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Resumo

A jaca ¢ alimento consumido por brasileiros sob diferentes formas: in natura, doces, conservas, dentre outros. Os residuos derivados (sementes)
desses produtos sao ricos em nutrientes tais como proteinas, fibras, sais minerais e acidos graxos podendo ser utilizados em diferentes alimentos
como componentes enriquecedores, minimizando a polui¢ao ambiental. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da variagdo
do teor de agua (40%, 50% e 60%), do tempo de fermentagdo (24h, 48h, 72h e 96h) e da temperatura (25 °C, 30 °C e 35 °C), na produgdo
de endoglucanase do fungo Aspergillus niger por fermentagao em estado solido, utilizando semente de jaca como substrato. As fermentagdes
ocorreram em estufa bacteriologica, a endoglucanase foi quantificada como carboximetilcelulase utilizando CMC como substrato e o teor
de proteina soluvel foi determinado pelo método de Bradford. O melhor resultado, atividade especifica de 138,45 (U/mg), foi obtido nas
condi¢des de fermentagdo realizada com 60% do teor de dgua a 35 °C no tempo de 72h. A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir
que a temperatura de fermentagao foi o principal fator que afetou a producdo da CMCase pelo Aspergillus niger a partir do semente de jaca.

Palavras-chave: Artocarpus. Fermentagao. Aspergillus niger.
Abstract

Jackfruit is a kind of food eaten by many Brazilians in different ways: fresh, sweets, conserves, among others. The residue (seeds) derived from
these products is rich in nutrients such as proteins, fibers, mineral salts and fatty acids, and it can be used in different kinds of food as enriching
compounds, minimizing environmental pollution. The present study aimed to evaluate the effect of water percentage variation (40, 50, and
60%,), time of fermentation (24, 48, 72, and 96 hours), and temperature (25, 30, and 35°C) in endoglucanases production for Aspergillus niger
fungus, through fermentation in solid state, having jackfruit seed as substratum. The fermentations took place in bacteriological greenhouse;
endoglucanases was quantified as carboximetil-cellulose using CMC as substratum, and the percentage of solvable protein was determined
by Bradford method. The best result, specific activity 138,45 (U/mg), was obtained at the conditions of fermentation realized with 60% of
water percentage, at 35°C, in 72 hours. Departing from results, it was possible to conclude that the temperature of fermentation was the main
coefficient to affect the production of CMCase by Aspergillus niger from jackfiuit seed.
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1 Introducio

A crescente preocupacdo com o meio ambiente incentiva
o desenvolvimento de novas tecnologias que caminhem para
a sustentabilidade do sistema de producdo industrial. Na
industria de alimentos, ao longo da cadeia produtiva, uma
série de residuos ¢ produzida, nesse sentido, aplicar novos
processos visando o seu reaproveitamento estd se tornando
industrialmente interessante’.

A fruticultura brasileira tem se consolidado como o grande
vetor de desenvolvimento do pais. Nos ultimos anos, o seu
crescimento apresentou taxas historicas, principalmente devido
ao seu desenvolvimento na regido Nordeste do Brasil, onde as
condi¢des de luminosidade, umidade relativa e temperatura
superam as encontradas nas regioes Sul e Sudeste, tradicionais
produtoras de frutas®. Essa atividade desenvolvida na regido
Nordeste contribui para o desenvolvimento econdmico
regional, sendo que as frutas tropicais impulsionam essas
economias historicamente fragilizadas®.
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Apds o despolpamento para fins industriais ocorre a
geracdo do residuo que pode acarretar problema ambiental,
como a contaminagdo do solo e corpos d’agua superficiais
e subterraneos, a proliferacdo de vetores e instalacdo de
comunidades de catadores, e geragdo de gases onde nao ha
nenhum tipo de tratamento que contribua para a melhoria dos
danos ambientais e solugdes de problemas causados ao homem?®.
Infelizmente, a maior parte desses residuos agroindustriais é
disposta diretamente ao ambiente’. Os residuos compostos
por materiais lignoceluldsicos sdo os mais abundantes no
mundo e esta biomassa apresenta um potencial biotecnologico
para a obtencdo de produtos de interesse industrial como
bioetanol, glicose, proteinas, enzimas, compostos de aroma,
entre outros®’. O aproveitamento dos residuos da fruticultura
¢é possivel reduzir sua producdo industrial®. Esses residuos
sdo fontes de carboidratos e sua bioconversao tém recebido
grande atencdo nos ultimos anos. Processos utilizando esse
tipo de residuo como substrato pode minimizar a dependéncia
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do homem por combustiveis fosseis através da energia
renovavel na forma de glicose’. A produgdo global anual de
biomassa vegetal ¢ de cerca de 2x10'" toneladas, sendo que a
lignocelulose responde por 90% deste valor'.

