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RESUMO: A utilizacdo de residuos agroindustriais pode ser uma alternativa para

producao de enzimas microbianas a baixo custo, além de proporcionar um destino mais
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nobre desses residuos, evitando assim o0 acumulo no ambiente. Para tanto, € levado em
consideracao os processos fermentativos em estado sélido, e também a aplicabilidade
das enzimas produzidas nesses sistemas na industria. O presente trabalho teve como
objetivo avaliar a produgdo de enzimas celuloliticas e proteoliticas, utilizando a
fermentagdo em estado sélido, empregando como substrato o bagago do coco verde,
pela acao do fungo Aspergillus sp. Foi realizada a caracterizagcao do substrato, assim
como um planejamento experimental fatorial 22, a fim de se analisar a influéncia da
umidade e da adicao de fonte de nitrogénio (sulfato de amoénia). Os niveis das variaveis
independentes aplicadas foram: umidade 60%, 70% e 80% e sulfato de aménia 0%,
0,5% e 1% (p/v). Diante do resultado do planejamento, a atividade CMCase foi
influenciada positivamente pelo menor nivel da concentragdo de sulfato de amoénio e
pelo maior nivel da umidade. Para a atividade FPase, os niveis superiores tanto da
concentracao de sulfato de amoénio quanto da umidade favoreceram a producao
enzimatica. J4 para as proteases, os niveis inferiores tanto da concentragdo de sulfato
de amdnio quanto da umidade favoreceram a produgdo dessas enzimas. Portanto, a
concentragao de sulfato de amdnio e a umidade propostas no planejamento otimizaram

0 processo de producado enzimatica a partir do residuo de coco verde.

Palavras-chave: Aspergillus sp.; Celulases; Proteases.

ENZYME PRODUCTION BY ASPERGILLUS SP. USING GREEN COCONUT WASTE
AS A SUBSTRATE

ABSTRACT: The use of agroindustrial residues can be an alternative for the production
of microbial enzymes at low cost, besides providing a more noble destination of these
residues, thus avoiding the accumulation in the environment. For this purpose, solid state
fermentation processes are considered, as well as the applicability of the enzymes
produced in these systems in the industry. The objective of the present work was to
evaluate the production of cellulolytic and proteolytic enzymes, using solid state
fermentation, using the green coconut bagasse as substrate by the fungus Aspergillus
sp. The characterization of the substrate was carried out, as well as a factorial
experimental design 22, in order to analyze the influence of moisture and the addition of
nitrogen source (ammonium sulphate). The levels of the independent variables applied
were: 60%, 70% and 80% humidity and 0%, 0.5% and 1% (w/v) ammonium sulfate.

Considering the result of the design, the CMCase activity was positively influenced by
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the lower level of the ammonium sulphate concentration and the higher level of humidity.
For FPase activity, the higher levels of both ammonium sulphate concentration and
moisture favored the enzymatic production. As for the proteases, the lower levels of both
ammonium sulphate concentration and moisture favor the production of these enzymes.
Therefore, the concentration of ammonium sulphate and moisture applications on design
optimized the enzymatic production process from the green coconut residue.

Keywords: Aspergillus sp.; Cellulases; Proteases.

1. INTRODUGAO

A produgédo de enzimas microbianas é uma importante area na biotecnologia,
avangos no processo produtivo tornando-o a cada vez atrativo ao mercado sao
desejaveis. Os processos industriais para produg¢ao de enzimas microbianas a partir dos
residuos agroindustriais apresentam alto interesse, que vao além das vantagens
relacionadas ao baixo custo, producao independente e pequena disponibilidade de agua
e espago, funcionam com uma aplicabilidade diversa destes residuos como substratos
que minimizam os impactos ambientais promovido pelo descarte inadequado dos
mesmos. Nos ultimos anos, tem-se aumentado o emprego da fermentacao em estado
sblido (FES) para a produgcdo de enzimas principalmente relacionadas com a
degradacao de macromoléculas vegetais complexas (6)

Devido ao consumo em larga escala e a alta popularidade do coco, principalmente
no Brasil, o descarte desse material e a geracao de residuos €é caracterizado como um
problema ambiental (15). Uma alternativa para minimizar esse problema pode ser a
utilizacao desses residuos como matéria organica para ser hidrolisada, em processos
fermentativos, pela acéo de fungos filamentosos, para producédo de enzimas e outros
produtos de valor agregado (5)

