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PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DE MISTURA PARA A FORMULA(N;AO DE
MEIO DE FERMENTACAO PARA A PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE
PROTEASE FUNGICA

RESUMO

A fermentacdo semissolida pode ser aplicada na producdo de enzimas de origem
microbiana utilizando fungos filamentosos. O objetivo deste estudo foi a producéo de
protease microbiana por fermentacdo em estado sélido utilizando planejamento de
mistura. O agente de fermentacéo utilizado foi o fungo filamentoso Aspergillus oryzae
CCBP 001 e para avaliar a melhor formulacdo do meio de fermentacao utilizou-se um
planejamento experimental de mistura tipo Simplex-Centroid (adicionados de pontos
inferiores) dos substratos mesocarpo de coco babacu, fibra de coco babacu e o farela de
trigo. O tempo de fermentag&o foi de 96 h, com determinag&o da atividade proteolitica ao
final do processo. Repetiu-se 0 melhor ensaio com o intuito de otimizar a producdo de
protease. A formulacdo de meio de fermentacdo que apresentou maior producdo da
enzima foi elaborada com 100% farelo de trigo. Os resultados obtidos nessa pesquisa
demonstram o potencial de aplicacdo da enzima obtida e extraida nas condigdes
otimizadas.

INTRODUCAO

A fermentacdo semissOlida €é definida e caracterizada pelo crescimento de
microrganismos sobre uma matriz sélida e/ou no interior da mesma, estando essa matriz
solida com um valor de atividade de agua que possibilite o crescimento e metabolismo
do microrganismo, mas que, a0 mesmo tempo, ndo exceda a capacidade maxima de
retencdo de 4gua na matriz sélida (PALMA, 2003).

Por apresentar menor custo na demanda de energia, equipamentos e tratamento de
efluentes reduzido, a fermentacdo semi-solida é tradicionalmente utilizada para a
obtencdo de enzimas de origem flngica, a medida que é cada vez maior o interesse da
indUstria por microrganismos produtores de enzimas, visto que essas possuem uma ampla
aplicabilidade (VINIEGRA-GONZALEZ, 1997; PEREIRA, 2014).

Dentre as enzimas de origem microbiana de grande interesse por parte da industria, tem-
se a enzima protease, que possui aplicacdo em diversos setores industriais de detergentes;
alimenticia; farmacéutica, producdo de racdo animal, dentre outras aplicacGes (LIMA,
2016). A aplicabilidade industrial viavel, a producéo enzimética deve ser eficiente e de
baixo custo e os residuos agroindustriais sdo excelentes alternativa por possuirem um
baixo preco de mercado, sendo potenciais substratos para producdo de enzimas
comerciais de produzidas por microrganismos (MUKHTAR;HAQ, 2013;
HARANGOZO; ZILAHY, 2015).

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi a producdo de protease microbiana por
fermentacdo em estado sélido utilizando planejamento de mistura.



® 2022

METODOLOGIA

Essa pesquisa foi desenvolvida no campus avangado da Universidade Federal do
Maranh&o, na cidade de Imperatriz, Maranhdo. Nos laboratorios de Microbiologia e
Tecnologia de Cereais.

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

Foi realizado um estudo de formulagdo do meio de fermentacdo e cinética de producéao
enzimatica proteolitica, através de delineamento experimental de mistura tipo Simplex-
Centroid com Pontos Interiores, visando a obtencdo de maior atividade proteolitica.

Para avaliar a melhor formulacdo de meio de fermentacéo foi realizado um Delineamento
experimental de misturas tipo Simplex-Centroid utilizados os substratos mesocarpo do
coco babacu (MB), farelo de trigo (FT) e fibra do coco babagu (FCB) para compor as
misturas contendo 10g em cada ensaio, no total de 10 ensaios experimentais. O tamanho
do in6culo foi de 107 esporos de A. oryzae por gramas de meio, com o tempo de
fermentacdo de 96 horas. Para todos os ensaios, as extracdes dos extratos enzimaticos
foram obtidas a partir da adicdo de agua destilada e incubacédo de 1 hora a 30°C e filtracdo
para a separacdo do sobrenadante. O sobrenadante foi armazenado em 18°C para a
determinacdo enzimatica proteolitica.