Na natureza, existe grande variedade de micro-
organismos celuloliticos, entretanto apenas alguns sdo
conhecidos como verdadeiros celuloliticos, isto ¢, sdo capazes
de produzir celulases extracelulares''. Os fungos constituem
um dos grupos de micro-organismos mais importantes
na atividade de decomposicdo dessa biomassa devido a
capacidade especializada de degradagdo. Esta atividade
ocorre, sobretudo, durante a sua fase vegetativa ou micelial.
Nessa fase, dependendo da biomassa, ocorre a producdo de
enzimas extracelulares, que sdo fundamentais na degradacao
dos componentes lignocelulosicos!®>. As enzimas fingicas
dominam as aplicagdes comerciais, devido ao seu alto nivel
de expressdo e secre¢do’® normalmente sdo aplicadas em
diferentes, como a téxtil, farmacéutica, alimenticia entre
outras'*. As enzimas celuloliticas sdo aplicadas na producdo do
etanol de segunda geragdo'®. Elas sdo formadas por sistemas
enzimaticos, nos quais as endoglucanases iniciam a hidrdlise
fragdo amorfa da celulose, fator primordial para a atuagdo das
outras enzimas e, consequentemente, o aproveitamento dessa
biomassa.

A fermentacdo no estado so6lido (FES) ¢ um meio de
utilizagdo de diversos residuos para a obtengdo de produtos
com alto valor agregado. A cultura em estado sélido ¢ definida
como sendo o tipo de cultivo no qual um micro-organismo
cresce numa mistura de material solido (dgua—insoluvel), na
auséncia ou presenga de limitada quantidade de agua livre'®. A
dgua presente nesses sistemas encontra-se complexada com a
matriz solida de substrato ou como uma fina camada absorvida
na superficie das particulas. Em geral, nesses processos o
teor de agua varia entre 30-85% e a atividade de agua tipica
vai de 0,40 - 0,99, o que mimetiza condi¢des encontradas na
natureza'’. Os fungos filamentosos, como o Aspergillus niger,
apresentam grande potencial na degradacdo de compostos
lignoceluldsicos, além de requerer pouca agua para seu
desenvolvimento, o que representa diminuigdo dos efluentes
gerados nos bioprocessos, como também a economia de agua.

As enzimas industriais sdo grandes representantes dos
processos biotecnoldgicos. O setor de producdo de enzimas
apresenta muitas iniciativas de pesquisa e desenvolvimento,
resultando na produgdo de diversos produtos novos, no
melhoramento dos processos ¢ no desempenho dos produtos
ja existentes no mercado. No entanto, o custo de produgdo
das enzimas ¢ um dos principais fatores que determinam o
desenvolvimento de novos processos, ou seja, reduzir os
custos de produgao ¢ fundamental para as possiveis aplicagdes
industriais'®.

A jaca ¢ alimento consumido por brasileiros sob diferentes
formas: in natura, doces, conservas, dentre outros. Os
residuos derivados (sementes) desses produtos sdo ricos em
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nutrientes tais como proteinas, fibras, sais minerais e acidos
graxos podendo ser utilizados em diferentes alimentos como
componentes enriquecedores, minimizando a poluigdo
ambiental'.