Alguns micro-organismos sao capazes de produzir celulases, pois atuam na
degradagado de materiais lignocelulésicos presentes em substratos, principalmente os
residuos da agroindustria, como o coco (4). Ao mesmo tempo, esses micro-organismos
sdo preferidos frente a outras fontes produtoras de proteases (vegetal e animal), por
serem mais estaveis, devido ao seu rapido crescimento, ao pequeno espaco de tempo
necessario para o seu desenvolvimento e a grande variedade de atividades cataliticas
que dispdéem no metabolismo (12)
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O objetivo do presente trabalho foi analisar a producao de enzimas celuloliticas e
proteoliticas por fermentacdo em estado solido utilizando Aspergillus sp., utilizando

como substrato o residuo de coco verde.
2. MATERIAL E METODOS
Preparo e caracterizacao do residuo da casca do coco verde

O coco verde in natura foi selecionado, aberto, obtendo-se apenas 0 mesocarpo,
estrutura da fruta que fica entre o epicarpo e o endocarpo, e dilacerado com a utilizagao
de um facdo. Lavado e, posteriormente, seco em estufa (70°C, 48h). A moagem foi
realizada em moinho de facas (TECNAL) até se obter o pé que € demonstrado na Figura
A. O substrato preparado foi armazenado em sacos plasticos com fechamento
hermético.

A caracterizagao fisico-quimica do substrato foi realizada quanto ao teor de
sélidos soluveis (°brix), densidade aparente, pH, umidade, cinzas e agucares redutores

totais.
Planejamento experimental

Para o estudo da producgao de celulases, foi realizado um planejamento fatorial do
tipo 22 com trés repeticbes no ponto central, totalizando 7 ensaios, sendo estes
realizados de forma aleatoria.

No planejamento experimental, as variaveis independentes foram umidade inicial
(Ui) do material a ser fermentado e a concentracdo de fonte de nitrogénio (sulfato de
amdnio). Os valores adotados para as variaveis foram baseados nos valores estudados
em 2009 por Tavares (16) na produgéo de celulases com bagaco de coco lavado com
Aspergillus sp

O planejamento experimental seguiu 0s niveis estipulados na Tabela 1 e a matriz
do planejamento esta apresentada na Tabela 2 que apresenta as variaveis utilizadas no
planejamento, bem como suas codificacées e os niveis. A analise do planejamento
experimental foi realizada utilizando-se o software Statistica 7.0.
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Tabela 1. Niveis utilizados no planejamento experimental.

Variavel -1 0 +1
N (%p/v) 0 0,5 1
U (%) 60% 70% 80%

Fonte: Autor

Tabela 2 — Planejamento experimental 22 com triplicata no ponto central.

Ensaio N (nitrogénio) U (umidade) Valores reais
1 -1 -1 N (0,0%) — U (60%)
2 +1 -1 N (1,0%) — U (60%)
3 -1 +1 N (0,0%) — U (80%)
4 +1 +1 N (1,0%) — U (80%)
5 0 0 N (0,5%) — U (70%)
6 0 0 N (0,5%) — U (70%)
7 0 0 N (0,5%) — U (70%)

Fonte: Autor

Micro-organismo e indculo

Micro-organismo: O fungo Aspergillus sp.utilizado nesse experimento foi isolado de
pecas anatbmicas, conservadas em formol 10%, do complexo de Laboratérios de
Anatomia do Departamento de Morfologia do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

In6culo: O preparo do indculo para as fermentagdes foi realizado adicionando-se 40 mL
de uma solucédo de Tween 80 a 0,3% (v/v) em agua esterilizada em placas contendo o
fungo para o arraste dos conidios. Apos agitacao, os conidios foram transferidos para
tubos esterilizados para a realizagdo da contagem. A quantificagdo da suspenséao de
conidios foi realizada, com auxilio da camara de Neubauer espelhada, conforme a
Equacéo 1. O volume de in6culo a ser adicionado ao meio de fermentacao foi ajustado
de modo a ter-se uma concentragéo de indculo de 107 conidios por grama de substrato

solido, calculado de acordo com a Equacao 2.

