Congresso Técnico Cientifico da Engenharia e da Agronomia
C O NTEC @13 CONTECC’2018

Congresso Técnico Cientifico da Engenharia e da Agronomia Macelé - AL a —
21 a 24 de agosto de 2018 753501

Semana Oficial da €ngenharia € da Agronomia

PRODUGCAO DE ENZIMAS AMILOLITICAS POR Aspergillus niger EM FERMENTAGAO
NO ESTADO SOLIDO UTILIZANDO BAGAGCO DE MALTE

RENAN CARLOS FREITAS DE LIMA"; IARA REBOUCAS PINHEIRO**

'Graduando em Engenharia Quimica. CCAE, UFES, Alegre-ES, renandelima02@gmail.com;
’Dr2 em Engenharia Quimica, Proft CCAE, UFES, Alegre-ES, iararp.ufes@gmail.com

Apresentado no
Congresso Técnico Cientifico da Engenharia e da Agronomia — CONTECC’2018
21 a 24 de agosto de 2018 — Macei6-AL, Brasil

RESUMO: Este trabalho objetivou realizar a producéo de enzimas amiloliticas através da fermentacao
em estado solido, utilizando o fungo Aspergillus niger. A fim de caracterizar o material foram
realizadas as analises de teor de umidade, fibras, proteinas, lipidios, cinzas e carboidratos. Para a
fermentacdo em estado solido, em frascos de erlenmeyers, realizou-se um estudo atraves do
planejamento experimental de delineamento composto central rotacional (DCCR), afim de, determinar
as melhores condigfes de maximizagdo da atividade enzimatica com variagdes nos fatores: umidade
(50 a 70%), o tempo de fermentacdo (48 a 168 horas) e a porcentagem de substrato (30 a 70%). Os
valores de maximizagdo para este estudo foram de 1,6818 para x1, 1,3454 para x2 e 1,6818 para x3
que corresponde a 70% de umidade, 156 horas e 70% de substrato, obtendo o valor maximo de
1380,91 U/MS, através da otimizacdo em superficie de resposta.

PALAVRAS-CHAVE: Fermentacdo em estado sélido, amilases, Aspergillus niger, bagaco de malte.

PRODUCTION OF AMYLOLYTIC ENZYMES BY Aspergillus niger IN SOLID-
STATE FERMENTATION USING BARLEY MALT BAGASSE.

ABSTRACT: This work aimed to produce the amylolytic enzymes through solid state fermentation,
using Aspergillus niger fungus. The analyzes of moisture, fiber, proteins, lipids, ashes and
carbohydrates were realized in order to characterize the material. For the solid-state fermentation, in
flasks of erlenmeyers, a study was carried out through the experimental design of the central rotational
compound (DCCR), in order to determine the best conditions to maximize the enzymatic activity with
variations in the factors: humidity (50 to 70%), the fermentation time (48 to 168 hours) and the
substrate percentage (30 to 70%). The maximization values for this study were 1.6818 for x1, 1.3454
for x2 and 1.6818 for x3 which corresponds to 70% of humidity, 156 hours and 70% of substrate,
obtaining the maximum value of 1380.91 U / MS, through response surface optimization.
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INTRODUCAO

A partir do século XX, com as leis de legislacdo ambiental e fiscalizacdo mais severas, as
grandes empresas agroindustriais estdo tomando ciéncia da importancia do descarte consciente e
responsavel de seus residuos (SANTAELLA et al., 2014). Uma das alternativas para o correto
descarte dos residuos é o reaproveitamento destes para obtencdo de novos produtos. Casca de cafg,
bagaco de cana-de-agucar, casca de arroz, casca de mandioca e bagaco de malte de cevada, sdo
exemplos de subprodutos, de baixo valor comercial, que tém grande potencial para reutilizacdo como
insumos na producdo de energia e produtos de interesses.

A industria cervejeira no Brasil cresce a cada ano e se destaca no cendrio mundial. Segundo
Marcusso e Miller (2017), o brasil nos ultimos anos vem desenvolvendo um enorme papel dentre os
maiores produtores de cerveja global, chegando, em 2016, na marca de 138 milhdes de hectolitros e se



tornando o terceiro maior produtor mundial. A producdo de residuo na indUstria cervejeira é alta,
atingindo cerca de 1/5 na proporcdo de quilo de bagaco de malte por litro de cerveja produzido
(MUSSATTO; ROBERTO, 2016), tornando-0, assim, um rejeito atrativo para estudo.

Segundo Pandey (1991), o termo fermentacdo em estado solido (FES) é caracterizado pela
fermentacdo de microrganismos sobre ou dentro de particulas de uma matriz sélida, tendo condicbes
de umidade necesséria para que ocorra 0 desenvolvimento e crescimento celular no meio fermentativo.
Destaca-se na FES, do ponto de vista industrial, a possibilidade de emprego de residuos abundantes e
de baixo custo, como substratos para geracdo de produtos de maior valor agregado
(RAIMBOUT,1998; SANTOS, 2007; MACIEL, 2006).