O objetivo desse trabalho foi estudar o efeito da variacao
da temperatura, tempo de fermentagdo e teor de agua sobre
a produgdo de endoglucanase (CMCase) pelo fungo A4. niger
em fermentacdo em estado solido utilizando semente de jaca

(Artocarpus heterophyllus).

2 Material e Métodos

O residuo do qual foi obtido a semente de jaca foi cedido
pela industria Doce Mel na cidade de Ipiau/BA, seco em
estufa de secagem e esterilizacgio SOLAB a 70 °C por 24
horas, a umidade obtida apds a secagem foi estabelecida a 3%
em determinador de umidade por infra-vermelho (MATER
1D200). O residuo foi triturado em moinho de facas tipo Wiley
(ACB LABOR), apos o processo de trituragdo o residuo foi
peneirado a uma granulométrica aproximada de 30 mesh, o

que representa 0,6 a 0,7 mm de didmetro para cada particula®.

2.1 Obtencéo da solucio de esporos

A solugdo de esporos do fungo foi obtida através da
inoculacdo da cepa de Aspergillus Niger (doada pela Fundacao
Oswaldo Cruz/ Rio de Janeiro), em meio de cultura PDA
(Potato Dextrose Agar) HIMEDIA acidificado e incubado
a 35 °C por sete dias em estufa bacteriologica (modelo SL
101 SOLAB). A cultura esporulada foi suspensa em solugao
de Tween 80 (VETEC) a 0,01%, sendo nesta efetuada a
contagem do numero de esporos em suspensdo, utilizando
camara de Neubauer dupla espelhada e microscopio binocular
(BIOVAL L1000)>.

2.2 Fermentac¢io em estado sélido

As fermentagdes foram realizadas em erlenmeyers de 125
mL, contendo 10 g de residuos, previamente autoclavados,
a este foi adicionada a suspenséo de 107 esporos por grama
de substrato, em seguida foram adicionadas quantidades
crescentes de agua destilada e estéril até o teor de agua desejada
(40, 50 e 60%). As incubagdes foram conduzidas a 25, 30 e
35 °C em incubadora com temperatura controlada (SOLAB,
modelo SL 101) e variando-se o tempo de fermentagdo (24,
48, 72 e 96 horas)®.

2.3 Extracio do extrato enzimatico

Apds o processo fermentativo, foi feita a extragdo
mecanica (filtragdo) do extrato enzimatico com solugao
tampao de citrato de s6dio (VETEC) 50mM, pH 4,8. O extrato
enzimatico bruto proveniente da fermentacdo foi recolhido e
centrifugado a 1000 rpm por 10 minutos (CETRIBIO modelo
80-2B).
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2.4 Analise da atividade enzimatica

2.4.1 Atividade de CMCase

A atividade de CMCase® foi quantificada por meio da
dosagem dos agtcares redutores produzidos pela degradagao
enzimatica da carboximetilcelulose (CMC/COMOLINE)
a 2% p/v o qual foi quantificado através do método do
acido dinitrosalicilico (DNS)?!. No sistema reacional foram
adicionados 0,5 mL de solug@o tampao citrato de sdédio com o
pH 4,8 a 50 mM, 0,5 mL de extrato enzimatico bruto e 0,5 mL
de CMC (2% p/v), no controle da reacdo, 0,5 mL do tampao
citrato ¢ 0,5 mL de extrato. Todos os tubos foram incubados
em estufa bacteriologica (QUIMIS) a 50 °C por 10 minutos,
a reacdo foi interrompida com a adi¢do de 0,5 mL DNS, em
seguida os tubos foram colocados em banho-maria (SOLAB)
por 5 minutos, sendo posteriormente adicionados 6,5 mL
de agua destilada e efetuado a medi¢do de absorbancia em
540nm no espectrofotometro (BEL PHOTONICS 2000 UV).
A unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a
quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol de aglcares
redutores, por minuto a 50 °C, onde a atividade enzimatica
expressa em U. A absorbancia foi medida no espectrofotometro
a 540 nm. A atividade especifica (U/mg) da enzima foi definida
como sendo a divisdo do valor da atividade enzimatica (U)
pelo teor de proteina (mg).

