores resultados de atividade
enzimética, de 51,66, 401,66 e 176,66U/mL, com residuos do processamento de cenoura,
batata e mistura desses, respectivamente, utilizando-se o tampéo citrato-fosfato 0,1 M, pH 4,2.
Pode-se concluir que a utilizagdo desses residuos como fonte para producéo de AMG é
tecnicamente viavel, contribuindo com o processo de agregacdo de valor econémico a sub-
produtos da agroindUstria e evitando o descarte destes na natureza.

Palavras-chave: amiloglucosidase, residuo de batata, residuo de cenoura, fermentagcdo em
estado sdlido, Aspergillus awamori.



ABSTRACT

Many types of agroindustrial wastes may be employed as substrate for enzyme production.
Glucoamylase is an enzyme used by the food industry to elaborate, for example, glucose
syrup. The glucoamylase production by fermentation processes may be done by Aspergillus
awamori, because this microorganism is considered safe to be used in food industries. In the
solid estate fermentation (SSF), the microorganism is inoculated in a substrate where the
activity of water allows the growth and cellular metabolism; however that doesn't exceed the
maximum water holding capacity of the solid substrate. In this work it was studied the
possibility of employing agroindustrial wastes (potato, carrot processing residues and mixes
of these residues), for glucoamylase production by the Aspergillus awamori NRRL 3112. The
experiments were made varying the following conditions: moisture levels of 90, 92 and 98%,
fermentation time and agitation; moisture levels of 30, 50, 70 and 90%; supplementation with
sources of nitrogen (level of 2,20g (NH4)>SO4/Kg of substrate, with and without pH
correction) and phosphorous (levels of 3,8, 7,6 and 11,49 NaHPO4Kg of substrate);
determination of the enzymatic activity in different buffers. pH 4,2, 0,1M citrate-phosphate
buffer pH 4,2, 0,02M acetate buffer. In the tested conditions, the time of 72 hours was the
most appropriate for the fermentation and production of glucoamylase, being obtained up to
725,00 U/mL when potato processing wastes was used. The agitation, as tested, was not
efficient in the increment of the enzymatic activity. There were not great differences in the
results of enzymatic activity with the studied moisture levels (90, 92 and 98%). In the
experiments with moisture levels of 30, 50, 70 and 90%, the highest enzymatic activities
verified were of 65,98 with 50% moisture for the carrot processing waste, 141,38 U/mL with
moisture of 30% and use of the potato processing waste and 55,77 U/mL when the substrate
was prepared by mixing 50% of each wastes with moisture of 70%. In the experiments with
substrate supplemented with sources of phosfhorous, the best results of enzymatic activity
obtained they were 318,33 U/mL, with addition of 0,199 of Na,HPO./Kg for the substrate
with potato processing waste, 33,33 U/mL when the carrot processing waste was used with
addition of 0,19g of Na;HPO,/Kg for the substrate; and 125 U/mL was obtained when the
substrate was a mix of 50% of each waste with addition of 0,199 of Na,HPO./Kg for the
substrate. When phosfhorous and nitrogen sources was added, the best results obtained were
of 875 U/mL with potato waste, without pH correction, being added 0,38g of Na,HPO./Kg for
the substrate and without addition of nitrogen, 141,66 U/mL with carrot waste, being added
0,38g of NaxHPO4Kg for the substrate, without addition of nitrogen and without pH
correction. In the experiments with different buffer solutions, best results of enzymatic
activity were of 51,66, 401,66 and 176,66U/mL, with carrot, potato wastes and their mix,
respectively, being used the pH 4,2, 0,1 M citrate-phosphate buffer. It can be concluded that
the use of those wastes as sources for production of glucoamylase is technically viable,
contributing with the process of value aggregation to sub-products of the agroindustrial
processing and avoiding the discard of these in the nature.

Key-words: glucoamylase, potato waste, carrot waste, solid fermentation, Aspergillus
awamori.
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1INTRODUCAO

Durante o processamento de alimentos, muitos residuos podem ser gerados. O tipo e
quantidade de residuo gerado dependem do tipo de matéria prima e processos utilizados. Parte
desses residuos é descartada e parte tem sido aproveitada na fabricacdo de racdo animal,
adubo orgénico e até mesmo outros alimentos.

Algumas propostas vém sendo apresentadas pelos setores ambiental e agroindustrial
visando minimizar o problema da alta producéo de residuos pelas industrias processadoras de
alimentos. Como exemplo temos a proposta ZERI: Zero Emissions Research Initiative, que
tem como objetivo despertar iniciativas inovadoras a producéo industrial, buscando a emisséo
zero de residuos em seus processos.

Ao fazer uso destes residuos como meio de cultivo, a fermentacdo submersa ou em
estado s6lido vem sendo apontada como tecnologia de grande potencialidade apresentando
vantagens de ordem econdmica quando utilizada para a producdo de enzimeas.

A enzima amiloglucosidase, utilizada pela indUstria de alimentos para a fabricacéo de
xaropes de glucose e frutose, producéo de alcool, como melhorador em panificacdo e na
industria fabricante de cerveja, € uma das mais produzidas pelo Aspergillus awamori, que
vem sendo também utilizado no setor industrial para obtencdo de a-amilase e protease pelo
fato de ser considerado um microrganismo seguro para a indistria alimenticia.

A amiloglucosidase (AMG) é uma enzima hidrolitica que catalisa a quebra das
ligagdes glicosidicas a-1,4 a partir de uma extremidade ndo redutora das moléculas de amilose
ou amilopectina do grénulo de amido e oligossacarideos relacionados liberando -D- glucose.
Em uma velocidade menor, a amiloglucosidase também atua hidrolisando as ligagdes a-1,6.

A fermentacdo em estado sdlido (FES), também chamada por alguns autores de

fermentagdo semi solida (FSS), € utilizada industrialmente por apresentar vérias vantagens
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como menor geragdo de efluentes, diminui¢do do risco de contaminagdo do meio, baixo
investimento e menor exigéncia de &gua, quando comparada a fermentacdo submersa.

Na FES, o microrganismo é inoculado em um substrato onde o contetdo liquido
ligado a ele estd em um nivel de atividade de agua que assegure o crescimento e metabolismo
celular, porém que ndo exceda a capacidade maxima de ligacdo de &gua com a matriz solida.

Este trabalho teve por objetivo avaliar a possibilidade de utilizagcdo de residuos do
processamento de batata e cenoura para a producéo da enzima amiloglucosidase por

Aspergillus awamori por fermentacéo em estado solido (FES).
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20BJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Contribuir com o processo de agregacdo de valor econdmico a sub-produtos da

agroindustria para producdo de AMG utilizando Aspergillus awamori NRRL 3112.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estabelecer os procedimentos para determinar a atividade da enzima AMG comercial
utilizando amido de milho pré-gelatinizado como substrato e a determinacdo de glucose
liberada por método enzimético especifico;

Obter o0 extrato aquoso do meio de fermentacdo solido a ser utilizado como fonte de
enzima AMG;

Determinar ainfluéncia da concentracéo do substrato na atividade enzimética;

Promover o processo de crescimento do microrganismo e producéo da enzima AMG
por Aspergillus awamori NRRL 3112;

Determinar o efeito da adi¢do de residuo agroindustrial do processamento minimo de
batata no crescimento do microrganismo e na producdo de AMG;

Determinar o efeito da adi¢do de residuo agroindustrial do processamento minimo de
cenoura no crescimento do microrganismo e na producéo de AMG,;

Determinar se ha sinergia na utilizagdo de residuo agroindustrial do processamento
minimo de batata e cenoura no crescimento do microrganismo e producdo da enzima AMG;

Analisar a influéncia do emprego de agitacdo externa nos reatores durante o
crescimento do microrganismo;

Determinar o efeito de diferentes teores de umidade do substrato na produgéo de

AMG;
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Verificar o efeito da suplementacdo do meio fermentativo com fontes de nutrientes
como fosforo e nitrogénio ao substrato paraobtencdo daAMG,;
Avaliar o efeito da utilizagdo de diferentes tampdes na determinacdo de atividade da

AMG;
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3REVISAO DE LITERATURA

3.1 MICRORGANISMO

Espécies do género Aspergillus formam o grupo mais importante de microrganismos
utilizados para a producéo de enzimas empregadas na indUstria alimenticia. Para maximizar a
produtividade, o bioreator é preferivelmente operado para altas concentracfes de biomassa e
ocorre que, as vezes, 0 meio de cultura tornase muito Vviscoso apresentando um
comportamento n&o-Newtoniano, ocorrendo problemas na mistura do meio, transferéncia de
calor e a provisdo de oxigénio torna-se critica (ZANGIROLAMI, 2000).

Os fungos do género Aspergillus crescem bem em concentractes elevadas de agUcar e
sal, portanto em muitos alimentos com baixo teor de atividade de agua. Os conidios desse
género de fungo possuem uma coloragdo esverdeada e seus ascOSporos se encontram dentro
de ascas cujos peritécios tém cor que varia de amarelo a avermelhado (FRAZIER e
WESTHOFF, 1993).

O género Aspergillus compreende mais de 100 espécies. Seu micélio é septado e sua
reproducdo assexuada. Algumas espécies, como 0 A. glaucus e A. repens, sdo importantes
agentes de deterioracdo de alimentos. Outras espécies, como 0 A. orizae e A. soyae, S0
utilizadas na producdo de alimentos. O A. niger é utilizado para a producdo comercial de
&cidos citrico, gluconico e galico e das enzimas B-galactosidase, amiloglucosidase, lipases e
pectinases. O A. oryzae € grande produtor de a-amilase e enzimas pectinoliticas (FRANCO e
LANDGRAF, 1996; FRAZIER e WESTHOFF, 1993).

Os varios fungos sintetizadores de amiloglucosidase, que sdo aivos em altas
temperaturas, sdo Aspergillus awamori, Aspergillus foetidus, Aspergillus niger, Aspergillus
oryzae, Aspergillus terreus, Mucor rouxians, Mucor javanicus, Neurospora crassa, Rhizopus

delmar, Rhizopus oryzae e Arthrosbotrys amenospora (NOROUZIAN et a., 2006).
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O Aspergillus awamori vem sendo usado industrialmente para a producéo de enzimas
como amiloglucosidase, alfa-amilase e protease. Pesquisas estéo sendo realizadas para uma
possivel utilizacdo dessa espécie para a producdo de outras enzimas como protopectinase,
xilanase e quimosina. O nivel de producéo de uma enzima em particular pode ser de dezenas
de gramas por litro de meio de cultura. Por exemplo, o A. awamori pode secretar mais de
20gL * de amiloglucosidase. Outra vantagem importante é que esse microrganismo tem uma
histéria de uso seguro para a fabricacdo de produtos alimenticios destinados ao consumo
humano, sendo considerado como ndo toxico e ndo patogénico (CUI et al., 1998).

O conhecimento de parémetros cinéticos do A. awamori é essencial para projetar,
aperfeicoar e modelar um processo industrial para producdo de amiloglucosidase. Tais
parametros podem divergir de acordo com as condigdes do meio de cultura, como pH,
temperatura, fermentacdo, tipo de substrato, oxigénio e forgas hidrodindmicas (FUJITA et al.,
1994; KOUTINAS et al., 2003; SILVA et al., 2002). A maioria destes estudos caracteriza 0s
par@metros cinéticos de A. awamori com provisdo de oxigénio adequada. Sendo um aerébio
estrito, € esperado que o A. awamori seja afetado severamente sob condi¢Bes limitadas de
oxigénio.

A seqliéncia de crescimento microbiano em meio de cultura, em condi¢fes 6timas,
envolve a germinag@o nas primeiras horas, seguida de um aumento gradual de temperatura
devido ao inicio das atividades metabolicas, uma taxa crescente das atividades metabdlicas, a
fase estaciondria e de declinio. A duracdo de cada etapa vai depender das condicbes de
fermentacdo, do microrganismo empregado e do produto que se desgja obter (SCHMIDELL

et al., 2001).
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3.2 SUBSTRATO

A escolha de uma adequada fonte de carbono é importante no sucesso da sintese do
produto desegjado. Os residuos agroindustriais sé0 0s substratos mais pesguisados. Em geral
s80 baratos, abundantes e apresentam composicao rica em materiais organicos (SANTOS et
al., 2005). Uma fonte de carbono facilmente degradavel como forma de energia também é
recomendada por Shumanti e Manju (2000).

Uma ampla variedade de suportes solidos naturais vem sendo usada na FES. Os
residuos da colheita e da agroindistria sd0 0s mais estudados, sendo que estes suportes
possuem a maioria dos nutrientes necessarios ao crescimento microbiano. No campo da
producdo de enzimas, vérios sdlidos naturais tém sido utilizados com sucesso, como o farelo
de trigo, de milho e de arroz, a cana de aglcar, a beterraba, o residuo do processamento de
banana, de batata e de chd, a casca de coco, o bagago de maga e de frutas citricas, afarinhade
trigo edemilho (BOTELLA et a., 2005).

O substrato ideal € aquele que prové todos os nutrientes necessarios aos
microrganismos para sua funcdo 6tima. O custo e disponibilidade sdo outras consideractes
importantes. Assim, a selecdo de um substrato solido apropriado possui um papel importante
no desenvolvimento de processos fermentativos eficientes (PANDEY et al., 1994).

Os microrganismos possuem requerimentos nutricionais e o fésforo € um deles. Esse
nutriente se incorpora em &cidos nucléicos e polimeros celulares. Assim, o fosforo deve ser
adicionado a0 meio na quantidade requerida para 0 processo fermentativo, pois caso segja
adicionado acima do teor necess&rio, pode ser toxico, inibindo a producéo enzimética
(YANTORNO et ., 1995).