Cconidios(conidios/mL) = E x 25x10*xFp Eq. (1)

Em que:
Ceconidios — Concentracao de conidios na suspensao;
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E — Média de conidios contados na cAmara de Neubauer;

Fp — Fator de diluicdo para contagem na camara de Neubauer.

Cl(con;dios).m(g) Eq (2)
conidios) .

Cconidios(
mL

VI (mL) =

Em que:

VI - volume de in6culo a ser adicionado no cultivo;

C/— Concentragao de conidios para ser inoculada no cultivo;
Ceconidios — Goncentragado de conidios calculada;

m — Massa de substrato utilizada.

Processo fermentativo

As fermentacbes foram realizadas em erlenmeyers de 250 mL contendo 10 g do
substrato. A umidade inicial do meio foi ajustada para 60, 70 e 80% (base Umida) pela
adicao de um volume definido de agua destilada, que foi determinado através de um
balan¢o de massa, seguindo a Equacgao (3):

(1-U2)
Em que:
ma - massa de agua para o ajuste da umidade;
m; - massa do residuo
U2 — Umidade desejada;
Us — Umidade inicial do residuo.

Extracao das enzimas

Obtencao do extrato enzimatico: A cada 1g de amostra retirada do cultivo foi
adicionado 30mL do tampao citrato a 0,05M, pH 4,8. O meio fermentado em suspensao
foi colocado em mesa agitadora orbital (SOLAB — SL 223) a 200rpm por 30 min. Em
seguida, procedeu-se a filtragdo com auxilio da bomba a vacuo (TECNAL — TE 0581),
em funil Buchner, usando papel de filtro qualitativo (14um) para separar o residuo da
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fermentagéo do caldo contendo o extrato enzimatico. A amostra foi armazenada a 4°C
para analises posteriores.

Analises do extrato enzimatico bruto

O extrato enzimatico bruto foi analisado quanto ao pH, proteinas totais, atividade
celulolitica e proteolitica.

pH: foi determinado com o auxilio de um potencidbmetro digital (AKSO - AK 90)
previamente calibrado com solugdes padrdes (pH 4,0 e 7,0).

Proteinas totais:o branco foi preparado em um microtubo com 800uL de agua Milli-Q
e 200uL do reagente de Bradford. Para a analise do cultivo, adicionou-se em um
microtubo 10uL da amostra, 790uL de agua ultrapura (Milli-Q) e 200uL do reagente de
Bradford. As reagdes foram incubadas a temperatura ambiente durante 15 minutos e a
absorbancia foi determinada em comprimento de onda de 595nm. Empregou-se a
albumina sérica bovina (BSA) como padréo (3). Cada amostra foi analisada em triplicata.

Determinacao da atividade de celulase total (FPase): para determinacdo da FPase
foi utilizada metolodogia proposta por (7). Uma unidade da atividade da celulase (U) é
definida pela quantidade de enzima que libera 1umol de glicose por minuto (1).

Determinacao da atividade da endoglucanase (CMCase): para determinagdo da

atividade da endoglucanase (CMCase), fez-se uso do protocolo de (7). Uma unidade da
atividade da endoglucanase equivale a 1umol de glicose liberada por minuto (1).
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Atividade proteolitica: a atividade das proteases foi analisada utilizando como
substrato a azocaseina. Dessa forma, misturou-se 100uL do extrato do sobrenadante a
100uL do tampao tris 0,1M, pH 9. Em seguida, foi adicionado 100uL do substrato
(azocaseina 10mg/mL). A mistura reacional foi incubada a 37°C por 30 minutos. A
reacao foi interrompida adicionando-se 500uL de 4cido tricloroacético (TCA) 10%. Apds
a centrifugacao a 10.000g por 5 minutos em centrifuga (MINISPIN - EPPENDORF), foi
adicionado 200uL de NaOH 1,8N ao sobrenadante. A leitura da amostra foi realizada no
comprimento de onda igual a 420nm. Uma unidade enzimatica é definida como a
quantidade de enzima necessaria para aumentar a absorbancia em 0,01 a 420nm nas
condigbes de tempo e temperatura de incubagdo do teste. O branco foi feito
adicionando-se agua destilada no lugar do extrato enziméatico (8).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da caracterizagdo do residuo do coco verde, utilizado como
substrato no processo de producdo de enzimas celuloliticas e proteoliticas, na

fermentagéo em estado sélido, estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Caracterizagdo do residuo de coco verde.