As enzimas sdo produtos da FES e por sua vez sdo amplamente aplicadas na industria. As
enzimas amiloliticas hidrolisam o amido em cadeias menores de glicoses e sdo aplicadas em processos
industriais como na inddstria téxtil, inddstria de papel, alimentos, bebidas entre outros. Com a
finalidade de baratear os processos e resolver os problemas ambientais de legislacdo, esse tipo de
enzima esta cada vez mais substituindo reagentes quimicos nocivos, que causam tantos problemas
ambientais e danos aos equipamentos industriais.

Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo o estudo da fermentagdo em estado
solido, utilizando bagaco de malte para producdo de amilases por Aspergillus niger.

MATERIAL E METODOS
e Substrato e suporte
O bagaco de malte foi obtido a partir de cervejeiros artesanais da cidade de Alegre — ES. Foi
congelado e armazenado a -18°C. O preparo a FES foi realizado por secagem a 60°C durante 24 horas
e o residuo seco foi triturado, peneirado (12 mesh) e armazenado em recipiente fechado a temperatura
ambiente. Caracterizou-se o0 bagaco de malte conforme sua composi¢do centesimal (fibra, proteina,
carboidrato, lipidio, cinzas e umidade) de acordo com as técnicas apresentadas pelo Instituto Adolfo
Lutz (1985).
O suporte utilizado na fermentacdo foi o bagaco de cana, cedido pela Usina Paineiras
(Itapemirim-ES). Este foi triturado e peneirado para ajuste da granulometria em 10 mesh.
e Microrganismo
O fungo empregado foi o Aspergillus niger, isolado pelo Ndcleo de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico em Manejo Fitossanitario de Doencas e Pragas (NUDEMAFI), da UFES. Foi
preservado em meio solido composto de em bagaco de malte e bagago de cana-de-agucar.
e Fermentacdo em estado sélido
Inicialmente pesou-se as proporcOes pré-definidas de substrato (bagaco de malte) e suporte
(bagago de cana-de-agUcar) totalizando 10 gramas. Adicionou-se, entdo, 0s nutrientes necessarios e
autoclavou por 20 minutos & 120°C. Os fracos foram entdo inoculados com a adicdo de 10’
esporos/grama de substrato. Manteve-se o meio fermentativo em estufa controlada a 30°C.
e Anélise do substrato fermentado
Apos as fermentacOes concluidas, foi retirado 1 grama de amostra para anélise de umidade na
balanca de analise de umidade MOC63u. Em seguida realizou-se a etapa de extracdo das enzimas do
meio solido fermentado. Retirou-se uma amostra de 2 gramas e foi adicionado 40mL de tampdo
acetato pH 5,0 numa proporg¢éo de 1:20. A suspensdo ficou em agitacdo por 60 minutos. O extrato foi
centrifugado a 3500 rpm durante 30 minutos e o sobrenadante foi utilizado para a anélise da atividade
enziméatica. A atividade de a-amilase foi determinada através da liberagdo de acucares redutores
(ART), dosados pelo método DNS (MILLER, 1959).
¢ Planejamento experimental
Foi realizado um DCCR com 3 fatores (x1, X2 e x3). Este planejamento foi utilizado para
selecionar o ponto 6timo de producéo de enzimas amiloliticas e gerar um modelo quadratico completo
gue descreva o processo, seguindo a Tabela 1. Para o estudo, nomeou-se os fatores: x; = umidade; x, =
tempo; X3 = porcentagem de substrato.



Tabela 1. Matriz do Planejamento experimental DCCR com os valores codificados e descodificados
para os fatores x1, X2 e x3.

Experimento X1 Xy X3
1 54 (-1) 72(-1) 38 (-1)
2 66 (1) 72 (-1) 38 (-1)
3 54 (-1) 144 (1) 38 (-1)
4 66 (1) 144 (1) 38 (-1)
5 54 (-1) 72 (-1) 62 (1)
6 66 (1) 72 (-1) 62 (1)
7 54 (-1) 144 (1) 62 (1)
8 66 (1) 144 (1) 62 (1)
9 50 (-1,6818) 108 (0) 50 (-1)
10 70 (1,6818) 108 (0) 50 (-1)
11 60 (0) 48 (-1,6818) 50 (0)
12 60 (0) 168 (1,6818) 50 (0)
13 60 (0) 108 (0) 30(-1,6818)
14 60 (0) 108 (0) 70 (1,6818)
15 60 (0) 108 (0) 50 (0)
16 60 (0) 108 (0) 50 (0)
17 60 (0) 108 (0) 50 (0)
18 60 (0) 108 (0) 50 (0)

RESULTADOS E DISCUSSAO
e A andlise da composicéo centesimal do bagaco de malte:

Tabela 2. Composi¢do quimica do bagago de malte

Cordeiro, Wilhelmso, Mussatto  Carvalheiro et Meneses
Componente (%) Presente estudo El-Aouar, Lehtinen,
x e Roberto al. et al.
Gusmao Weymarn
Carboidratos 65,78 £0,97 N.D* N.D* N.D* N.D* N.D*
Celulose N.D* N.D* 16,8 -25,4 16,78 21,9 21,7
Hemicelulose N.D* N.D* 21,8-284 28,42 29,6 19,2
Lignina N.D* N.D* 11,9-278 27,78 21,7 19,4
Cinzas 2,26+0,01 1,31 2,4-4,6 4,6 1,2 4,2
Fibras 4,79+0,15 4,15 N.D* N.D* N.D* N.D*
Lipideos 4,37+0,89 2,49 3,9-10,6 5,82 N.D* 10,7
Proteina 16,13+ 0,15 5,67 15,2 -24,2 15,25 246 24,7
Grupo acetil N.D* N.D* N.D* 1,35 1,2 N.D*
Umidade 6,66 0,32 75,45%* N.D* N.D* N.D* N.D*

*N.D - ndo determinado. **A umidade foi obtida com o bagago Umido.

Os valores determinados para o bagaco de malte apresentam resultados coerentes segundo 0s
apresentados na literatura. Destaca-se, na composicdo centesimal, o alto valor de carboidratos
presentes no bagago de malte, uma vez que esses cereais sdo ricos em amidos, que No Processo
cervejeiro sdo convertidos em moléculas de glicose, 0 que se torna condizente com os valores
encontrados para esse residuo. Outro ponto em destaque é o valor de proteina que se encontrou
realcado na composicdo centesimal. Esse valor esta associado ao teor de proteina presente no cereal e
nas enzimas o ¢ -amilases liberadas no processo de moagem do gréo.

e Andlise do Planejamento experimental:
Os efeitos das varidveis independentes e das suas interacGes na formacdo do produto podem
ser visualizados através da analise de superficie de resposta, conforme as Figuras 1a e 1b.
A atividade enziméatica maxima de 1380,91 U/MS foi encontrada pelo modelo da superficie de
resposta (Equacgéo 1), obtendo-se os valores correspondente a 70% de umidade, 156 horas, e 70% de
porcentagem de substrato. Os valores encontrados estdo de acordo com a superficie de resposta, como



se observa na Figura 1a, a atividade enzimatica maxima parece estar situada em torno do valor de 1,5
em x1 e na faixa entre 1,5 e 1,0 para x2.. A figura 1b apresenta a interacdo entre x2 e x3, indicando a
atividade enzimatica maxima no maximo de x3 e a faixa entre 1,0 e 0 para x2.

Esses resultados sdo os valores maximos para a regido estudada, porém nao o valor 6timo para
essa FES. A regido devera ser estudada com mais precisdo, aumentando os valores de umidade e

porcentagem de substrato, para avaliagdo da nova regido em estudo e, assim, obter o valor 6timo de
producgéo de amilases.

Figura 1la e 1b. Superficie de resposta para avaliacdo da atividade enzimética como fungdo das
variaveis umidade- x1 e tempo-Xx2 (a); tempo -x2 e porcentagem de substrato -x3 (b)
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Foram estimados os parametros do modelo de superficie de resposta, ajustada conforme a
Equacéo 1.

Y = 443,95 + 73,53x; — 96,83x,2 + 75,14x3 + 79,99x,x, + 181,05, x3 + 74,74x,%3 (1)

Percebeu-se um bom ajuste do modelo através do R%=0,83, uma vez gue valores acima de 0,8

sdo aceitaveis para esse tipo de processo, pois existe uma aleatoriedade na FES e o dificil controle dos
pardmetros operacionais.

Figura 4. Diagrama de Pareto para os parametros do modelo.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: atv. enz.
3 factors, 1 Blocks, 18 Runs; MS Residual=12680,23
DV: atv. enz.
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A significancia dos pardmetros do modelo pode ser observada no diagrama de Pareto
(Figura 2). Um estudo sobre a significancia do modelo foi realizado pelo teste F da Anova, mostrando
coeréncia na predicdo do modelo ao nivel de 5% (Tabela 3).



Tabela 3. Tabela Anova ao nivel de 5% de significancia.

F.V G.L S.Q Q.M Feal Fiab
Reg. 6 636925,1 106154,2 9,89* 2,92
Res. 13 139482,6 10729,43

F.A 8 138330,5 17291,3 45,02* 4,82
Erro Puro 3 1152,1 384

Total 19 776407,7

* Significativo (p<0,05).

CONCLUSAO

O bagaco de malte de cevada é um substrato promissor para o crescimento de microrganismos,
uma vez que tem altas concentragdes de carboidratos.

A partir dos dados obtidos e da andlise do planejamento experimental obteve-se a melhor
condigdo de produgio para a-amilases: 70% de umidade, tempo de 156 horas e 70 % de propor¢édo de
substrato/suporte, com atividade enziméatica maxima de 1380,91 U/MS.
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