Pandey et al. (1994) comentam que 0 aumento da concentragdo de nitrogénio no meio
provavelmente resulta em uma relagdo de C/N mais adequada, que € importante em qualquer

processo de fermentacdo e isso pode resultar em um aumento no rendimento enzimético.
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Entre as fontes de nitrogénio de origem organica, pode-se utilizar extrato de levedurae
extrato de malte, que é obtido a partir da cevada (YANTORNO et al., 1995).

Observou-se que em culturas suplementadas com fontes organicas de nitrogénio, como
L-alanina, L-metionina, &cido casaminico e peptona, houve reducdo na producdo de
amiloglucosidase (NOROUZIAN et al., 2006).

A relacdo C/N é de extrema importancia para o desenvolvimento do microrganismo e
consequente producdo enzimética. Em seu trabalho, Silva Jr. et al. (1999) concluiram que o
meio de composicdo afeta a proporcéo de isoenzimas no sobrenadante da cultura, eles
estudaram o efeito da relaggo C/N na producdo de amiloglucosidase produzida por
Aspergillus awamori, usando sulfato de aménio como fonte de nitrogénio e amido como fonte

de carbono, obtendo aividade de amiloglucosidase de 10,0 U.mg ™

com utilizacdo de
C/N=26 e atividade de amiloglucosidase de 4,0 U.mg ™ com utilizacio de C/N=10.

Os microrganismos utilizam como fonte de carbono diversos aglcares, tais como
glucose, sacarose, frutose, ou ainda polissacarideos como o amido e celulose. Como fonte de
nitrogénio, os sais séo freqiientemente utilizados, como o (NH4)2SO,, que costuma provocar
reducdes significativas do pH e, em alguns casos, fendmenos de inibicdo pelo sulfato,
aminoécidos ou uréia, a qual permite reduzir os problemas de controle de pH.
Alternativamente, para suprir as necessidades de linhagens mais exigentes e, em geral, com
caracteristicas nutricionais mal conhecidas, podem-se adicionar certos materiais complexos
como extrato de levedura, extrato de carne, extrato de malte, peptona, etc (SCHMIDELL,
2001). Estudos anteriores indicaram que a producdo especifica de diferentes formas de
amiloglucosidases ¢é afetada pela fonte e concentracdo de nitrogénio no meio, pela relacdo
CIN e fase de crescimento da cultura (AALBAEK et d., 2002).

A escolha do meio de cultura é téo essencial para 0 sucesso do processo fermentativo

guanto a escolha do microrganismo. Nem sempre 0 meio que permite o melhor
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desenvolvimento do microrganismo favorece a formagdo dessas enzimas. A produgdo Gtima e
os parametros que afetam a sintese enzimética devem ser investigados sempre, pois as
condi¢bes Otimas variam para os diferentes microrganismos, assim como para diferentes

enzimas (SANTOS et al., 2005).

3.2.1 O amido como substrato para producdo de amilases

O amido ¢é a principal substéncia de reserva das plantas superiores e fornece de 70 a
80% das calorias consumidas pelo homem. A matéria-prima esta disponivel em quantidade
suficiente e 0s processos industriais permitem que o amido seja extraido com elevada pureza.
Tratarse de uma matéria-prima renovavel, biodegradavel e ndo toxica. A producéo total
mundial esta estimada entre 25 e 45 milhdes de toneladas por ano. Depois dos aglcares mais
simples (sacarose, glucose, frutose, maltose), é o principal carboidrato que 0s vegetais
superiores sintetizam a partir da fotossintese. Entre as matérias-primas para sua extracao,
destacam-se as raizes e os tubérculos, como a mandioca e a batata, e os cereais, como o milho,
o trigo e o arroz (FRANCO et al., 2001). Também esta presente em varios residuos do
processamento de alimentos (JIN et al., 1999).

Os diferentes amidos apresentam propriedades diferentes e sdo utilizados na industria
de alimentos com diferentes propdsitos, tais como nutricional, tecnolégico, funcional,
sensorial e estético. O amido é a matéria-prima mais barata e abundante, principalmente para
a alimentacdo humana, sendo constituido por uma mistura de dois polissacarideos, amilose e
amilopectina, em proporgdes que variam de acordo com a espécie vegetal fonte desse amido
(RIBEIRO e SERAVALLI, 2004).

A amilose é formada por uma cadeia linear de unidades de a-D-glicopiranoses unidas
por ligagdes glicosidicas a-1,4 (Figura 1). Ela pode conter de 350 a 10000 unidades de

glucose em sua estrutura. Apresenta estrutura helicoidal, a-hélice, formada por pontes de
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hidrogénio entre os radicais hidroxilas das moléculas de glucose (RIBEIRO e SERAVALLLI,

2004).

Figura 1: Estrutura da amilose
FONTE: Matuda (2004)

A amilopectina apresenta uma estrutura ramificada, constituida por cadeias lineares de

20 a 25 unidades de a-D-glucose unidas em a-1,4. Essas cadeias estdo unidas entre S através

de ligagbes o-1,6 (Figura 2). A amilopectina € constituida por 10 a 500 mil unidades de

glucose e apresenta uma estrutura esférica (RIBEIRO e SERAVALLI, 2004).

Hy0H

OH

Figura 2: Estrutura da amilopectina
FONTE: Matuda (2004)
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A Tabela 1 nos fornece dados referentes as propriedades da amilose e amilopectina.

Tabela 1 - Propriedades da amilose e amil opectina

Palissacar ideo Amilose Amilopectina

Peso molecular 50 000 a 200 000 100 000 a vérios milhdes
LigagOes glicosidicas a-1,4 o-1,4; 0-1,6
Suscetibilidade a retrogradacao Alta Baixa

Produtos da agéo da p-amilase Maltose Maltose e B-dextrinas
Produtos da acéo da D-glucose D-glucose
amiloglucosidase

Estrutura molecular Linear Ramificada

Fonte: Fennema (2000)

A hidrdélise do amido, tanto para fins analiticos quanto para industriais, pode ser feita
por processo quimico e enzimético. O amido ndo tem sabor, mas seus produtos de hidrolise

apresentam gosto adocicado, como a maltose e glucose (FRANCO et a., 2001).

322 O emprego de residuos agroindustriais como matériaprima para processos
biotecnoldgicos

Os processos hiotecnoldgicos vém sendo amplamente difundidos em vérios segmentos
industriais. Isto se deve, principalmente, ao grande desenvolvimento desta area, impulsionado
pela busca do aproveitamento de residuos industriais. Tais processos possuem uma série de
vantagens em relagd aps processos quimicos convencionais. I1sto porque a maioria dos
materiais de natureza organica, como subprodutos da agroindUstria de baixo valor comercial,
porém de elevado teor de carboidratos, podem constituir o substrato para 0S processos
fermentativos (MEINHARDT et al., 2005). Além disso, a biotransformacéo gera residuos e
produtos biodegradaveis. As transformac6es microbianas tém o direcionamento do sistema de
reacdo para a obtencdo de um produto definido. A aplicagcdo de residuos agroindustriais em
bioprocessos disponibiliza substratos alternativos e ajuda a resolver problemas relacionados a
disposicao inadequada de residuos solidos (MAROSTICA e PASTORE, 2005).

Jin et a. (1999) comentam que existe preocupacdo sobre os residuos gerados e
problemas de polui¢do que eles vém causando. Embora a reciclagem desses recursos precise

ser uma atividade economicamente viadvel para o desenvolvimento sustentvel, tanto o
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aumento da consciéncia ambiental quanto os motivos econdmicos colaboram na necessidade,
de paises desenvolvidos e em desenvolvimento, de se fazer melhor uso de seus recursos.

O Brasil, pelas caracteristicas climaticas e territoriais, possui biodiversidade sem igual
no mundo e grande abundancia de biomassa e residuos agro-industriais, que constituem a
matéria-prima para 0s processos biotecnologicos. Esses fatores mostram o desenvolvimento
dos bioprocessos no pais, de forma a auxiliar no desenvolvimento de novos produtos e na
reducdo de custos de diversas substancias (LEAL et al., 2000).

Segundo Souza e Santos (1998), a América Latina produz mais de 500 milhdes de
toneladas de subprodutos e residuos agroindustriais, sendo que desses, o Brasil produz mais
da metade, residuos esses que poderiam ser mais bem aproveitados.

Nos processos de producdo de enzimas para usos industriais, estes residuos e
subprodutos tém recebido interesse especial devido ao comércio anual de enzimas, estimado
em U$ 1,5 bilhdes no mundo no ano de 1999 (RIZZATTO et a., 2000).

De acordo com Senhoras (2003), no campo da comercializac8o de enzimas, o Brasil é
consumidor de produtos importados. Nos Ultimos anos, especial atencdo vem sendo dada para
minimizagdo ou reaproveitamento de residuos solidos gerados nos diferentes processos
industriais. Os residuos provenientes da industria e comércio de alimentos envolvem
quantidades apreciaveis de casca, carogo e outros elementos. Esses materiais, além de fonte
de matéria orgéanica, servem como fonte de proteinas, enzimas e 0leos essenciais, passiveis de
recuperacdo e aproveitamento.

Lana et al. (2001), avaliando diferentes variedades de cenoura para producéo de mini
cenouras, sugerem que o residuo desse processo seja destinado a ragdo animal ou utilizado
como adubo organico.

Dalsenter (2000) utilizou o bagagco de mandioca como meio de cultivo em processo

fermentativo sdlido para a produgdo da enzima amiloglucosidase, utilizando o fungo
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Aspergillus awamori ATCC 22342. Também utilizou o bagaco da mandioca e o residuo
solido do processo de fermentacdo para producéo de indculo do cogumelo shiitake. Pelos
resultados obtidos quanto a atividade de amiloglucosidase e producéo de indculo de shiitake,
foi concluido que o bagaco de mandioca € um residuo com perspectivas de aplicacOes para
indUstrias de transformagao.

Silva et a. (2002) estudaran 0 uso de producdo de pectinaliase (Pl) e
poligalacturonase (Pg) por cepa de Penicillium viridicatum Rfc3, em fermentagdo em estado
solido usando bagaco de laranja, tegumento de milho, farelo de trigo e cascas de manga e
banana como fontes de carbono. Quando os residuos foram utilizados isoladamente, o valor
méximo de atividade de Pg (30 U g™) foi observado em meio de farelo de trigo, enquanto que
o valor méximo para atividade de Pl (2000 U g™) foi obtido em meio de bagaco de laranja.
Misturas de cascas de banana ou de manga com bagaco de cana-de-agUcar, 50% p/p,
resultaram em aumento na producéo tanto de Pl quanto de Pg, quando comparado com os
experimentos nos quais esses materiais foram usados isoladamente. A mistura de bagaco de
laranja e farelo de trigo, 50% de cada, elevou a producdo de Pg e Pl para 55 U.g™ e
3540 U.g™, respectivamente.

De acordo com Souza et a. (1996), a amilose e amilopectina provenientes da batata
mostram alto poder dextrinizante da enzima afa-amilase sobre esses polissacarideos,
indicando entdo que provavelmente o residuo da batata € um bom substrato para a producéo
da enzima amiloglucosidase.

Zaldivar-Aguero et al. (1997) afirmaram que o meio de cultura é um elemento
fundamental em um processo de fermentacdo, isto se confirma também na producdo de
amiloglucosidase por Aspergillus sp. Esse fungo necessita de maltose para sintetizar grandes
guantidades de amiloglucosidase, o que se pode obter em boa quantidade na batata e em seus

residuos.
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A grande preocupacdo ambiental desencadeou uma procura intensa por processos
alternativos, as chamadas "tecnologias limpas'. As enzimas fazem parte dessas tecnologias e
poderdo, gradativamente, substituir muitos componentes quimicos utilizados nos processos
industriais atuais. 1sso demonstra a capacidade de minimizagdo de problemas ambientais
oferecida pelas enzimas. As enzimas podem ser empregadas em baixas temperaturas e
condi¢Bes amenas, usadas para substituir condi¢cdes e componentes quimicos resultando em
economia de energia e diminuicdo da poluicdo e utilizadas para o tratamento de residuos
biologicos. Além disso, as enzimas em si S0 biodegradaveis, ou sgja, sdo facilmente
absorvidas pela natureza. Como sdo altamente especificas, ndo produzem efeitos inesperados
no processo de producdo. As indUstrias estdo diante de um grande desafio. Elas precisam
proteger o0 meio ambiente e, a0 mMesSmo tempo, oferecer 0s produtos, 0S Servicos e 0s
empregos exigidos pela sociedade. Com a conservagdo dos recursos naturais e a protecéo ao
meio ambiente tornando-se cada vez mais importantes, o caminho para novas aplicactes de

enzimas est aberto nos mais variados tipos de industrias (NOVOZY MES, 2004).

3.3 ENZIMAS

Provavelmente, a primeira utilizagdo de uma enzima pelo homem foi pela adicdo de
extrato do estdmago do bezerro para coagular o leite, a fim de se obter queijo. Foi também
uma protease que pela primeira vez foi imobilizada, conforme registra Plinio, filosofo grego,
a0 descrever como um soldado romano usava um bastdo de figueira para agitar e
eventualmente coagular o leite. Os fermentos para péo, vinho e cerveja, 0 coaho para queijo e
a “mée do vinagre” sdo outros exemplos da utilizacdo desses catalisadores bioldgicos,
manipulados até a metade do seculo XIX. Varias enzimas comerciais foram estudadas e
desenvolvidas, como as proteoliticas, pectinoliticas e outras que passaram a ter aplicacdo nas

indUstrias de alimentos, além de usos medicinais e domésticos. A aplicacdo das enzimas

amiloliticas fungicas ganhou impulso sob o estimulo da Segunda Guerra Mundial, permitindo
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a fabricagcdo de vérios tipos de xaropes, além do malte de cereais. A introducéo de enzimas
amiloliticas fungicas para aplicacdo na panificagdo ocorreu no inicio de 1950, enquanto o
emprego dessas enzimas nas destilarias de dcool também foi revivido durante a Segunda
Grande Guerra em virtude da necessidade de abastecimento daquele combustivel
(ROITMAM et al., 1988).