Parametros Analisados Unidade Resultados
Solidos soluveis °brix 1,6
Densidade aparente g/mL 0,306

pH - 4.8
Umidade % 9
Acucares redutores totais g/L 17,622

Fonte: Autor

A concentracao de soélidos soluveis (1,6 °brix) do residuo do coco verde
apresentou resultados inferiores que a concentragao encontrada na polpa (6,6 °brix)
descrita por Kanzawa e Ditchfield (9), resultado esperado, pois, considerando que o
coco utilizado no presente trabalho se trata de um residuo e passou pelo processo de
lavagem, portanto, a reduc¢édo da concentracao de agucares do residuo foi evidenciada.
A baixa umidade encontrada deve-se ao processo de secagem durante 48 horas a 70°C,
que as lascas dilaceradas da casca do coco foram submetidas
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Ainda, de acordo com a Tabela3, o substrato apresentou um teor de agucares
redutores totais igual a 17,622mg de ART/g de amostra. O residuo do coco apresentou
pH de 4,8, valor que se encontra na faixa de pH 6timo para o crescimento de fungos
filamentosos. O pH do residuo de coco verde foi inferior ao encontrado na polpa de coco,
pH de 6,5, apresentado por Kanzawa e Ditchfield (9). A densidade aparente (0,306
g/mL) mostra uma tendéncia cabivel a ndo se compactarem, melhorando a aeracao do
meio de cultivo, devido a porosidade da matéria, permitindo um melhor desenvolvimento

do micro-organismo.

Planejamento experimental

As amostras coletadas de cada frasco, contendo as diferentes condi¢ées, apds as
96 horas de fermentacdo, foram analisadas para atividade enzimatica (atividade da
CMCase, atividade da FPase e atividade proteolitica).

Atividade da endoglucanase (CMCase)

A Tabela 4 apresenta os resultados experimentais da atividade da endoglucanase
(CMCase) variando-se os seguintes fatores: percentual inicial de umidade (U) e adicao
de uma fonte de nitrogénio (N). As atividades apresentadas foram obtidas as 96 horas
de fermentacao.

Tabela 4. Resultado experimental em termos de atividade endoglucanasica para o
residuo do coco verde lavado.

Ensaios A.E. CMCase (U/g)
0,323
0,522
2,454
1,629
0,775
0,827
0,724

N OO o W0 =

Fonte: Autor
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O diagrama de Pareto Figura 1 mostra que para atividade de CMCase todas as
variaveis sao estatisticamente significativas com 95% de confianca. Dessa maneira, a
fonte de nitrogénio (sulfato de aménio), a umidade e a interacdo desses dois fatores
influenciaram positivamente na producédo da CMCase. A Tabela 5 apresenta a analise

da variancia completa.

i
1
1
(2)Umidade (%) % 31,406
B2
E2
1oy2 - -9,892569
o
(1THMNH4)2504 (%) 22 -6,073293
p=,05

Figura 1. Diagrama de Pareto para atividade da endoglucanase com 96 horas de

fermentacdo. Fonte: Autor.

Tabela 5. Andlise de variancia para o modelo descrevendo a atividade de CMCase

como fungao da umidade (U) e adigao de fonte de nitrogénio (N).

Fonte de variacao Ssse DF® MSe F
Regressao 2,9818 3 0,9939 Teste F = 1,535
Residuo 0,3627 3 0,1201 Feac=8,277
Falta de ajuste 0,3573 1 Fiao (5%) = 5,391
Erro puro 0,0053 2
Total 3,3445 6
R2 (%) 89,15

Fonte: Autor

A partir dos resultados obtidos, com auxilio do planejamento fatorial, foi possivel
ajustar os dados para um modelo que relacione a atividade enzimatica comos
parametros estudados. O modelo obtido para a atividade da endoglucanase (CMCase)
esta apresentado pela Equagéo 7:
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CMCase = 1,0363-0,1566N+0,8096U-0,2559NU Eq. (4)

