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INTRODUGCAO

A aplicacdo de enzimas em processos biotecnolégicos e industriais € ampla e diversificada,
envolvendo diversas dareas. Os processos fermentativos se apresentam como uma tecnologia
capaz de propor caminhos alternativos para a utilizacdo de subprodutos agroindustriais gerados,
bem como, agregar valor a essas matérias-primas, por meio da producdo de substdncias de
interesse econdmico, como enzimas. Para viabilizar a producdo de enzimas faz-se o uso de
processos fermentativos utilizando microrganismos, e, também, o processo de purificacdo das
mesmas através da filtracdo por membranas. As amilases estdo entre as mais importantes enzimas
industriais, devido a sua aplicabilidade em diferentes setores. O objetivo deste trabalho foi
estudar a producdo de enzimas amiloliticas via fermentacdo em estado sdlido (FES) e fermentacao
submersa (FS) a partir de residuo agroindustrial utilizando Aspergillus niger e a purificagao das

mesmas por filtracdo por membranas.



DESENVOLVIMENTO:

O preparo dos inéculos para FES e FS foi realizado através da inoculagdao do Aspergillus
niger em erlenmeyers e placas de petri contendo meio PDA solidificado, incubados a 30 2C por 7 d.
O substrato utilizado nos processos fermentativos foi o farelo de trigo. A FES foi realizada em
béquers de 1 L adicionando 25 g do farelo esterilizado, com umidade ajustada até 60% com
solucdo de nutrientes os quais foram inoculados com 4.10° esporos/gmeio, sendo incubados a
309C até 8d. As enzimas foram extraidas e denominadas de extrato bruto. Para a FS o meio de
cultivo foi preparado a partir da cocgao de 10 % de substrato em 500 mL de dgua destilada, a 100
°C, por 30 min. Apds a cocgdo, realizou-se a filtragdo do meio e adicionou-se 10 % de solugdo de
nutrientes. O meio foi avolumado para 1 L com agua destilada e esterilizado. A inoculagao foi de
2.10° esporos/gmeio, sendo, incubados por 8 d, 30 2C a 120 rpm. Apds 8 d, o meio fermentado foi
filtrado e centrifugado, sendo este denominado como extrato bruto. Os extratos brutos foram
submetidos a microfiltragdo e estes denominados como retido e permeado. A atividade amilolitica
dos extratos foi determinada utilizando amido como substrato, denominado de método
sacarificante (MILLER, 1959) e a quantificacdo de proteinas por Kjedahl (AOAC, 2005).

Com relagdo aos resultados, o aumento dos valores de atividade enzimatica quando
comparados aos extratos brutos obtidos na FES e FS foram semelhantes (Tabela 1), porém as
atividades amiloliticas encontradas em 8 d para a fermentagdo em estado sélida foi de 37,53+2,02
U/gfarelofermentado quando expressa em grama de farelo fermentado. O aumento das atividades
em relagdo ao tempo pode ser explicado devido a baixa disponibilidade de agucares redutores da
matéria-prima no inicio da fermentacgao, por isso, algumas cepas de Aspergillus niger produzem
enzimas que sdao capazes de hidrolisar o amido liberando glicose, e assim ha necessidade da
presenca de uma fonte de amido para ocorrer a indugao da produgdo de amilases. Os resultados
obtidos para o retido da FES foi elevado quando comparado aos resultados de atividade
enzimdtica do extrato bruto (Tabela 2). Uma fracdo elevada das enzimas produzidas ficaram
retidas na membrana de microfiltracdo, ocorrendo um aumento em torno de 93% nas atividades,
o que indica que no permeado foram eliminados compostos de baixo peso molecular que tinha
incidéncia negativa sobre a atividade. O retido também foi o que apresentou a maior atividade
especifica (66,65+0,36 U/mgproteina), quando comparado a todos os experimentos. Com relagdo
as atividades especificas dos extratos purificados pela filtragdo por membranas da FS, os
resultados obtidos tanto para o permeado (581,08+13,23 U/mgproteina) quanto para o retido
(297,34+3,81 U/mgproteina) foram superiores aos extratos brutos (77,24+1,46 U/mgproteina),

assim verifica-se que o processo de microfiltracdo eliminou inibidores da atividade da enzima.



CONSIDERACf)E S FINAIS:
Conclui-se que os resultados dos extratos purificados através da microfiltracdo obtidos na

fermentagcdo submersa apresentaram maiores atividades enzimaticas especificas quando
comparados aos extratos purificados da fermentacdo em estado sélido, o que aponta a escolha da
primeira como processo para a produgao dessa enzima aliada a utilizagdo do farelo de trigo como

fonte de substrato.
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ANEXOS
A Tabela 1 apresenta os resultados das atividades amiloliticas dos extratos brutos obtidos

para os processos fermentativos.

Tabela 1 — Atividades enzimaticas obtidos para os extratos da FES e FS

Exp. AA* (TO) AA* (T8)
FES 0,04+0,02 1,29+0,07
FS 0,38+0,04 1,23+0,02

FES: Atividades amiloliticas apds a extracdo das enzimas (U/ml) *AA: Atividade Amilolitica (U/ml); Resultados FES:

1,1540,69 (T0); 37,53+2,02 (T8) U/gfarelofermentado; Resultados de médiatdesviopadrao.



A Tabela 2 apresenta os resultados de atividades enzimaticas obtidos para os extratos

brutos e purificados através do processo de microfiltragdo por membranas.

Tabela 2 — Resultados de atividades amiloliticas para os extratos brutos e da microfiltragdo obtidos via FES e

FS
FES FS
AA* Proteina (mg/ml)* AE* AA* Proteina (mg/ml)* AE*
Extrato bruto 1,29+0,07 0,03210,002 40,57+2,18 1,23+0,02 0,016%0,001 77,24%1,46
Permeado 0,63+0,06 0,020+0,000 31,5143,01  3,42+0,07 0,00510,001 581,08+13,23
Retido 2,52+0,01 0,037%0,003 66,6510,36  4,26+0,05 0,014+0,001 297,34+3,81

AA: Atividade amilolitica (U/mlamostra); AE: Atividade especifica (U/mgproteina). *Resultados de médiatdesvio

padrdo