As enzimas sdo catalizadores organicos, produzidos por células vivas, que governam
as reacfes quimicas nos processos vitais. Uma vez elaborada por uma célula, uma enzima
podera atuar independentemente da célula se condi¢des apropriadas forem mantidas. Todas as
enzimas sao compostas basicamente de proteina, embora muitas possuam um grupo prostético
ndo protéico. Uma das principais caracteristicas das enzimas é sua especificidade sobre o
substrato. As enzimas agem sobre um nimero muito limitado de compostos e ndo tem
qualquer efeito sobre outros (LIMA et a., 2001).

Em biotecnologia, as enzimas sdo de extrema importancia e a maioria delas provém de
microrganismos. O mercado mundial de enzimas € grande, sendo que essas enzimas s80
produzidas por microrganismos que foram selecionados na natureza e, geralmente,
modificados geneticamente para uma producéo mais eficiente e para atuar em processos que
possam ser realizados em temperaturas mais elevadas ou em outras condicOes de estresse
(SERAFINI et &., 2001).

Muitas enzimas utilizadas de diferentes maneiras sdo produzidas por fungos. Entre
elas temos as amilases, beta - glucanases, celulases, catalases, glucose — oxidase, lactases,
lipases, pectinases, reninas e ligninases. Mulitos laboratérios e ingtituigdes publicas e privadas
vém despendendo uma grande soma de recursos financeiros e humanos para obter enzimas
mais eficientes, de melhor qualidade e menor preco, pelo emprego de tecnologias cléssicas e
modernas (SERAFINI et al., 2001). Na Tabela 2 est@o apresentados alguns metabdlitos de uso

industrial produzidos por fungos filamentosos.
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Tabela 2 - Metabdlitos de importanciaindustrial produzidos por fungos filamentosos

Micr or ganismo Produto

Aspergillus sp. Lipases, pentosanases, proteases

A. niger B-glucanase, celulase, glucoamilase, glucose oxidase, lactase, pectinase
A. oryzae A-amilase

A. awamori Glucoamilase

Trichoderma sp. Dextranase, celulase

Penicillium sp. Dextranase

Mucor sp. Renina

Fonte: Wainwright (1992)

A industria da bioconversdo é responsavel pela demanda de quatro principais enzimas
gue sdo: a protease, a amiloglucosidase, a a-amilase e a glucose-isomerase. Estas enzimas séo
compostos de natureza protéica que possuem capacidade Unica de catalisar as numerosas
reacOes bioquimicas que ocorrem em organismos vivos. A singularidade desses compostos
decorre do alto grau de especificidade ao substrato em que atuam (ROITMAM et al., 1988).

A amiloglucosidase €, na sua maior parte, produzida por linhagens dos fungos
Aspergillus e Rhizopus, sendo que, dentre essas, a amiloglucosidase de Aspergillus € a mais
termoestavel. A amiloglucosidase catalisa eficientemente a reagcdo de sacarificagdo do amido
dentro de uma faixa estreita de temperatura (LEMOS et al., 2003).

Moreira et al. (1999) comentam em seu trabalho que as enzimas a-amilase e
amiloglucosidase, parcialmente purificadas, exibiram méxima atividade na faixa de pH entre
4,5-6,0, apresentando grande estabilidade sob condi¢des écidas (pH 4,0 a 7,0). A méxima
atividade ocorreu em temperaturas entre 50 e 60°C, apresentando estabilidade por mais de 10
horas a 55°C.

As amilases tém grande importéancia em biotecnologia, apresentando largo campo de
aplicacdo. Enzimas amiloliticas sdo utilizadas na indUstria de panificacdo para dar a estes
produtos um volume maior, cor melhor e maciez. Na producéo de glucose e frutose, as
amilases sdo usadas para hidrolisar as moléculas de amido. Nas indUstrias de papel, utilizam-

se amilases para protecdo do papel contra danos mecanicos e melhoria do acabamento final.
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Amilases também tém sido utilizadas em alimentos para bebés e adicionadas aos
cereais para baixar sua viscosidade e em fabricas de cerveja para produzir cerveja clara
(NOROUZIAN et al., 2006; SPIER et al., 2005). Hansen et al. (1994) citam o uso da
amiloglucosidase para a fabricagdo de sorbitol, um edulcorante utilizado por diabéticos. As
amiloglucosidases sdo glicoproteinas secretadas usualmente com diferentes pesos moleculares
num meio de cultura (HEIMO et a., 1997).

Na producdo industrial de amiloglucosidase é fregiiente o0 emprego de microrganismos
do género Aspergillus. Verificou-se em cultivos descontinuos uma estabilidade no
comportamento do microrganismo relativa a capacidade de crescimento e producéo da enzima
apos trés anos de armazenamento dacepa (KILIKIAN et al., 1992).

Labeille et a. (1997) afirmam em seu trabalho que a indUstria de amido € a segunda
maior consumidora de enzimas, movimentando milhdes de délares todos os anos, e a principal
enzima consumida para conversdo de amido em xaropes e etanol € a amiloglucosidase. A
proposta desses autores foi a de desenvolver uma enzima degradante efetiva que reduzisse
custos na producdo de etanol a partir da farinha de trigo. A preparacdo enzimatica foi
desenvolvida por sacarificacéo de farinha de trigo que foi usada para preparagdo de etanol e 0
microrganismo utilizado foi o Aspergillus niger. Os autores obtiveram como resultado uma
enzima equivalente a padréo (comercial) efetiva na sacarificagdo de farinha de trigo.

Birch et al. (1981) citam que a amiloglucosidase faz parte do complexo amilo-1,6-
glucosidase/ 4-a-D-glucanotransferase, o qual, junto com fosforilase, promove degradacéo
total do glicogénio em glucose-1-fosfato e glucose.

A producdo de amiloglucosidases ocorre exclusivamente por meio de fungos, sendo
que as caracteristicas bioguimicas dessa enzima, quando produzida pelo microrganismo
Aspergillus awamori, sdo pH 6timo de 4,5, temperatura 6tima de acdo de 60°C, pH de

estabilidade entre 5,0 e 9,0, temperatura de estabilidade acima de 50°C e peso molecular de
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83.700 a 88.000 daltons (Rose, 1980). Segundo Tanuja et al. (1997), essa enzima apresenta
ponto isoelétrico de 3,4 e abaixo desse valor torna-se carregada positivamente. Esses dados
sd0 condizentes com as conclusdes obtidas por Hata et al. (1997), que produziram
amiloglucosidase utilizando o Aspergillus oryzae com as mesmas caracteristicas da obtida por
Rose (1980).

Apesar de outros microrganismos também produzirem amiloglucosidase, a produzida
por fungos do género Aspergillus é preferida por sua maior termoestabilidade. O peso
molecular da amiloglucosidase varia de acordo com a fonte fungica, de 48.000 a 90.000
daltons (NOROUZIAN et a., 2006).

A amiloglicosidase (a-D-1,4 glicanglicohidrolase), também conhecida como
glicoamilase, € uma exoenzima que catalisa a reacdo de hidrélise das ligagdes a -1,4 € 0-1,6
das extremidades ndo redutoras do amido e de outros polissacarideos transformando-os em
glucose. Sua vantagem reside no fato de acancar altos rendimentos, proximos ao
estequiométrico. A sintese de amiloglicosidase € regulada pelos mecanismos de inducéo e
repressdo catabolica. A inducdo é ocasionada pela presenca de amido ou polissacarideos
derivados do amido, enquanto a repressdo € resultante da presenca de fontes de carbono mais
facilmente assimilaveis, como € o caso da glucose, sendo por esta razéo conhecida como
“efeito glucose” (ALLEN et al., 2002; ANTO et al., 2006; BAI et al., 2006; FACCIOTTI et
a., 1996; HEIMO et al., 1997; MINAMI et al., 1999; NATARAJAN e SIERKS, 1996;
NOROUZIAN et al., 2006; PAMBOUKIAN, 1997; SILVA et al., 2005; THORSEN et al.,
2006). Vérias enzimas sdo inibidas na presenca do produto final da reacdo. No caso da
amiloglucosidase, a glicose exerce efeito inibitorio (BESCHKOV et al., 1984; KUSUNOKI et

al.,1982).
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Uma das demandas da bioindistria tem sido o desenvolvimento do controle de
estratégias a fim de manter os processos sob condigdes étimas, as quais possam aumentar
significativamente a produtividade (KOUTINAS et al., 2003).

As amiloglucosidases fungicas sdo mais efetivas em valores acidos, mas elas possuem
um pH étimo de acéo diferente. Por exemplo, uma das trés amiloglucosidases produzidas por
fungos nemat6fagos Arthrobotrys amenospora foi mais ativaem pH 6,0 e as outras duas em
pH 5,6 (NOROUZIAN et al., 2006).

O sucesso comercial de amilases esta ligado a utilizagéo de biomassa amilécea crua na
industria. Para producdo industrial de etanol, tém sido utilizadas vérias matérias-primas como
milho, trigo, arroz, sorgo e batata, as quais séo produzidas em grande escala no mundo todo e

seus residuos podem ser utilizados como fontes de energia renovével (SONI et al., 2003).

3.4 PROCESSO FERMENTATIVO SUBSTRATO SOLIDO

A definicdo de substrato solido varia muito entre os pesquisadores que trabalham com
processos fermentativos. De acordo com Del Bianchi et al. (2001), a fermentacéo em estado
solido possui outras denominagdes como “fermentacdo em substrato sdlido”, “fermentacéo
em meio semi-solido”, ou simplesmente “fermentacdo semi-slida’. Como forma abreviada
pode-se utilizar a sigla FSS, embora alguns pesquisadores prefiram usar as siglas FMS ou
FES.

A fermentacdo em estado sblido pode ser definida como “processos que se referem a
cultura de microrganismos sobre ou dentro de particulas em matriz solida (substrato ou
material inerte), onde o contelido de liquido (substrato ou meio umidificante) ligado a ela esta
a um nivel de atividade de &gua gque assegure o crescimento e metabolismo das células e, ao

mesmo tempo, ndo exceda a méxima capacidade de ligagdo de agua com a matriz solida’,
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ressalvando que o substrato ndo tem que ser necessariamente insolivel em agua e, desta
forma, ser sdlido (DEL BIANCHI et d., 2001).

Daniel et al. (1996) e Botella et al. (2005) definem a fermentagdo em substrato sblido
como sendo um meio composto de materiais insollveis em &gua para O crescimento
microbiano. Todavia, o substrato deve conter umidade suficiente absorvida na matriz solida,
sendo seu teor dependente da natureza do material utilizado.

Segundo Rodrigues e Santana (2001), a diferenca basica entre as fermentactes em
estado solido e cultura submersa esta no contetido de &gua do substrato. Enquanto na cultura
em estado solido, o contelido de &gua do substrato varia entre 40 e 80%, na cultura submersa
tipica, o contetido de agua € superior a 95%.

A &gua necessaria para 0 microrganismo se desenvolver neste tipo de processo existe
sob forma absorvida ou complexada na matriz solida, sendo assim, € melhor expressa em
termos de atividade de agua e ndo em umidade absoluta (MURTHY et al., 1993).

A fermentacdo em estado sblido envolve o crescimento de microrganismos em
substrato solido Umido. Os nutrientes do substrato, neste caso, estdo heterogeneamente
distribuidos, ndo estando igualmente disponiveis para utilizacdo do microrganismo
(LONSANE et al., 1985).

A fermentacdo em estado s6lido é uma técnica bem conhecida e teve um crescimento
importante. Para alguns processos especificos, particularmente produgdo de enzima, 0S custos
dessa técnica sd0 mais baixos quando comparada a fermentacdo submersa. No campo de
producdo enzimética foram empregados varios sblidos naturais como trigo, milho, arroz,
cana-de-acUcar, beterraba, restos de banana, batata, chas, coco, macad e frutas citricas
(BOTELLA, 2005).

Para a producdo microbiana de enzimas, podem ser utilizados diferentes processos,

sendo mais usados os de fermentacéo semi-solida e os de fermentacdo submersa. No primeiro,
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0 substrato sdlido, arejado e umedecido com &gua, € misturado e inoculado e o microrganismo
cresce durante véarios dias e as enzimas sdo secretadas na superficie imida do meio solido,
sendo extraidas com agua ao final do processo. Na fermentacdo submersa, o organismo &
inoculado no meio esterilizado contido no reator que € mantido com agitacdo, aeracdo,
temperatura e pH controlados, por periodos que variam de 12 horas até uma semana,
conforme o tipo de enzimas e condigdes empregadas. As enzimas produzidas por esses
processos sao extracelulares, podem ser facilmente recuperadas da cultura e seu
processamento posterior € relativamente simples (ROITMAM et al., 1988). O processo de
fermentagdo semi-sblida, além de prover os nutrientes necessérios para a cultura, também
Serve como um suporte para o crescimento do microrganismo (SELVAKUMAR et al., 1998).

A fermentacdo em estado Sdlido (FES) tem sido muito empregada para processos de
bioconversdo. A FES possui um grande potencial para producéo de enzimas. Apresenta,
comparativamente a fermentacdo submersa, um custo de producdo menor. A necessidade da
reducdo destes custos requer métodos alternativos, sendo a FES uma dessas alternativas
(PANDEY, 1992). Edte tipo de fermentacdo € tradicional em alguns paises e possuem alto
potencial para a producéo de enzimas amiloliticas (SPIER et al., 2005).