Pacheco CSV, Ferreira AN, Rocha TJO, Tavares IMC, Franco M

2.4.2 Analise do teor de proteina

A quantificagdo da proteina bruta no extrato enzimatico
foi efetuada através do método de Bradford*

2.4.3 Curva de calibracao

A curva padrio foi feita a partir da determinagdo de
glicose nas concentragoes de 0,2 a 1,0 g/L pelo método do
acido 3,5-dinitrossalicilico DNS?!.

2.5 Analises estatisticas

A produ¢do da enzima foi realizada através do
delineamento experimental inteiramente casual (DCL), com
trés repeticdes em cada ensaio, as variaveis independentes
estudadas foram o tempo de fermentagdo (24, 48, 72, 96 e
120 horas), a temperatura de fermentagdo (25, 30 ¢ 35 °C)
e o teor de agua (40, 50 e 60%). Os dados foram ajustados
a um modelo quadratico completo (todos os efeitos linear
e quadratico principal e todas as interacdes de duas vias)
utilizando o software SAEG estatistica. A significancia
estatistica de todos os fatores foi entdo avaliada por analise de

variancia (ANOVA), usando teste estatistico de Fisher.
3 Resultados e Discussio

Na Tabela 1 sdo apresentados os valores experimentais
obtidos durante o experimento.

Tabela 1: Atividades da enzima CMCase (endoglucanase) em quatro tempos, trés teores de agua e trés temperaturas. Média das trés

repeticdes amostrais

25°C 30°C 35°C
Tempo (h) 40% 50% 60% 40% 50% 60% 40% 50% 60%
24 53,16 38,80 45,12 52,54 33,93 38,89 87,48 39,82 55,45
48 14,34 45,60 15,56 42,74 18,71 25,96 27,91 18,63 25,25
72 25,66 27,70 37,59 21,18 64,44 30,27 79,61 17,60 138,46
96 10,56 18,38 15,25 29,01 19,61 17,97 24,48 24,72 128,98

Na Tabela 2 encontram-se os resultados dos modelos reduzidos
para cada teor de agua e temperatura, bem como os coeficientes de

variacdo para cada equacio. Os dados indicam que todos os modelos
sdo estatisticamente significativos (F> valor critico, valor P <0,05).

Tabela 2: Modelos de ajuste de dados obtidos a partir da ANOVA

Atividade de dgua Equacio R? Coeficiente de Variacio F P

25°C

40% 5,429%3 - 54,98x% + 164,1x - 111,0 0,762 34,81 12,33 0,043

50% -8,567x* + 53,86x - 41,17 0,875 25,97 8,21 0,045

60% -5,865x% +37,37x - 24,76 0,701 14,21 14,72 0,039
30°C

40% 0,0077x* - 1,3025x + 81,453 0,856 33,87 13,77 0,049

50% -0,0018x* +0,3159x2 - 16,017x + 261,6 0,779 11,98 14,86 0,047

60% 0,0003x2 - 0,2759x + 43,662 0,748 23,88 11,22 0,042
35°C

40% -0,002x* + 0,475x? - 26,09x + 476,3 0,923 38,98 17,38 0,0448

50% -0,000x* + 0,038x? - 3,059x + 93,16 0,873 32,87 12,74 0,0487

60% 0,022x* - 0,915x + 52,73 0,779 26,54 12,43 0,0210
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Nas Figuras 1 e 2 estdo representados os pontos médios de
cada experimento realizado.