A determinacdo da atividade proteolitica foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Freitas (2013).

RESULTADO E DISCUSSAO

O ensaio que apresentou maior atividade de protease foi observado quando utilizou
apenas o farelo de trigo apresentando 25,81 U/g, a segunda maior producéo de 20,88 U/g
foi quando misturou 50% de farelo de trigo e 50% de fibra do coco babagu. A terceira
melhor formulacdo para obtencdo da atividade de protease foi com 66,7% de farelo de
trigo. 16,65% de fibra de coco babagu e 16,65% mesocarpo do babacu onde obteve-se
19,63 U/g.

Fermentacdo em meio semi-solido, apresenta caracteristicas vantajosas utilizando
substratos com fontes altas de energias, carboidratos e baixa atividade de &gua. Na
composicgdo de trigo contém cerca de 70% de carboidratos e os outros 30% sdo proteinas,
vitaminas e minerais. Ja o farelo de trigo tem em média 31% de celulose, 26% de
hemicelulose, 24% de lignina e 7% cinzas, sendo um substrato considerado como fonte
de nutrientes para producdo de enzimas (BAKKER, 2017; SANTOS et al., 2008). Dessa
forma, o presente estudo, utilizando apenas farelo de trigo, apresentou maior quantidade
de atividade proteolitica.

Além de ser rico em proteinas, cidos graxos e carboidratos, o farelo de trigo tem também
caracteristicas fisicas como textura e porosidade que podem facilitar a dispersdo dos
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fungos, contribuindo para a maior producéo enzimatica quando comparado aos demais
meios fermentativos em questdo (PANDEY, 2013).

Fibra do coco babacu possui propriedades de absorcdo de agua, fibroso, arenoso e
lignocelulosico (SILVA et. al. 2018), em conjunto com as composi¢Oes de mistura binaria
de farelo de trigo com a fibra do coco babagu, esse substrato desempenha um papel
importante na producdo de enzimas.

O mesocarpo do babacu é uma fonte rica em amido (68,30%), contendo vitaminas e sais
minerais (FRANCA et. al. 2014). A formulacéo ternaria, do mesocarpo do babacu, farelo
de trigo e fibra do coco babacgu apresenta um substrato biodegradavel como um grande
potencial para a producdo de enzimas proteoliticas, onde, a composi¢do de amido,
celulose e fibras sdo fatores decisivos no processo fermentativo semi-solido.

Na Figura 1 apresenta a superficie de resposta para Atividade de protease no planejamento
experimental de mistura.
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Figura 1: Superficie de resposta ternaria de mistura sendo Mesocarpo do babacu (MB),
Farelo de trigo (FT) e Fibra do coco babagu (FCB).

Segundo o estudo de Silva (2017), a producdo da enzima microbiana em estado semi-
solido, no tempo de 96 h utilizando torta do babacu como substrato, obtém-se uma
atividade proteolitica de 109,5 U/g.

De acordo com Santos et. al. (2020), a obtencédo da enzima microbiana Aspergillus tamarii
URM 4634 em estado de fermentagdo sélido, no tempo de 72 h utilizando 5 g de farelo
de trigo, obteve atividade de protease de 116,6 U/mL.

Nas andlises de Castro, Freitas, Pinto (2009), com a fermentacdo em estado semi-sélido
nos tempos de 24 h e 48 h utilizou-se pelicula da casca da castanha de caju como substrato
e teve uma producéo de 15,16 U/g de protease microbiana A. oryzae 1V.

CONCLUSAO

Foi possivel a obtencédo de protease do fungo filamentoso Aspergillus oryzae CCBP 001,
utilizando substratos mesocarpo do babagu, farelo de trigo e fibra do coco babagu. E
verificou-se que por meio do planejamento de mistura que o substrato farelo de trigo foi
o melhor substrato para producéo da enzima. Formulag¢6es contendo farelo de trigo em
maior propor¢do também obtiveram resultados expressivos quanto a atividade de
protease, sendo elas: farelo de trigo combinado com fibra de coco babacu e farelo de trigo
combinado com fibra do coco babagu e mesocarpo do coco babacu.
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