Segundo Del Bianchi et al. (2001) e Anto et al. (2006), o processo em estado semi-
solido apresenta algumas vantagens em relacdo ao processo submerso:

a) Apresenta uma aceleragcao nataxa de reagdo devido ao direto contato entre o substrato
€ 0 microrganismo;
b) Vérios estudos apontam que o substrato utilizado é relativamente simples,
necessitando, em muitos casos, somente de adi¢cdo de &gua ou uma peguena correcao

do meio com aintroducgéo de fontes de nitrogénio e de outros nutrientes minerais;



c) Devido a menor quantidade de agua empregada, 0 volume do reator deve ser sempre
bem menor que a operagdo similar em processo submerso, o que ira reduzir os custos
de capital investido assim como 0 espago ocupado necessario ao processo;

d) Essa baixa quantidade de agua empregada também deve reduzir os custos de capital
investido e de energia consumida na recuperacdo do produto;

e) A utilizagdo de agitacdo continua raramente € necesséria, podendo ser empregada,
ocasionalmente, apenas uma leve mistura do substrato;

f) Os baixos teores de umidade empregados, somados a alta concentragdo de inoculo
incorporado a0 meio, reduzem, ou muitas vezes até eliminam, o problema de
contaminag&o por outros microrganismos indesejaveis;

g) As condi¢cbes de crescimento empregadas sdo, em geral, similares as condicOes
naturais de crescimento dos fungos filamentosos, o que possibilita, em muitos casos,
maiores rendimentos na obtencdo de produtos de utilizagdo industrial;

h) Em muitos casos, obtém-se um rendimento do processo maior que em comparacdo a
fermentagcdo submersa.

Quando o objetivo da fermentagcdo € a obtencdo de uma enzima, € necessario que se
conhega em que fase do crescimento do microrganismo ela é formada. H& enzimas que
perdem sua atividade logo apos ser atingido um pico de producdo (SALVA e MORAES,
1992).

Amiloglucosidases podem ser produzidas por fermentacdo em estado sdlido ou
submersa (NOROUZIAN et al., 2006).

O pH para producéo de amiloglucosidases parece ser melhor se &cido, mas varia de
acordo com a fonte fungica. Por exemplo, para o Aspergillus niger, os melhores pHs estéo

entre 3,5 e 5,0 (NOROUZIAN et a., 2006).
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O teor de umidade do substrato € um dos principais parametros que influenciam o
sucesso de uma FES. O teor de umidade na FES pode variar entre 18 e 85%, sendo ele
estipulado em funcdo do poder de absor¢éo do substrato. Como exemplo, pode citar-se 0
processo “koji” (cultura de fungos sobre arroz cozido), onde o substrato é moderadamente
umedecido durante o cozimento pelo vapor (35 a 40% de agua) e mantido Umido pela
passagem de ar com 80 a 90% de umidade relativa para o desenvolvimento de determinados
fungos em sua superficie (DEL BIANCHI et &., 2001).

Del Bianchi et al. (2001) citam que a producdo de amiloglucosidase por Rhizopus
oryzae, Aspergillus oryzae e Aspergillus niger, em meio a base de farinha de mandioca, farelo
de trigo e farelo de arroz, com temperatura de cultivo entre 28 e 30°C, valores iniciais de
umidade de 55% e pH 4,7, foi 32 vezes maior nos meios com menor teor de umidade que em
meio liquido.

Mantovani e Almeida (2005) confirmaram em seu trabalho que A. awamori cresceu e
produziu a enzima B-frutofuranosidase tanto por fermentacdo submersa quanto por semi-
solida, atingindo 0 maximo de producdo enzimatica em 120h de cultivo. Porém na
fermentagdo semi-sblida o microrganismo sintetizou maior quantidade da enzima estudada.

Mitchell et al. (2005) concluiram que a fermentacdo em estado solido € potencialmente
superior a fermentagdo submersa para a producéo de produtos microbianos selecionados em
Seu experimento, gque teve por objetivo desenvolver modelos mateméticos de diferentes tipos
de bioreatores usando fermentagdo em estado solido.

Nos processos de FES, pode-se utilizar tanto microrganismos em seu estado natural,
Ccomo nos casos de ensilagem ou compostagem, quanto na sua forma pura individual, em que
se enquadram as pesquisas, ou, raramente, em forma de culturas mistas. Devido aos baixos
niveis de agua no sistema, os fungos filamentosos tém recebido a maioria das atengdes nas

pesquisas, pois apresentam maior capacidade de crescimento nessas condigdes. Como
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exemplos de culturas utilizadas podem-se citar Rhizopus, Trichoderma, Penicillium ou
Aspergillus para obtencdo de enriquecimento protéico e producdo de enzimas (DEL
BIANCHI et a., 2001).

A FES tem se mostrado apta a realizar vérios tipos de transformacdes, seja ela por
fungos, leveduras ou bactérias. O que ira determinar a escolha da linhagem mais apropriada,
durante a fase de selecdo de microrganismos, serd o estudo detalhado do processo, visando
obter o melhor meio de cultura e as melhores condicbes ambientais da fermentacéo,
principalmente no que se refere a temperatura e umidade do sistema (DEL BIANCHI et al.,
2001).

De forma geral, os materiais utilizados como substratos para a FES sdo provenientes
de matérias-primas, produtos ou residuos agroindustriais, sendo que, dependendo do produto
gue se desegja obter, estes dois Ultimos tém a preferéncia nas pesquisas, devido ao baixo ou
nenhum valor comercial (DEL BIANCHI et a., 2001).

Pode-se também incorporar solugdo nutriente ao substrato sdlido, visando adequé-lo
melhor as condi¢cBes nutricionais do microrganismo para a fermentagdo desejada. Em
pesquisas para producéo de a-galactosidase por Aspergillus niger, no meio composto por
farelo de trigo, adicionou-se uréia como fonte de nitrogénio, agua de maceracdo de milho
(fonte de fatores de crescimento), farinha de soja ou farinha guar (indutores da enzima) e
&cido citrico (favorece a producéo da enzima desejada) (DEL BIANCHI et a., 2001).

Devido as atividades metabdlicas dos microrganismos e dependendo da altura da camada
de substrato, uma grande quantidade de calor pode ser produzida durante o processo
fermentativo. Como a temperatura afeta diretamente a germinagdo dos esporos, O
crescimento, a esporulacéo dos microrganismos e a formagéo do produto, o calor produzido
deverd ser imediatamente dissipado para que o aumento da temperatura ndo prejudique a

fermentacdo desgjada (DEL BIANCHI et al., 2001).
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O controle do pH durante a fermentacdo em estado sdlido, embora seja um dos
par@metros mais criticos, dificilmente serd conseguido devido a heterogeneidade e a
consisténcia do material. Como tentativa de amenizar o efeito de uma variagcdo brusca do
potencial hidrogenidnico, utilizam-se substratos com boa capacidade tamponante ou a adicéo
de solugdes tampdo durante a etapa de umidificacdo do substrato (DEL BIANCHI et al.,
2001).

Para um bom rendimento e uma répida fermentacdo em substrato solido € necessario o
uso de uma grande érea superficial do meio de cultura, no qual 0 microrganismo pode se
desenvolver em contato com o ar (DEL BIANCHI et a., 2001).

O emprego da agitacdo em um processo em estado solido pode vir a fornecer uma
melhor homogeneizagdo quanto a distribuicdo dos inéculos e do umidificante, impedir a
formacdo de agregados e favorecer tanto a transferéncia gasosa pela exposicéo de particulas
do substrato a atmosfera do fermentado quanto a troca de calor dentro do meio. A agitacéo,
porém, devido a fragmentagdo mecénica do micélio, pode interferir na formagdo dos esporos e
no desenvolvimento natural do microrganismo. Pode causar também a compactacdo do meio e
adanificacéo das hifas (DEL BIANCHI et al., 2001).

A escolha do meio de cultura é téo essencial para 0 sucesso do processo fermentativo
guanto a escolha do microrganismo. Nem sempre 0 meio que permite o melhor
desenvolvimento do microrganismo favorece a formacéo dessas enzimas. A producéo
otimizada e os parametros gque afetam a sintese enzimédtica devem ser investigados sempre,
pois as condi¢cBes Otimas variam para os diferentes microrganismos, assim como para
diferentes enzimas (SANTOS et al., 2005).

As fermentacbes por fungos constituem processos complexos, nos quais muitos
parametros séo desconhecidos. Num meio ndo-Newtoniano e viscoso, calor e exigéncias de

transferéncia de massa, grande diversidade de fungos com morfologia e cinética
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desconhecidas séo alguns problemas em fermentacdes flngicas. Esses problemas podem ser
mais acentuados quando meios heterogéneos sao utilizados como, por exemplo, farelo de

trigo e alguns residuos da agroindustria (KOUTINAS et al., 2003).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MICRORGANISMO

Foram utilizadas culturas puras do microrganismo Aspergillus awamori NRRL 3112,
obtidas no laboratério de Bioengenharia da UNESP — S&o José do Rio Preto. A cepa foi
mantida em meio PDA acidificado (Potato Dextrose Agar) sob refrigeracéo e repicagem feita,
no minimo, a cada 15 dias.

A suspensdo de esporos foi feita acrescentando-se 10 mL de &gua destilada estéril em
cada tubo de ensaio contendo a cultura de A. awamori seguida de agitagcdo a fim de
desprender os esporos do meio. Essa suspensdo foi transferida para um frasco estéril para
posterior contagem de esporos e inoculagdo nos substratos.

Determinou-se que a concentragdo de esporos a ser utilizada seria da ordem de
10°esp/g de meio de cultivo, a mesma utilizada por Pamboukian (1997). Assim, apés
contagem dos esporos em camara de Neubauer, procedeu-se, quando necessaria, a corregdo da
concentracdo na ordem de 10’esp/mL de suspensdo, ja que a quantidade de meio de cultivo
utilizada foi fixada em 50g.

A concentracdo de esporos nos frascos de fermentacdo foi calculada com a utilizaggo
da Equagéo I.

Cesp = (Causp X Vaugp) X M Equacéo |

Onde:

Cesp — CONcentracdo de esporos nos frascos de fermentacdo (esp/g)

Casp — CONcentragdo de esporos na suspensdo de inoculagdo (esp/mL)

V ag — Volume da suspensdo de esporos utilizado parainoculagdo dos frascos (mL.)

Mm — massa de meio de cultivo (g)
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4.2 RESIDUOS UTILIZADOS COMO SUBSTRATO NA FERMENTACAO

Os substratos foram preparados com residuos doados pela Vapza, empresa situada no

Municipio de Castro, no Estado do Parand. A Vapza produz vegetais que, depois de

embalados e esterilizados, ndo precisam de refrigeragdo antes do consumo. Os residuos da

Vapza provém do descarte gerado na etapa de descascamento mecénico de cenouras e batatas

cozidas a vapor (Figura 3). Estes residuos hoje vém sendo depositados em silos e destinados a

alimentacéo animal.

Matéria-prima
(batata ou cenoura)

Descascamento mecanico com injecéo de vapor

Residuos
(cascas)

Armazenamento em
silos

Alimentacdo animal

Produto
descascado

pretos)

Selecdo manual
(retirada de pontos

Pesagem e envase avacuo Rejeitos da
em embalagem pléstica selecdo
Cozimento e esterilizagdo Armazenamento em
em autoclave silos
Embalagem fina Alimentacdo animal

Estocagem e distribuicdo

Figura 3 — Fluxograma do processamento de batata e cenoura
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4.2.1 Caracterizagdo dos residuos

A cada lote de residuo recebido era feita sua caracterizagéo fisico-quimica, na qual
constavam as seguintes determinacBes. teor de amido, aclcares redutores (AR), teor de
glicose, umidade, cinzas, teor de fosforo, fibras, lipideos, proteinas, teor de carbono e teor de

nitrogénio.

4.2.1.1 Teor de amido
O teor de amido foi calculado em porcentagem pela diferenca entre 100 e a soma das

porcentagens de umidade, proteing, lipideos, fibras, glicose, ART e cinzas.

4.2.1.2 Teor de agucares redutores (AR)
Essa andlise foi redlizada através da técnica de Somogyi—Nelson, segundo

metodologia descrita em Somogyi (1952).

4.2.1.3 Teor de glicose
Determinou-se o teor de glicose pelo método GOD (glicose-oxidase) da marca Gold
Analisa, método enzimético com glucose oxidase com utilizagdo de curva padréo, de acordo
com a metodologia descrita Pamboukiam (1997) e feita por Zaldivar —Aguero et a (1997).
Quando as amostras apresentavam a cor muito acentuada durante a diluicdo, era feita
uma filtragdo da amostras com adicdo de carvéo aivado a fim de facilitar a leitura da

absorbancia sem comprometimento no resultado.

4.2.1.4 Teor de umidade e de cinzas
O teor de umidade foi determinado pelo método gravimétrico de secagem em estufa,
segundo descrito em Instituto Adolfo Lutz (1985), e o teor de cinzas foi determinado por

incineracéo em mufla de acordo com a AOAC (1997).
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4.2.1.5 Teor defésforo

O teor de fosforo foi medido pela metodologia de digestéo &cida com posterior leitura
em espectrofotdmetro a 520 nm, segundo descrito em Silva (1981).

4.2.1.6 Teor defibras

O teor de fibras foi medido segundo metodologia descrita em Ascar (1985).

4.2.1.7 Teor de lipideos
O teor de lipidios totais foi determinado pelo método de extracéo Soxhlet, segundo

metodologia descrita em Instituto Adolfo Lutz (1985).

4.2.1.8 Teor de nitrogénio e proteina
Os valores para proteina foram calculados a partir dos teores de nitrogénio total,
usando os fatores de conversdo recomendado por Jones (1941). O nitrogénio tota foi

determinado pelo método Kjeldahl, segundo descrito por Barbano et al (1984).