Nas Figuras 1, 2 e 3 estdo representados o arranjo
experimental para a enzima CMCase para as diferentes
temperaturas analisadas (25, 30 e 35 °C), em fungao da
atividade especifica (U/mg), teor de agua (%) e tempo de

fermentacgao (h).
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Figura 1: Atividade especifica de endoglucanase a 25 °C
variando tempo e o teor de agua
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Figura 2: Atividade especifica de endoglucanase a 30 °C
variando tempo ¢ o teor de agua
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Figura 3: Atividade especifica de endoglucanase a 35 °C
variando tempo e o teor de agua
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Durante o processo de fermentacdo em estado sélido
ocorre a secregdo de enzimas pelos micro-organismos.
Esse processo tem como objetivo converter a biomassa
em compostos orgdnicos para o crescimento celular®. A
celulose, presente nessa biomassa, ¢ hidrolisada inicialmente
por endoglucanases (CMCase), essas enzimas decompdem
diversos polissacarideos.

Observando a Figura 1 a maximizagdo da produgao
enzimatica no tempo de 24 horas de fermentagdo. Nessa
temperatura, a atividade especifica de CMCase produzida foi de
53,16 (U/mg) em 40% do teor de agua. Observamos na Figura
2 que o incremento de 5 °C na temperatura de fermentagdo
provocou elevagdo na atividade enzimatica. Nessa temperatura
(30 °C) o tempo 6timo de produgdo enzimatica ocorreu em 72
horas de fermentagao (Figura 2), com atividade de 64,44 (U/
mg) em 50% do teor de 4gua. Contrariando os ensaios anteriores
(Figura 2), o aumento da temperatura de fermentagdo para 35
°C (Figura 3) provocou uma elevagao na atividade enzimatica.
Deve ser destacado que nessa temperatura o comportamento
em funcdo do teor de agua foi irrelevante. Novamente, a maior
atividade enzimatica foi observada em 72 horas de fermentagao,
com atividade de 138,46 (U/mg) em 60% do teor de agua.

Asendoglucanases (EC 3.2.1.4) sdo as enzimas responsaveis
por iniciar a hidrolise da molécula de celulose. Essas enzimas
atuam randomicamente na regido amorfa da cadeia de celulose,
clivando ligagdes p — 1,4 na regido central da molécula e
liberando como produto oligossacarideos de diversos graus
de polimerizagdo®. A carboximetilcelulose (CMC) ¢ utilizada
como substrato preferencial para quantificar a atividade dessas
enzimas®. A literatura mostra a producdo de endoglucanases
por actinomicetos, em especial Streptomyces, em diferentes
substratos, a estirpe de Streptomyces, a T3-1, produziu 40,3 U/
mL em 1,5% de CMC e sulfato de amoénio, ureia e peptona®,
porém os nutrientes utilizados ndo eram substratos de baixo
custo. Streptomyces sp. isolada de solo do Canada foi cultivada
em uma solugdo de sais de Mandel contendo peptona, tween
80 em 1,0% de celulose cristalina e produziu 11,8 U/mL de
CMCase? enquanto Thermomonospora sp., um actinomiceto
alcalotermofilico®, quando cultivado em meio contendo
celulose de papel em po, extrato de levedura e Tween 80,
apresentou um pico de atividade de 23 U/mL, enquanto que
quando cultivado em farelo de trigo a atividade foi de 8,5 U/mL.
A FES ¢ uma tecnologia capaz de propor caminhos alternativos
para a reutilizacdo dos residuos gerados, diminuindo passivos
ambientais bem como a valoriza¢ao econémica desses rejeitos.
O fungo sintetizou a enzima sem a necessidade de qualquer
indutor ou suprimento além da celulose contida na semente de
jaca e agua em diferentes concentragdes.

4 Conclusao

Os resultados mostraram que a estirpe de Aspergillus niger
¢ bastante promissora, no que se refere a obtengdo da CMCase.
As melhores condigdes para a produgdo da CMCase foi 72
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horas, 35 °C e teor de umidade de 60%. Nessas condig¢des, a
atividade especifica foi de 138,45 (U/mg). Notou-se, também,
que a temperatura foi a variavel mais importante na produgao

da enzima.
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