Em que:

CMCase - atividade celulolitica
N — fonte de nitrogénio

U — umidade

Esse modelo explica 78,31% das variagcdes, com R? = 89,15. O teste F apresenta
a razéo entre o F calculado e o F tabelado. Sempre que esta relacao for maior que 1 a
regressao € estatisticamente significativa havendo relagdo entre as variaveis
independentes e dependentes. Para que uma regressdo seja ndo apenas
estatisticamente significativa, mas também util para fins preditivos. O valor da razéao
deve ser no minimo maior que quatro (2)

Como o teste F deu acima de 1, o modelo é estatisticamente significativo,
representando os efeitos dosparametros estudados na atividade de CMCase. Porém,
ndo pode ser utilizado para fins preditivos. Para isso, o teste F deveria ser superior a
quatro (2).

O coeficiente de determinacéo ou explicacdo R? quantifica a qualidade do ajuste,

pois fornece uma medida da proporgdo da variacdo explicada pela equagédo de
regressao em relacao a variacao total das respostas. Varia de 0 a 100% (14).
Como observado na Figura 1, a umidade e a fonte de nitrogénio sao efeitos de grande
importancia para o processo. Porem, significa dizer que sdo nos maiores niveis de
umidade, mas nos menores niveis de fonte de nitrogénio que se encontra o maior valor
de CMCase. A superficie de resposta é a descricao grafica do modelo, o que facilita a
interpretacdo dos resultados (Figura 2). A influencia dos fatores também pode ser
discutida pela Figura 3.
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Figura 2. Superficie de resposta da influéncia da umidade (U) e da fonte de nitrogénio

(N) na atividade da endoglucanase para 96 horas de fermentagéo. Fonte: Autor.

] 2258 (205247) 1,433 (1.22,1,84)
£
o
=
m
=
E
O
y 127 (_Lus,,34} 326 (.L1|2..54}
- 1
(NH4)2504 (%)

Figura 3. Influéncia prevista da umidade (U) e da fonte de nitrogénio (N) na atividade
da endoglucanase para 96 horas de fermentagéo. Fonte: Autor.

Este resultado comparado com o de Oliveira Junior (10), que estudou a influéncia
da umidade inicial da producdo de CMCase usando residuo do coco. Encontrou uma

umidade inicial de 66%, sendo o melhor resultado da producdo da enzima CMCase, e
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atividades enzimaticas de 0,282 e 0,279 Ul/mL. Com os resultados obtidos no presente
trabalho, observa-seque a concentracao inicial de umidade e a fonte de nitrogénio sao
variaveis, e grande importancia para 0 processo, ou seja, 0s maiores valores de
atividade enzimatica (2,454 U/g) estao associados a valores de umidade superiores a

60%, como no ensaio 3 e umidade inicial igual a 80%.

Atividade da celulase total (FPase)

Ainfluéncia das variaveis do processo e a forma de interacao entre estas variaveis
foram analisadas também para a atividade da FPase por planejamento experimental,
com o objetivo de se otimizar essa atividade

A Tabela 5 apresenta os resultados experimentais da atividade da celulase total
(FPase) analisando-se os fatores: percentual inicial de umidade (U) e adicdo de uma
fonte de nitrogénio (N). Os resultados estdo apresentados para o tempo de 96h de

fermentacéo.

Tabela 5. Resultado experimental em termos de atividade FPase para o residuo do

coco verde lavado.

Ensaios A.E. FPase (U/g)
0,485
0,344
0,522
0,574
0,270
0,319
0,368

N o o b 0N =

Fonte: Autor

Com os resultados obtidos durante as 96h de fermentagdo, a partir do
planejamento fatorial, o diagrama de Pareto (Figura 3) mostra que nenhuma das
variaveis é estatisticamente significativa, nem com 90% de confianga. Assim, nao temos

como propor um modelo de regressao.
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Figura 3. Diagrama de Pareto para atividade da FPase com 96 horas de fermentagéo.

Fonte: Autor.

No entanto, a curvatura foi checada, sendo dessa forma estatisticamente
significativo, o que apresenta a necessidade de um planejamento DCCR (estrela) para
a obtencdo de um modelo de regressédo de segunda ordem, que poderia explicar as
variagdes produzidas pelos parametros estudados.