4.2.1.9 Teor de carbono
A determinagdo do teor de C na amostra foi estimada utilizando-se a Equagéo 11,
proposta por ADAMS et al. (1951) onde se considera que para a maioria dos materiais
bioldgicos, o contetido de carbono esta entre 45 a 60 por cento da fracdo de sblidos volétil.
Assumindo 55 por cento temos:
% Carbono = (% Solidos Voléteis) / 1.8 Equacéo 11

Onde:
% SOlidos Voléteis = 100 - % Cinzas



4.2.1.10 Razéo C/P e C/IN
As razdes C/P e C/N foram definidas como sendo o teor de carbono presente no

residuo divido pelo teor de fésforo e nitrogénio, respectivamente, encontrado nas amostras.

4.3 PREPARACAO DOS MEIOS PARA FERMENTACAO
Em todos os ensaios foram pesados 50g de residuo do processamento de batata e/ou
cenoura num erlenmeyer de 250 mL que, ap6s fechado com tampdo de algoddo, foi

esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos (Figura 4).

Figura 4 — llustragdo dos meios preparados com residuos do processamento de batata, a
esquerda, e cenoura, adireita, a serem fermentados

Na Tabela 3 estéo apresentadas as datas de recebimento dos residuos e os ensaios em

gue foram utilizados.



Tabea 3 — Datas de recebimento dos lotes e ensaios em que foram utilizados

Data de r ecebimento dos

Ensaios P S
residuos utilizados

Ensai os com meios com teor de umidade de 90, 92 e 98%,

relacionados ao tempo de fermentacdo e a agitagdo 05/11/04
Ensai os com meios com teor de umidade de 30, 50, 70 e 90% 11/06/05
Ensaios com meios supl emer)tados com fontes de nitrogénio e 02/03/05
fosforo
Ensai os com meios adi cionados de solugdo tamp&o citrato-fosfato 27/05/05
ou tampéo acetato

4.4 DESCRI QAO DOS ENSAIOS REALIZADOS

Foram realizados vérios ensaios com o objetivo de se avaliar a possibilidade de se
produzir amiloglucosidase utilizando-se como substrato os residuos do processamento de
batata e/ou cenoura com diferentes teores de umidade, com e sem agitacéo, variagdo no tempo
de fermentacdo, suplementados ou ndo com fontes de fosforo e nitrogénio, com e sem
correcao de pH e com diferentes solugdes tampéo.

A seguir sera explicada a metodologia utilizada em cada ensaio.

4.4.1 Ensaios com meios com teor de umidade de 90, 92 e 98%, relacionados ao tempo de
fermentacdo e a agitacdo

Para a realizac@o dos ensaios foram utilizados residuos do processamento de batata e
cenoura testados separadamente. O residuo do processamento de batata, que apresentava o
teor de umidade natural de 89,90%, teve seu teor de umidade corrigido para 90 e 98% antes
de ser pesado. O residuo do processamento de cenoura, que apresentava teor de umidade
natural de 92%, foi utilizado da maneira em que foi coletado e com o teor de umidade
corrigido para 98% antes de ser pesado.

ApOs a esterilizacdo do substrato, inoculou-se 1 mL de suspensdo preparada com

Aspergillus awamori NRRL 3112. Os meios foram entéo colocados para fermentar, conforme
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condigdes expostas na Tabela 4. Tanto 0s ensaios realizados sob agitagcdo de 180 bpm, quanto
0S ensaios sem agitacdo, foram realizados a temperatura ambiente, média de 20°C. Em ambos
0S ensaios com e sem agitacdo, foram testados dois diferentes tempos de fermentacdo de 24 e
72 horas. Para avaliar a significancia dos fatores variados nesse experimento, fez-se o célculo
da média e dos efeitos para comparagdo dos dados.

Tabda 4- Esquema dos ensaios da influéncia dos teores de umidade relacionados com tempo de
fermentacdo e agitacéo

. Agitacéo
. Umidade Tempo Substrato
Ensaios %) ) (180 bpm) (residuo)
1 20 24 S Batata
2 98 24 S Batata
3 20 72 S Batata
4 98 72 S Batata
5 20 24 C Batata
6 98 24 C Batata
7 20 72 C Batata
8 98 72 C Batata
9 92 24 S Cenoura
10 98 24 S Cenoura
11 92 72 S Cenoura
12 98 72 S Cenoura
13 92 24 C Cenoura
14 98 24 C Cenoura
15 92 72 C Cenoura
16 98 72 C Cenoura

4.4.2 Ensaios com meios com teor de umidade de 30, 50, 70 e 90%

Para a realizac@o dos ensaios foram utilizados residuos do processamento de batata e
cenoura testados separadamente e numa combinagdo de 50% de cada residuo. Para se chegar
aos teores de umidade desejados, os residuos foram secos em estufa a 48°C, triturados e
passados em peneira com 60 mesh de abertura. Os residuos tiveram o teor de umidade
gjustado para os valores desejados com adicéo de &gua deionizada para, entéo, serem pesados

50g de residuo com a umidade corrigida, nos erlenmeyers que serviram como fermentadores.
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ApOs esterilizagdo dos meios, procedeu-se a inoculagdo dos mesmos com 1mL de
suspensdo de Aspergillus awamori NRRL 3112. A descri¢do dos ensaios esta apresentada na
Tabela 5. O processo de fermentagdo, em todos os ensaios, foi realizado em estufa a
temperatura de 30°C pelo periodo de 72 horas.

Tabela 5 - Esquema dos ensaios com residuo do processamento de batata e do processamento de
cenoura em diferentes niveis de umidade

Ensaios Umidade (%) Residuo utilizado
1 30 Batata
2 50 Batata
3 70 Batata
4 90 Batata
5 30 Cenoura
6 50 Cenoura
7 70 Cenoura
8 90 Cenoura
9 30 Batata e cenoura
10 50 Batata e cenoura
11 70 Batata e cenoura
12 90 Batata e cenoura

4.4.3 Ensaios com meios suplementados com fontes de nitrogénio e fésforo

Para a realizacdo dos ensaios os residuos do processamento de batata e cenoura foram
utilizados nos teores de umidade em que foram coletados na empresa. O meio de batata
apresentou umidade de 89,40%, o de cenoura de 92,78% e a mistura de 50% de cada um
apresentou umidade de 91,09%.

Estes ensaios foram realizados com adi¢éo de fontes de nitrogénio e fosforo, juntas ou
isoladas, aos residuos de batata e/ou cenoura, conforme descrito nas Tabelas6 e 7.

Nos ensaios realizados somente com adi¢éo de fonte de fosforo, utilizou-se fosfato de
sodio dibasico nas quantidades de 3,8, 7,6 e 11,4g de NaHPO4/kg de meio, mesmas
concentragOes utilizadas por Zaldivar-Aguero et a (1997), que trabalharam com meios a base

de farinha de mandioca como fonte de carbono (Tabela 6).
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Nos ensaios realizados com adicdo de fontes de fosforo e nitrogénio, utilizou-se
fosfato de sddio dibasico na concentragcdo de 7,69 de Na,HPO4/kg de meio e sulfato de
amodnia, como fonte de nitrogénio, na concentracdo de 1,1g de (NH4)>.SO4kg de meio,
quantidade utilizada por Chiquetto (1991). A descricdo dos ensaios esta apresentada na Tabela
1.

Estes ensaios foram realizados com e sem correcdo de pH do meio antes da
fermentagdo, para que ficasse igual a 5,0. A corregdo de pH foi feita utilizando-se NaOH
1,5M e HCl 2M, para se elevar ou abaixar 0 pH, respectivamente, de acordo com a
necessidade. O processo de fermentac&o ocorreu sem agitacdo e atemperatura ambiente.

Em cada erlenmeyer, apds adicdo do substrato, das fontes de fésforo e/ou nitrogénio,
da corregdo do pH e da ederilizagdo, foi adicionado 1 mL de suspensdo de Aspergillus
awamori NRRL 3112. Os meios foram, ent&o, colocados em estufa a 30°C por 72 horas. Para
avaliar a significancia dos fatores variados nesse experimento, fez-se o calculo da média e dos
efeitos para comparagéo dos dados.

Tabela 6 — Esquema dos ensaios utilizando-se como meio residuo do processamento de batata, residuo
do processamento de cenoura e mistura com 50% (p/p) de cada residuo suplementados com Na,HPO,

Suplementacio  pqguo utilizado como meio

Ensaio Rgfgo (gcﬁ;nzHFgg?/%% g parafer mentacéo Ur?(;:?de pH inicial
; (50 g)
de meio)
1 3448 0 Batata 89,40 5,10
2 666,28 0,19 Batata 89,40 5,30
3 332,34 0,38 Batata 89,40 5,45
4 222,45 0,57 Batata 89,40 5,60
5 2747 0 Cenoura 92,78 4,90
6 663,57 0,19 Cenoura 92,78 5,10
7 330,99 0,38 Cenoura 92,78 5,30
8 221,55 0,57 Cenoura 92,78 5,50
9 3058 0 50% batata e 50% cenoura 91,09 5,00
10 664,93 0,19 50% batata e 50% cenoura 91,09 5,20
11 331,66 0,38 50% batata e 50% cenoura 91,09 5,30

12 222 0,57 50% batata e 50% cenoura 91,09 5,50
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Tabda 7 — Esguema dos ensaios redlizados para avaliagdo da influéncia da suplementacdo com
Na,HPO,, com e sem correcdo do pH, utilizando-se como meio residuo do processamento de batata e
residuo do processamento de cenoura

Suplementacdo  Suplementacdo

Razéo Razdo com Fésforo com Nitrogénio Residuos Correcao

Ensaios c/p CIN (g NaHPOL50g (g (NH.),SO4/50g utilizados depH Umidade (g%)
) . (50g) parab,0
de meio) de meio)
1 2747 499,49 0 0 Cenoura  Néo 92,78
2 330,99 499,49 0,38 0 Cenoura  Néo 92,78
3 2747 352,21 0 0,11 Cenoura  Néo 92,78
4 330,99 352,21 0,38 0,11 Cenoura  Néo 92,78
5 3448 220,67 0 0 Batata N&o 89,40
6 332,34 220,67 0,38 0 Batata N&o 89,40
7 3448 186,38 0 0,11 Batata N&o 89,40
8 332,34 186,38 0,38 0,11 Batata N&o 89,40
9 2747 499,49 0 0 Cenoura Sim 92,78
10 330,99 499,49 0,38 0 Cenoura  Sim 92,78
11 2747 352,21 0 0,11 Cenoura  Sim 92,78
12 330,99 352,21 0,38 0,11 Cenoura  Sim 92,78
13 3448 220,67 0 0 Batata Sim 89,40
14 332,34 220,67 0,38 0 Batata Sim 89,40
15 3448 186,38 0 0,11 Batata Sim 89,40
16 332,34 186,38 0,38 0,11 Batata Sim 89,40

4.4.4 Ensaios de determinacdo da atividade enzimatica com diferentes solugdes tampéo

Para arealizagcdo dos ensaios foram utilizados os residuos do processamento de batata
e cenoura separadamente e combinados na propor¢do de 1:1. O residuo de batata apresentava
teor de umidade de 89,04%, o de cenoura de 92,80% e a combinacéo dos dois 90,92%.

Para determinagdo de atividade enzimética da enzima amiloglucosidase, foram
testadas duas solugdes tampdo que usualmente sdo utilizadas, tampéo citrato-fosfato com 0,1
M, pH 4,2 e tampéo acetato 0,02 M, pH 4,2. Os ensaios foram realizados segundo esquema
apresentado na Tabela 8.

Depois de esterilizados, os substratos foram inoculados com 1 mL de suspensio de
Aspergillus awamori NRRL 3112. Os meios foram colocados em estufa a 30°C para

fermentar por 72 horas.
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Cada solucdo tampéo foi adicionada ao extrato enzimético, apos filtracdo do mesmo,
na propor¢do de 1:1, no momento da determinacdo da agdo enzimética O esguema de
utilizac8o de tampéo citrato-fosfato ou acetato esta descrito na Tabela 8.

Tabela 8 - Esquema dos ensaios com determinagdo da atividade enzimética utilizando-se solucéo
tampéo acetato 0,02M, pH 4,2 e tampéo citrato-fosfato 0,1 M, pH 4,2

Ensaios Tampéo Residuo
1 Citrato - fosfato pH 4,2 Cenoura
2 Citrato - fosfato pH 4,2 Batata
3 Citrato - fosfato pH 4,2 50% batata e 50% cenoura
4 Acetato pH 4,2 Cenoura
5 Acetato pH 4,2 Batata
6 Acetato pH 4,2 50% batata e 50% cenoura

4.5 DETERMINAQAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA
4.5.1 Preparo da solucéo tampéo acetato 0,02 M, pH 4,2 com 4% (p/v) de amido

Para o preparo dessa solucdo, utilizou-se 4 g de amido soltvel que foi dissolvido em
100 mL de tamp&o acetato 0,02 M, pH 4,2. Para melhor dissolu¢cdo do amido no tampéo, a

solucdo foi aquecida até completa homogeneizacdo da amostra.

4.5.2 Determinacéo da atividade enzimética para os ensaios descritos nos itens 4.4.1, 4.4.3 e
444

Para a verificagdo da acdo enzimé@ica, o meio fermentado foi centrifugado. Foram
retirados 10 mL do sobrenadante (extrato enzimético) obtido na centrifugagdo. Em seguida
foram pipetados 3 mL do extrato enzimético, que foi levado a fervura em tubos de ensaio pelo
tempo de 15 minutos para inativagdo da enzima. Ao extrato inativado foi adicionado 3 mL de
solucéo tampdo acetato, pH 4,2, com 4% (p/v) de amido. A reacdo enzimética foi realizada a
60°C para por 1 hora, com quantidade equivalente de extrato enzimatico e tampado acetato
0,02 M, pH 4,2, com 4%(p/v) de amido. Determinou-se o teor de glicose da solugdo inativada

e da solucéo que sofreu a agdo enziméatica a fim de se verificar se houve diferenca nos teores
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de glicose sem a acdo e depois da acdo da enzima. A atividade enzimatica (U), foi definida
como a quantidade de enzima que libera 1ug de glicose em 1 mL de extrato enzimatico por
minuto nas condigdes padronizadas (amido em excesso, temperatura de 60° C e pH 4,2). A
quantidade de glicose gerada foi determinada pelo método GOD (Gold Analisa Glicose PP)
especificada no item 4.2.1.3. O resultado da atividade enzimética foi definido com a Equagéo
[1.

Atividade enzimética (U/mL) = GDAE - GAAE Equacéo |11

Onde:

GAAE — Teor de glicose sem a agdo enzimética (ug)

GDAE — Teor de glicose depois da acdo enzimética (ug)

4.5.3 Determinacdo da atividade enzimética para os ensaios descritos no item 4.4.2

Devido ao baixo teor de umidade e dificuldade em se obter 0 sobrenadante durante a
fase de centrifugagcdo para os ensaios descritos no item 4.4.2, a metodologia para obtencdo do
extrato enzimé@ico aplicada nesses casos foi realizada de outra maneira. Aos meios
fermentados foram acrescentados 100 mL de agua destilada. Foi feita a homogeneizacdo dos
meios com posterior agitacdo a 180 bpm (batidas por minuto) em mesa agitadora pelo periodo
de meia hora para maceragéo. Na sequéncia, 0 meio macerado foi filtrado em papel de filtro a
fim de se obter extrato enzimético. Em seguida foram pipetados 3 mL do extrato enzimético,
que foi levado a fervura em tubos de ensaio pelo tempo de 15 minutos para inativagéo da
enzima. Ao extrato inativado foi adicionado 3 mL de solucéo tamp&o acetato 0,02 M, pH 4,2,
com 4% (p/v) de amido. A reagcdo enzimética foi realizada a 60°C para por 1 hora, com
quantidade equivalente de extrato enzimético e tampdo acetato, pH 4,2, com 4% (p/v) de
amido. Determinou-se o teor de glicose da solucéo inativada e da solugdo em que ocorreu

acao enzimédtica a fim de se verificar se houve diferenca nos teores de glicose sem e depois da
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acao daenzima. A atividade enzimética, U, foi definida como a quantidade de enzima que
libera 1ug de glicose em 1 mL de extrato enzimatico por minuto nas condi¢des padronizadas
(amido em excesso, temperatura de 60° C e pH 4,2). A quantidade de glicose gerada foi
determinada pelo método GOD (Gold Analisa Glicose PP) especificada no item 4.2.1.3. O

resultado da atividade enzimética foi definido com a Equagéo 111.
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5 RESULTADOSE DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DOS RESIDUOS
Na Tabela 9 estédo apresentados os resultados das determinagOes realizadas para
caracterizacdo dos residuos de acordo com os lotes recebidos.

Tabela 9 — Caracterizacdo dos diferentes lotes de residuos do processamento de batata e cenoura,
expressos em base Umida, de acordo com as datas de recebimento (valores por 100g de amostra a
partir da média das duplicatas)

Residuo de batata Residuo de cenoura
Andlises
05/11/04 02/03/05 27/05/05 11/06/05|05/11/04 02/03/05 27/05/05 11/06/05
Cinzas (g) 057 070 061 08 | 1,00 1,10 091 096

Lipideos (g) 038 021 054 003 | 026 010 022 016
Proteinas (g) 073 154 120 167 | 062 068 065 044

Fibras (g) 054 044 056 089 | 157 098 145 1725
Glicose () 0,01 n.d. n.d. n.d. 0,13 0,28 0,20 0,17
AR (9) 1,44 009 014 021 | 012 044 010 007
Umidade(9)  gg990 8940 89,08 8450 | 9200 9278 9280 9350
Amido (g) 642 763 787 11,84 | 430 372 367 345
Fésforo (g) 00l 002 00l 002 | 003 002 003 002

Nitrogénio(@) 912 025 019 027 | 010 011 010 007
Razao C/P 5523,89 2758,33 920,28 5507,78|1833,33 2747,22 183500 2751,11

Razéo C/N 460,32 220,67 290,61 203,99 | 550,00 499,49 550,50 786,03
n.d. — ndo detectado

Arévalo-Pinedo e Murr (2005) determinaram a composi¢ao quimica de cenoura fresca
(Daucus carota) e obtiveram valores de 90,45%, 0,55% e 2,29% para teor de umidade,
proteina e aglcares, respectivamente.

A Tabela Brasileira de Composicdo dos Alimentos, presente no site da ANVISA
(2005), (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria), apresenta a composicdo centesimal da
batata inglesa (Solanum tuberosum L.), cozida por 20 minutos, com 0S seguintes teores.
85,40% de umidade, 1,50% de proteina, 0,10% de lipidios totais, 12,60% de carboidratos,

1,60% de fibras e 0,40% de cinzas. A composi¢ao centesimal de cenoura (Daucus carota L.),
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Beta 3, cozida por 10 minutos, apresentada na Tabela Brasileira de Composicdo dos
Alimentos do site da ANVISA (2005) é de 95,55% de umidade, 0,44% de proteinas, 0,19% de
lipidios totais, 3,51% de carboidratos, 0,31% de cinzas e 2,03 de fibra alimentar total.

Comparando-se os dados obtidos em literatura com os apresentados na Tabela 3,
observa-se que o teor de umidade do residuo de cenoura ficou entre 92,00 e 93,50%, abaixo
do apresentado no site da ANVISA, 95,55%. O teor de proteinas se manteve acima do
apresentado no site da ANVISA, entre 0,62 e 0,68%, com exce¢do do residuo coletado no dia
11/06/2005, que apresentou 0,44% de proteina. O residuo analisado também apresentou maior
teor de carboidratos e cinzas que o indicado no site da ANVISA. Ja o teor de fibras das
amostras de residuo de cenoura apresentou valores mais baixos, entre 0,98 e 1,57%, que 0
apresentado no site da ANVISA, de 2,03%.

Comparando-se os dados de composi¢cdo do residuo de batata com a composicdo de
batata disponivel no site da ANVISA, observa-se que o teor de umidade do residuo de batata,
entre 84,5 e 89,9%, apresentou valores proximos ao da batata cozida, de 85,4%. O teor de
proteina, entre 0,73 e 1,67%, apresentou valores abaixo e acima do apresentado no site da
ANVISA, de 1,50%. O teor de fibras, que ficou entre 0,44 e 0,89%, também ficou abaixo do
apresentado pela ANVISA, de 1,6%. Ja o teor de cinzas, entre 0,57 e 0,86%, apresentou
valores sempre superiores que o apresentado pela ANVISA.

Essas diferencas entre os dados apresentados se deve ao fato das variedades analisadas
ndo serem as mesmas e das amostras também serem provenientes de partes diferentes.
Enquanto as amostras analisadas pela ANVISA sdo da batata e cenoura inteiras e cozidas, as
amostras analisadas neste trabalho s&o das cascas junto com pequena parte da polpa de batata

€ cenoura cozidas.



5.2 RESULTADOS DOS ENSAIOS COM MEIOS COM TEOR DE UMIDADE DE 90, 92%
E 98%, RELACIONADOS COM TEMPO DE FERM ENTAQAO E AGITAQAO

Na Tabela 10 estdo apresentados os resultados de atividade enzimética obtidos com
residuo de batata e cenoura, variando-se as condi¢des de umidade, tempo de fermentacdo e
agitacao, de acordo com as combinagdes apresentadas na Tabela 4.

Nota-se que os melhores resultados foram obtidos com tempo de fermentacéo de 72h.
O melhor resultado de atividade enzimética, 725,00 U/mL, foi conseguido com substrato a
base de batata, umidade de 98% e sob agitacdo (ensaio 8).

Utilizando-se residuo de cenoura como substrato, o melhor resultado obtido foi
referente & condicéo onde o teor de umidade do meio foi de 98%, tempo de fermentacdo de 72
h e sem agitacéo (ensaio 12), onde a atividade enzimética foi de 483,33 U/mL.

Analisando-se os resultados apresentados na Tabela 10 e comparando-0os com 0s
resultados de analises dos efeitos apresentados na Tabela 11, observa-se que o fator que se
mostrou mais significativo neste ensaio foi o tempo de fermentacéo, sendo o tempo de 72 h o
que apresentou melhores resultados de atividade enzimética.

E possivel que o emprego de uma agitagio mais intensa tivesse proporcionado
melhores resultados em relacdo a atividade da amiloglucosidase, e o fator agitacdo se
apresentasse mais significativo, pois 0 meio encontrava-se com viscosidade alta, o que
dificultou uma agitacdo mais efetiva. O fator agitacdo foi significativo quando se utilizou
residuo do processamento de batata como substrato, porém quando se utilizou residuo do

processamento de cenoura, esse fator ndo se mostrou significativo.
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Tabeda 10 - Resultados dos ensaios da influéncia dos teores de umidade relacionados com tempo de
fermentacdo e agitacéo

. Agitacéo Atividade
Ensaios Ur?(;: ?de Te(rrr:)po (180 bpm) ?ﬁ;?glit);) enzimatica
(U/mL)
1 20 24 S Batata 3,33
2 98 24 S Batata 35,00
3 20 72 S Batata 545,00
4 98 72 S Batata 580,00
5 20 24 C Batata 3,33
6 98 24 C Batata 3,33
7 20 72 C Batata 635,00
8 98 72 C Batata 725,00
9 92 24 S Cenoura 51,66
10 98 24 S Cenoura 40,00
11 92 72 S Cenoura 441,66
12 98 72 S Cenoura 483,33
13 92 24 C Cenoura 80,00
14 98 24 C Cenoura 48,33
15 92 72 C Cenoura 453,33
16 98 72 C Cenoura 393,33

Tabda 11 — Efetos dos fatores dos ensaios da Tabda 10

Batata Cenoura

Fator Efeto Efeto
Umidade 39,17 -15,42
Tempo 428,75 289,58
Agitacdo 50,83 -10,42

Umidade + Tempo 23,33 6,25
Umidade + Agitacdo 5,83 -30,42
Tempo + Agitacdo 66,67 -28,75
Umidade + Tempo + Agitagdo 21,67 -20,42
Média 316,25 248,96

Segundo Ozbal e Kutsal (1991) e Yamane et al. (1995), que trabalharam com o cultivo
de A. gosypii e Arthrobacter sp. em FES, os melhores resultados para a produgdo de
riboflavina foram obtidos sob agitagdo de 300 e 600 rpm, respectivamente, para cada
microrganismo, mostrando que, para a FES, uma agitacdo mais vigorosa pode ser favoravel
a0 crescimento do microrganismo e producdo enzimatica.

Soares et al. (1999) estudaram a metodologia de determinacdo de atividade de

biocatalizador (amiloglucosidase) imobilizado em quitina, utilizando diferentes reatores e
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concluiram que, com agitagdo entre 1200 e 1900 rpm, houve um ligeiro aumento do valor da
atividade de amiloglucosidase com o aumento da agitacdo. No entanto, esse acréscimo estava
situado na faixa de erro experimental, podendo-se concluir que a agitagdo empregada nesses

ensaios foi insuficiente e ndo significativa para o aumento da produgdo da enzima

5.3 RESULTADOS DOS ENSAIOS COM MEIOS COM TEOR DE UMIDADE DE 30, 50,
70 E 90%

Para a verificagdo da influéncia dos teores de umidade em niveis equidistantes na
atividade de amiloglucosidase, foram testados quatro teores de umidade, 30, 50, 70 e 90%,
utilizando-se residuos previamente secos e com teor de umidade corrigido para os niveis
desejados, conforme descrito no item 4.4.2.

Analisando-se os resultados apresentados na Tabela 12, observa-se que nos ensaios
realizados com o residuo do processamento de batata, o0 melhor resultado ocorreu no ensaio 1,
obtendo-se atividade enzimética de 141,38 U/mL, em umidade de 30 %.

Quando o residuo utilizado foi o de processamento de cenoura, nota-se que o melhor
resultado de atividade enzimética obtido foi 65,98 U/mL, no ensaio 6, com umidade de 50%.

A umidade mais baixa favoreceu a producdo e atividade da amiloglucosidase, quando
utilizado residuo do processamento de batata como meio fermentativo, porém foi
desfavoréavel quando o residuo utilizado foi o de cenoura.

Com a mistura dos residuos do processamento de batata e cenoura na propor¢éo de
1:1, obteve-se como melhor resultado de atividade enzimética 55,77 U/mL, obtido com meio

com 70% de umidade.
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Tabela 12 - Resultados dos ensaios com residuo do processamento de batata e do processamento de
cenoura em diferentes niveis de umidade

Atividade enzimética

Ensaios Umidade (%) Residuo utilizado (U/mL)
1 30 Batata 141,38
2 50 Batata 134,53
3 70 Batata 138,78
4 90 Batata 99,68
5 30 Cenoura 4,57
6 50 Cenoura 65,98
7 70 Cenoura 21,48
8 90 Cenoura 52,57
9 30 Batata e cenoura 0,50
10 50 Batata e cenoura 1,15
11 70 Batata e cenoura 55,77
12 90 Batata e cenoura 40,22

Mantovani e Almeida (2005) constataram em seu trabalho que, para a produgdo da
enzima p-frutofuranosidase (E.C.3.2.1.26) por Aspergillus awamori, o emprego de
fermentacdo semi-sdlida conduziu a melhores resultados em relag@o a atividade enzimética
quando comparada a0 cultivo submerso, obtendo-se até 48 UmL™ e 32 U.mL™,
respectivamente. A literatura cita parametros cinéticos para fermentacbes submersas e
fermentagcdo em estado Sdlido de vérios Aspergillus e também em meios sintéticos ou
heterogéneos, os quais divergem bastante (BRAND et al., 2001; CUI et al., 1998;
HELLENDOORN et al., 1997).