Nesse contexto, a influéncia da umidade (U) e da fonte de nitrogénio sdo explicadas

pelo diagrama apresentado abaixo (Figura 4).

452 (25 65) .505’%3..?}
[

Umidade (%)

416 [52..52} 274 (,:Ill?..d-?"}

-1 1
(NH4)2504 (%)
Figura 10. Influéncia prevista da umidade (U) e da fonte de nitrogénio (N) na atividade

da FPase para 96 horas de fermentacao. Fonte: Autor.

Com os resultados obtidos por meio do diagrama apresentado na Figura 10,
observa-se qualitativamente que a concentracdo inicial de umidade e a fonte de
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nitrogénio ndo demonstram importancia para o processo. No entanto, a influencia
prevista das variedades, na figura 10, demonstra que os maiores valores de atividade
enzimatica podem estar associados a valores de umidade e fonte de nitrogénio mais
altos, como no ensaio 4 (0,574 U/g), apresentando umidade inicial igual a 80% e adi¢ao
de 1% do Sulfato de Aménia — (NH4)>SO4 como fonte de nitrogénio.

Atividade proteolitica

Com o objetivo de otimizar a atividade proteolitica, a influéncia das variaveis do
processo e a forma de interagcdo entre estas varidveis foram analisadas por
planejamento experimental.

O diagrama de Pareto (Figura 11) mostra que para atividade proteolitica é variavel,
estatisticamente significativa com 90% de confianca é a umidade. Significa que sao nos
menores valores de umidade que se encontram os maiores valores de atividade
proteolitica. A adigdo de nitrogénio tem efeito inibidor, mas ndo é estatisticamente

significativa, assim como a interagdo com a umidade.

(2)Umidade (%) -3.1467

1bay2 1.982816

(1HMHA)2SO4 (%) -1.4369

Rttt R e el

p=.1
Figura 11. Diagrama de Pareto para atividade proteolitica com 96 horas de

fermentacéo. Fonte: Autor.
O modelo de regressdao mostrou baixa correlagdo e ajuste. Contudo, quando

checada a curvatura apresentou-se estatisticamente significativa, o que demonstra a

necessidade de um planejamento DCCR (estrela) para a obtencao de um modelo de
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regressao de segunda ordem, que poderia explicar as variagcbes produzidas pelos
parametros estudados.
E possivel compreender a influencia da umidade (U) e da fonte de nitrogénio a

partir do diagrama representado abaixo (Figura 12).

49 325 (40 4,58 25) 51,092 (42,16,60,02)
1 [ O
5
L]
=
L]
=
E
a
65,925 (37, 74,85) 54 858 (44,93,63,79)
-1 ! u|
-1 1
(MH4)2504 (%)

Figura 12. Influéncia prevista da umidade (U) e da fonte de nitrogénio (N) na atividade
proteolitica para 96 horas de fermentagéo. Fonte: Autor.

A partir dos resultados obtidos pela analise do diagrama apresentado na Figura
12, é previsto qualitativamente que a concentracdo inicial de umidade e a fonte de
nitrogénio resultam em maiores valores de atividade enzimatica quando estdo
associadas a valores mais baixos, e fazendo uma correlagdo com o diagrama de Pareto,
apresentado na Figura 11, a adicdo de nitrogénio ndo € estatisticamente significativa,

bem como a sua interacdo com a umidade.

4. CONCLUSAO

A atividade CMCase foi influenciada positivamente pelo menor nivel da
concentracao de sulfato de aménio e pelo maior nivel da umidade, atingindo uma
atividade de 2,454 U/g de endoglucanases. Para a atividade FPase, os niveis superiores
tanto da concentracao de sulfato de aménio quanto da umidade favoreceram a produgéo
enzimatica, atingindo 0,574 U/g de celulases totais. Ja para as proteases, 0s niveis
inferiores tanto da concentragao de sulfato de aménio quanto da umidade favoreceram
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a producgdo dessas enzimas. Portanto, a concentragéo de sulfato de aménio e a umidade
propostas no planejamento otimizaram o processo de producéo enzimatica a partir do

residuo de coco verde.
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