Anto et al. (2005) obtiveram atividade maxima de AMG de 110 U/gds (g de substrato
seco), utilizando farelo de trigo como substrato e Aspergillus sp. como agente fermentador em
fermentagcdo sblida. Afirmaram que o bom resultado pode ser atribuido a eficiente circulagdo
de ar entre os granulos do substrato proporcionado pelo teor de umidade mais baixo a partir
da fermentacdo em estado Sdlido.

Mesmo com os teores de umidade de 70 e 90%, os substratos utilizados ndo tinham
caracteristicas de fermentacdo submersa, pois a farinha dos residuos utilizados possui alto

poder de absorcéo de agua.
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Singh e Soni (2001) testaram a influéncia de diferentes niveis de mistura de &gua
destilada e farelo de trigo para producdo de amiloglucosidase por Aspergillus oryzae,
utilizando os seguintes niveis 1:1, 1:1,5, 1:2, 1:25, 1:3, 1:3,5, 1:4, 1:4,5 e 1.5, obtendo como
melhor resultado de atividade enzimética de 3335 U/g utilizando o nivel de mistura farelo de
trigo e &gua destilada de 1:1,5, sendo que uma unidade de AMG foi definida como a
quantidade de enzima que libera 1 pmol de glucose por grama de substrato por minuto a 50°C,
em tampdo citrato-fosfato 0,1 M, pH 5,0 com amido soluvel a 1% (p/v). Os autores
comentam gue uma umidade mais alta no meio promove viscosidade, reduz o volume de gés e

h& uma diminuicdo natransferéncia do oxigénio, aumentando a formacéo do micélio aéreo.

5.4 RESULTADOS DOS ENSAIOS COM MEIOS SUPLEMENTADOS COM FONTES DE
FOSFORO E NITROGENIO

Na Tabela 13 estdo dispostos os resultados da influéncia da adicdo de fosforo,
utilizando-se como fonte fosfato de sddio dibasico (Na;HPO,), aos meios com residuos do
processamento de batata, residuos do processamento de cenoura e mistura com 50% (p/p) de
cada residuo, de acordo com os experimentos mostrados na Tabela 6.

Observa-se na Tabela 13 que o melhor resultado obtido foi com residuo de batata e
com adicdo de 0,19 g de NaHPO,/50 g de meio, com atividade da amiloglucosidase de
318,33 U/mL, ensaio 2.

Nos ensaios feitos com residuo do processamento de cenoura, Tabela 13, ensaios de 5
a 8, observa-se que as respostas apresentaram padrdo similar as dos ensaios onde se utilizou
residuo do processamento de batata. O maior nivel de atividade enzimatica, 33,33 U/mL,
ensaio 6, também foi obtido com o emprego de 0,19 g de Na,HPO./50 g de meio.

Ja nos ensaios onde o substrato era composto pela mistura de 50% de residuo do

processamento de batata e 50% de residuo do processamento de cenoura, 0 melhor resultado
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de ac80 enzimética ocorreu na amostra controle, onde ndo houve adi¢é@o de fésforo, obtendo-
se atividade enzimética de 158,33 U/mL, ensaio 9. Neste caso, percebe-se que, para a
atividade da amiloglucosidase, na mistura dos residuos do processamento de batata e cenoura,
ndo ha o mesmo padrdo quando analisada a atividade da amiloglucosidase para os residuos de
batata e cenouraisolados.

Verificou-se que com menor teor de fosfato utilizado para suplementagdo dos meios,
equivalente a 0,041g de fésforo/ 50 g de meio, obteve-se melhores resultados de atividade
enzimética. Zaldivar-Aguero et a. (1997) obtiveram atividade enzimética maxima de 418,3
U/mL de amiloglucosidase com suplementacéo de 11,4 g/L de Na;HPO,4.12H,0 e 10,5 g/L de
KH3PO, por litro de meio a base de farinha de mandioca, o equivalente a 0,168 g de fosforo/
50 mL de meio a base de farinha de mandioca, utilizando-se Aspergillus awamori NRRL
3112, utilizando temperatura de 35°, tempo de 63 horas e com controle de pH em 5, acima
desse valor de adicdo de fésforo, a performance fungica era menos satisfatéria. A unidade
enzimética foi definida como a quantidade de enzima que libera 1g de glicose, durante uma
hora de reacdo, sob as seguintes condigdes ( 60° C, amido 4% plv, dissolvido em tampé&o
acetato pH 4,2 como substrato).

Tabela 13 — Resultados dos ensaios utilizando-se como meio residuo do processamento de batata,
residuo do processamento de cenoura e mistura de 50% do residuo do processamento de batata e 50 %
do residuo do processamento de cenoura, com suplementagcdo com Na,HPO,

Ensaio Suplementagdo com Residuo utilizado como meio Atividade
Fosforo par a fer mentacéo enzimética
(gNaHPO4/50gde meio) (50 g) (U/mL)
1 0 Batata 180,00
2 0,19 Batata 318,33
3 0,38 Batata 216,66
4 0,57 Batata 138,33
5 0 Cenoura 31,66
6 0,19 Cenoura 33,33
7 0,38 Cenoura 8,33
8 0,57 Cenoura 3,33
9 0 50% batata e 50% cenoura 158,33
10 0,19 50% batata e 50% cenoura 125,00
11 0,38 50% batata e 50% cenoura 63,33
12 0,57 50% batata e 50% cenoura 118,33
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Na Tabela 14 estdo dispostos os resultados dos ensaios de suplementacdo com fosforo
e nitrogénio aplicados aos meios com residuo de processamento de batata e cenoura, com e
sem corregao de pH, de acordo com as condi¢des especificadas na Tabela 7.

Pode se observar que o melhor resultado obtido foi no ensaio 6, onde a atividade
enzimética foi de 875,00 U/mL, com adicdo de 0,38 g de Na,HPO,50 g de meio, sem
correcdo de pH, utilizando-se residuo do processamento de batata, sem adicdo de sulfato
amonia como fonte de nitrogénio.

Quando o residuo do processamento de cenoura foi utilizado, a maior atividade
enzimética obtida foi de 141,66 U/mL, ensaio 2, onde foi adicionado 0,38 g de Na,HPO4/50 g
de meio, sem corregdo de pH, sem adicdo de sulfato de ambnia

Capalbo e Moraes (1999) ressalvam que o pH sb apresenta boa reprodutibilidade se o
meio se apresentar homogéneo. No caso deste estudo, a heterogeneidade do meio em relacéo
a0 tamanho das particulas do substrato ndo permitiu perfeita agitacdo e homogeneidade do

substrato.
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Tabela 14 — Resultados dos ensaios realizados para avaliagdo da influéncia da suplementagdo com
Na,HPO,, (NH,4),SO,, com e sem corregdo do pH utilizando-se como meio residuo do processamento
de batata e residuo do processamento de cenoura

Fosforo Nitrogénio Correcio de Atividade
Ensaio (gNa,HPO4/50g de (g(NH4),SO4/50g de Substrato enzimatica
X . pH para5,0

meio) meio) (U/mL)
1 0 0 Nao Cenoura 125,00
2 0,38 0 Né&o Cenoura 141,66
3 0 0,11 Né&o Cenoura 120,00
4 0,38 0,11 Né&o Cenoura 23,33
5 0 0 Né&o Batata 801,66
6 0,38 0 Né&o Batata 875,00
7 0 0,11 Né&o Batata 708,33
8 0,38 0,11 Né&o Batata 561,66
9 0 0 Sim Cenoura 30,00
10 0,38 0 Sim Cenoura 30,00
11 0 0,11 Sim Cenoura 33,33
12 0,38 0,11 Sim Cenoura 40,00
13 0 0 Sim Batata 105,00
14 0,38 0 Sim Batata 53,33
15 0 0,11 Sim Batata 193,33
16 0,38 0,11 Sim Batata 145,00

O residuo de batata gerou os melhores resultados, com e sem correcdo de pH, apenas
quando se utiliza 0,38 g de Na,HPO,/50 g de meio. Com correcdo de pH ha um decréscimo
bruto no teor de glucose produzidos. No caso do residuo do processamento de cenoura, 0S
melhores resultados apresentados ocorreram também quando ndo se fez correcéo de pH. Os
resultados obtidos sem a correcéo de pH dos meios para 5,0 foram melhores que os obtidos
com correcdo de pH. A Tabela 15 nos mostra que o fator correcéo de pH apresentou efeito
negativo e foi significativo tanto para o residuo do processamento de batata quanto para o

residuo do processamento de cenoura.
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Tabda 15 — Efetos dos fatores dos ensaios da Tabda 14

Batata Cenoura
Fator Efeto Efeto
Suplementacéo com Na,HPO, -43,33 -37,5
Suplementacdo com (NH,),SO, -92,92 -69,17
Correcéo depH -612,50 -26,665
Suplementacdo com Na,HPO, + (NH,4),SO, -54,17 21,67
Suplementacdo com Na,HPO, + Correcéo de pH -6,67 34,165
Suplementacéo com (NH,),SO, + Correcéo de pH 146,67 30
Suplementacéo com Na,HPO, + (NH,)SO, + Correcéo de pH 55,84 67,92
Média 430,41 -18,34

De acordo com Ward (1989), o pH do meio se controla com frequéncia de forma
indireta mediante um balanco entre as fontes de carbono e nitrogénio. O carbono contribui
com areducdo do pH devido a formacdo de acidos organicos e 0s sais de ambnio produzem
condicBes &cidas devido a liberacdo de &cido livre durante a assimilagdo de ion ambnio. A
assimilacdo de nitrogénio pode dar lugar a alcalinidade. Ao manipular o pH, deve-se dar
atencdo aos possiveis efeitos repressivos dos constituintes utilizados na formagédo do produto,
portanto deve-se levar em conta também uma possivel influéncia da relacdo entre os fatores
pH e nitrogénio nos meios fermentativos.

Thorsen et al. (2006), avaliando a producéo de amiloglicosidase por Thermomyces
lanuginosus em fermentacdo submersa, utilizando tampé&o citrato-fosfato e valores de pH
entre 3 e 5, obtiveram atividade enzimética maxima de 1,9 U/mL com pH de 5,0.

Daniel et al. (1996) compararam 0 uso de uréia e de (NH4)>,SO, como fonte de
nitrogénio para Aspergillus niger M21 em meio de casca de lim&o como fonte de carbono em
fermentacdo sdlida. Obtiveram 2,31 U/mL como melhor resultado de atividade enzimética de
poligalacturanase, utilizando uréia como fonte de nitrogénio, sendo que uma unidade
pectinolitica foi definida como a quantidade de enzima capaz de reduzir em 50% a
viscosidade inicial de uma solucéo de pectinaa 1% (p/v), em 10 minutos de reacéo, a35° C e

pH 4.,5.
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Pessoa et al. (2003) pesquisaram a influéncia da adicdo de diferentes fontes de
nitrogénio e fésforo para producdo de riboflavina, utilizando como meio de cultura
subproduto do refino de 6leos vegetais e o microrganismo Candida guillermondii DM 644.
Como fonte de nitrogénio, foi utilizada a uréia ou (NH4)>,SO,4 na propor¢do C/N igual a 4.
Utilizou-se também KH,PO, como fonte de fésforo na concentragdo de 0,2¢g/L e extrato de
levedura na quantidade de 0,01g/L de meio. Constatou-se que a melhor produtividade média
de riboflavina foi de 18,22 pg/mL.dia”, obtida quando o teor de nitrogénio e carbono estéo
em seus niveis superiores. Eles observaram também que houve uma importante interacdo
entre a matéria graxa e fonte de nitrogénio. Quando se utilizou sal de amdnio como fonte de
nitrogénio, a produtividade média de riboflavina aumentou de 0,4 para 3,2ug/mL. dia® e, na
presenca de uréia, aumentou de 5,9 para 17ug/mL dia™. Observou-se também que a fonte de
nitrogénio organica, extrato de levedura, estimula a produgdo de riboflavina dez vezes mais
gue o sal de aménio quando a concentracdo de "borra’ é 5g/L de meio. Com relagdo ao
fésforo, ficou evidenciado que ele ndo estimulou a producéo de riboflavina.

Silva Filho e Vidor (2001) pesquisaram a capacidade e o potencial de solubilizacdo de
2l isolados de microrganismos solubilizadores de fosfatos (Bacillus, Pseudomonas,
Enterobacteriaceae, Penicillium, Aspergillus e Paecilomyces) que foram avaliados em cultivos
em meio de cultura Glicose-Extrato de Levedura contendo diferentes fosfatos (Ca, Al ou Fe),
na presenca de fontes de nitrogénio (peptona, amonio e nitrato) e teores de Fe, Ca e K.
Concluiram que a fonte de nitrogénio afeta a capacidade e o potencial de solubilizagdo,
verificando-se um efeito positivo com fonte nitrogénio proveniente de amonio e negativo com
nitrogénio proveniente de nitrato.

Schmidell (2001) cita que como fonte de nitrogénio os sais sdo freqientemente

utilizados, como o0 (NH4)2SO4, que costuma provocar reducdes significativas do pH e, em



alguns casos, fendmenos de inibicdo pelo sulfato. Aminoacidos também podem ser utilizados,
Ou a uréia, que permite reduzir os problemas de controle de pH.

Maldonado et al. (1986) trabalharam com cascas de limé&o previamente tratadas como
fonte de carbono e sulfato de ambnio como fonte de nitrogénio na produgdo de enzimas
pectinoliticas por Aspergillus sp. Os resultados demonstraram haver um decréscimo
acentuado no pH apos 12 horas de processo, seguido por uma queda mais lenta do pH até 60
horas de fermentacdo. Este fato sugere que o uso de uma fonte inorganica de nitrogénio, como
sulfato de amobnio, ndo seria indicada abrindo a possibilidade do emprego de fontes organicas
de nitrogénio, tal qual uréia, com vistas a melhorias no rendimento e na produtividade do
processo em questéo.

Larios et al. (1989) obtiveram maior atividade pectinolitica quando utilizaram sulfato
de amdnio como fonte de nitrogénio e baixas concentragdes de fosfato de potassio como fonte
de fosforo. Os resultados obtidos por Daniel et al. (1996) estdo de acordo com tal observacéo,
uma vez que, em tempos muito elevados de fermentacdo, a concentragdo de sais (como 0
fosfato) presentes no meio tende a ser pequena e a melhor atividade pectinolitica, 2,3 U/mL,
foi obtida quando se utilizou tempo de fermentacdo de 40 horas e uréia como fonte de
nitrogénio.

Bertolin et al. (2003) concluiram que a producdo de amiloglucosidase € fortemente
influenciada pelas fontes de nitrogénio e carbono. Eles observaram um aumento de 100% na
producdo de amiloglucosidase quando substituiram o (NH4)>.SO,4 por uréia como fonte de
nitrogénio e utilizaram maltose como fonte de carbono, utilizando relagdo C/N = 4,8. A
variagdo na relagdo C/P de 5,1 a 28,7 ndo estimulou a producdo de amiloglucosidase nas

condigdes estudadas.
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As relagdes C/N utilizadas neste trabalho variaram entre 186,38 e 499,49 (Tabela 7) e
também ndo estimularam aumento na producdo de amiloglucosidase nas condicBes
empregadas.

Maccari Jr. et a. (1996) citam em seu trabalho que o tratamento com sulfato de
amonio inibiu o desenvolvimento da levedura utilizada para producéo de amiloglucosidase
(Schwanniomyces castellii LPB 21) em meio de residuo de batata, o que pdde ser observado
pela reducéo no crescimento celular e consumo percentual de amido. Com adicéo de sulfato
de ambnio houve consumo de 75% de amido, com adicdo de uréia de 80% e da testemunha
que foi de 78%. Outros resultados citados por Maccari Jr. et a (1996) também apontam uma
inibicdo no processo de fermentacdo quando da adi¢éo de sulfato de ambnio junto ao meio de
cultura, os autores também afirmaram que é desnecessé&ria a suplementacdo do mosto com
uma fonte de nitrogénio. 1sso contribui de maneira significativa para reducéo de custos do
substrato de fermentacdo, tratando-se de uma matéria-prima de baixo valor (tubérculos
descartados, no caso, refugos de batata) e sem padréo comercial.

Anto et al. (2006) utilizando extrato de levedura, ao invés de sulfato de ambdnio, como
fonte de nitrogénio, na quantidade de 0,02g/g de substrato seco, em meio a base de flocos de
arroz, obteve atividade enzimatica de amiloglucosidase de 454 U/g de substrato seco. Este
valor foi 180% mais alto que o obtido com a utilizagcdo de sulfato de ambnio como fonte de

nitrogénio.

55 RESULTADOS DOS ENSAIOS COM DETERMINAQAO DA ATIVIDADE
ENZIMATICA EM DIFERENTES SOLUQ()ESTAMPAO
Para a andlise da atividade enzimdtica da enzima amiloglucosidase, utiliza-se

usualmente tanto o tampéo acetato 0,02 M, pH 4,2 (BAI et al, 2006; DANIEL et a., 1996;
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PAMBOUKIAN, 1997), quanto o tampéo citrato-fosfato 0,1 M, pH 4,2 (PANDEY & a.,
1994; SINGH e SONI, 2001; THORSEN et al., 2006).

Comparando-se os resultados da Tabela 16, nota-se que os melhores resultados de
atividade enzimética foram obtidos com a extracdo da enzima por solucéo tampéo citrato-
fosfato pH 4,2. Destes, o melhor resultado foi obtido com o meio de residuo de batata, 401,66
U/mL, seguido por 176,66 e 51,66 U/mL, da mistura dos residuos e do residuo do

processamento de cenoura, respectivamente.

Tabela 16 — Resultados dos ensaios com determinacdo da atividade enzimatica utilizando-se solucéo
tampéo acetato 0,02 M, pH 4,2 e tamp&o citrato-fosfato 0,1 M, pH 4,2

Ensaios Tampéo Substrato Atividade enzimatica

(U/mL)
1 Citrato - fosfato pH 4,2 Cenoura 51,66
2 Citrato - fosfato pH 4,2 Batata 401,66
3 Citrato - fosfato pH 4,2  50% batata e 50% cenoura 176,66
4 Acetato pH 4,2 Cenoura 28,33
5 Acetato pH 4,2 Batata 353,33
6 Acetato pH 4,2 50% batata e 50% cenoura 158,33

Singh e Soni (2001) testaram a influéncia de diferentes umidificantes adicionados ao
meio de fermentacdo (tampéo citrato-fosfato pH 3,0; 4,0; 5,0 e 6,0; tampéo fosfato pH 6,0; 7,0
e 8,0; tampdo trisHCI pH 7,0 e 8,0; agua de torneira pH 6,0 e &gua destilada pH 6,2) na
producéo da enzima amiloglucosidase produzida por Aspergillus oryzae, utilizando farelo de
trigo em fermentacdo sdlida como substrato, obtendo o melhor resultado de atividade
enzimética de 2833 e 2803 U/g utilizando &gua destilada pH 6,0 e tampéo citrato-fosfato 0,1
M, pH 5,0, respectivamente, sendo que uma unidade de AMG foi definida como a quantidade
de enzima que libera 1 umol de glucose por grama de substrato por minuto a 50°C, em tampéo
citrato-fosfato 0,1 M, pH 5,0 com amido sollvel a 1% (p/v). Observa-se que o tampéo
citrato-fosfato influencia positivamente na producdo e atividade da AMG, tanto se usado

como umidificante do meio ou na determinacéo da atividade enzimética.



67

5.6 CONSIDERACOES GERAIS

Em todos os ensaios realizados, nas condicOes de processo empregadas, nota-se que o
residuo de batata apresentou-se como o0 melhor substrato para producdo da enzima
amiloglucosidase. O alto teor de amido desse substrato € um dos motivos paratal resultado.

Em seu trabalho, Macedo et a. (1999) comentam que, pelo fato da amiloglucosidase
ser uma enzima de inducdo, era de se esperar que altas concentragcBes de polissacarideos
conduzissem a altas taxas de producdo desta enzima. Por outro lado, como a velocidade de
hidrdlise dos polissacarideos em glucose € mais alta que o consumo de glucose pelas células,
no comego do cultivo, acontece um acumulo de glucose no meio, causando inibicdo do
crescimento e repressdo ha sintese da enzima. Esse pode ser um dos motivos pelo qual o
residuo do processamento de cenoura ndo se mostrou boa fonte para producéo da enzima
amiloglucosidase, pois em comparacdo com o residuo do processamento de batata, ele possui
0 teor de glucose mais elevado.

Os dados da pesguisa realizada por Maccari Jr. et a. (1996) indicam melhores
resultados quando usados os tubérculos in natura (refugos de batata) do que quando
empregada farinha de refugos de batata. Esses resultados sGo importantes, pois indicam ser
possivel 0 uso dos refugos de batata em processos fermentativos logo apds 0 seu descarte,

diminuindo gastos com energia e tempo.
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6 CONCLUSOES

Analisando-se os resultados obtidos, observou-se que o microrganismo Aspergillus
awamori NRRL 3112 se desenvolveu em todos os meios utilizados e seu micélio apresentou
aparéncia filamentosa

Ao se andlisar a atividade enzimética nos diferentes ensaios realizados pode-se
concluir que o residuo do processamento de batata foi 0 que proporcionou, em todos 0s
ensaios, maior atividade enzimética. Ja o residuo do processamento de cenoura, quando
utilizado isoladamente, foi 0 que proporcionou 0s menores valores.

Analisando-se os resultados dos ensaios isoladamente, para 0S ensaios com meios com
teor de umidade de 90, 92 e 98% relacionados ao tempo de fermentacdo e agitagdo tem-se
que:

- 0s niveis de agitacdo utilizados ndo se mostraram vantgjosos para 0 processo quando se
utilizou residuo do processamento de cenoura;

- 0 tempo de fermentagdo de 72 horas, utilizando-se como substrato residuo do processamento
de batata com 98% de umidade, foi 0 mais adequado para producdo de AMG, apresentando
resultados de atividade enzimética até 240 vezes maiores, 725,00 U/mL, do que quando
empregadas as mesmas condi¢des de fermentacdo, mas diminuindo-se o tempo para 24 horas.

Analisando-se os resultados dos ensaios com meios com teor de umidade de 30, 50, 70
e 90%, pode-se concluir que:

- amaior atividade enzimédtica obtida, 141,38 U/mL, foi resultante das seguintes condic¢des de
fermentacdo: meio a base de batata com 30% de umidade, sem agitagdo e 72 horas de
incubagdo a 30°C;

- 0 residuo do processamento de cenoura, apesar de ndo ter apresentado resultados atividade

enzimética tdo altos quanto os obtidos com residuo de batata, também foi favorével a
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producdo de AMG. O melhor resultado, de 65,98 U/mL, foi obtido com meio com 50% de
umidade, sem agitacdo e 72 horas de incubagdo a 30°C;
- com a mistura dos residuos do processamento de batata e cenoura na proporcéo de 1:1,
obteve-se como melhor resultado de atividade enzimética 55,77 U/mL, obtido com meio com
70% de umidade, sem agitac&o e 72 horas de incubacdo a 30°C.

Analisando-se os resultados dos ensaios com meios suplementados com fontes de
nitrogénio e fosforo, conclui-se que:
- nos ensaios com meios suplementados somente com fonte de fésforo os melhores resultados
encontrados de atividade enziméica foram 318,33 U/mL, com adicdo de 0,199 de
NaHPO,/50g de meio para o residuo do processamento de batata, 33,33 U/mL quando se
utilizou residuo do processamento de cenoura com adi¢do de 0,19g de NaHPO,/50g de meio,
125 U/mL foi obtido quando se fez a mistura de 50% de cada residuo com adic¢éo de 0,199 de
NaHPO./50g de meio;
- quando se adicionou fontes de fésforo e nitrogénio relacionadas, utilizando-se residuo do
processamento de batata, o melhor resultado de atividade enzimética, 875,00 U/mL, foi obtido
com adicdo de 0,38g de Na,HPO,/50g de meio, com fermentacdo de 72 horas, sem agitacéo,
temperatura de 30°C e sem correcéo de pH;
- utilizando-se residuo do processamento de cenoura, 0 melhor resultado obtido referente a
atividade enzimética, 141,66 U/mL, foi obtido com adi¢cdo de 0,38g de Na,HPO,/50g de meio,
fermentacdo de 72 horas, sem agitacdo, temperatura de 30°C e sem corregéo de pH;
- acorrecao de pH dos meios para 5,0, quando realizada, ndo se mostrou necesséria, uma vez
gue os resultados de atividade enzimatica ndo se mostraram melhores do que quando a
corregdo ndo foi realizada;
- a suplementacdo com fonte de nitrogénio nos niveis estudados, nd melhorou os resultados

de atividade enzimética.



70

Analisando-se os resultados dos ensaios com determinacéo da atividade enzimatica em

diferentes solugdes tampé&o observa-se que:
- com a utilizag8o dos residuos do processamento de cenoura, batata e mistura de 50% desses
residuos, o tampdo citrato-fosfato 0,1 M, pH 4,2 foi o que gerou melhores resultados
referentes a atividade enzimética que foi de 51,66, 401,66 e 176,66 U/mL para os residuos do
processamento de cenoura, batata e mistura desses, respectivamente.

De uma forma geral pode-se concluir que, nas condicbes empregadas, a utilizagdo de
residuo do processamento de batata e cenoura podem ser considerados boas fontes para a
producdo de AMG, sendo que o residuo do processamento de batata produz maiores teores de
AMG. A utilizagdo desses residuos como fonte para producéo de AMG é viavel, contribuindo
com 0 processo de agregacdo de valor econdbmico a sub-produtos da agroindistria para

producédo de AMG utilizando Aspergillus awamori NRRL 3112.



7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

De acordo com os resultados obtidos e andlise, algumas sugestdes paratrabalhos
futuros podem ser indicadas:
-Utilizar uma quantidade menor de substrato em erlenmeyer de 250 mL a fim de aumentar a
superficie de contato do substrato com o oxigénio;
-Fazer umarelagdo entre a atividade enzimética com uma amostra “ branco”;
-Utilizar tamp@o citrato-fosfato pH 4,2 para determinacéo da atividade enziméatica e ndo
tampéo acetato pH 4,2;
-Tragar acinética das reagoes enziméticas;
-Utilizar uréia como fonte de nitrogénio para suplementacdo dos meios;
-Utilizar niveis inferiores a 0,199 de Na,HPO,/50g de meio, como fonte de fésforo como
suplemento;
-Testar a utilizagdo de extrato de levedura e cevada (residuos da producéo de cerveja), como
fontes de nitrogénio para suplementacdo dos meios,

-Empregar agitagdo mais vigorosa nos meios durante a fermentacéo;

71
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