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RESUMO - O presente trabalho teve como objetivo avaliar a utilizagdo da palma forrageira como principal
substrato para a produg@o de amiloglucosidase, através da fermenta¢do em estado sélido com o auxilio do fun-
go filamentoso Aspergillus niger. Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Residuos Agroindus-
triais, na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia — UESB. A palma foi desidratada até atingir aproxima-
damente 2% de umidade. As varidveis estudadas no processo fermentativo foram, a atividade de agua (0,891,
0,964, 0,976 ¢ 0,983) e o tempo de fermentacdo (24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h). Os resultados demonstraram a
elevacdo na produgdo enzimatica até o terceiro dia de fermentagdo, independentemente da atividade de agua em
todos os ensaios, apos esse tempo de fermentacdo, foi observada a reducdo da atividade enzimatica, a maior
atividade observada foi de 60,32 U/g em 72 horas e com a atividade de dgua de 0,891. Durante os processos
fermentativos o fungo sintetizou e excretou a enzima sem a necessidade de qualquer outro indutor além da
palma forrageira e agua, demonstrando a viabilidade de utilizagdo da palma como matéria-prima para
bioprocessos.

Palavras-chave: Opuntia ficus indica. Aspergillus niger. Tempo de fermentagdo. Atividade de agua. Fermenta-
¢do em estado soélido.

PRODUCTION OF AMYLOGLUCOSIDASE USING CACTUS PEAR AS SUBSTRATE

ABSTRACT - This paper aimed to evaluate the use of cactus pear as the main substrate for the production of
amiloglucosidase by solid state fermentation with the aid of the filamentous fungus Aspergillus niger. The ex-
periments were conducted at the Laboratory of Agro-industrial wastes at the State University of Southwest Ba-
hia - UESB. The cactus pear was dried up to about 2% moisture. The variables in the fermentation process
were water activity (0.891, 0.964, 0.976 and 0.983) and fermentation time (24 h, 48 h, 72 h, 96 h and 120 h).
The results showed high enzyme production by the third day of fermentation, irrespective of water activity in
all trials, after the fermentation time reduction of enzyme activity was observed, with the highest activity was
60.32 U/g in 72 hours and the water activity of 0.891. During the fermentation process the fungus synthesized
and excreted the enzyme without the need for any other inducer addition to forage cactus and water, thus dem-
onstrating the viability of using the palm as raw materials for bioprocesses.

Keywords: Opuntia ficus indica. Aspergillus niger. Fermentation time. Water activity. Solid state fermenta-
tion.
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INTRODUCAO

A zona fisiografica do semiarido da Bahia
ocupa 360 mil km? &area que corresponde a 64%
respectivamente, do territorio baiano, onde residem
48% da populagdo estadual. O semiarido ¢ caracteri-
zado por solos rasos, pedregosos ou arenosos € pou-
ca matéria organica. As precipitacdes pluviométricas
sdo irregulares e concentradas no verdo. A cobertura
vegetal ¢ constituida por plantas que suportam lon-
gos periodos de estiagem. Dentre estas, a palma for-
rageira tem sido utilizada como forragem
(BLAMONT, 2002; CHIACCIO et al., 2006; GUE-
DES et al., 2009; SOUSA et al., 2009). Além dessa
aplicagdo, a palma pode ser utilizada como matéria-
prima para bioprocessos, visando & producdo de
compostos organicos como as enzimas (ARAUJO et
al., 2007; ARAUJO et al., 2008; ARAUJO et al,
2009; GHORALI et al., 2009, PANDEY et al., 2005;
SANTOS et al., 2011).

As enzimas amiloliticas se destacam pela sua
utilizagdo na produgdo de paes melhorando a cor e a
maciez do produto final, na industria de celulose sdo
aplicadas no acabamento final do papel, sdo utiliza-
das na producdo de cervejas claras, entre outras
(LAUFENBERG et al., 2003; PANDEY, 2003; GU-
SAKOV et al., 2007; KUMAR et al., 2008; SOC-
COL et al,, 2010). Essas enzimas catalisam as liga-
¢oes a-1-4 glicosidicas de polissacarideos e sao clas-
sificadas em a-amilase, B-amilase e amiloglucosida-
se. A o-amilase quebra ligagdes a (1,4) dos polissa-
carideos que possuem trés ou mais unidades de D-
glucose em unido o-1,4. A B-amilase hidrolisa as
ligacGes glicosidicas a-1,4 de polissacarideos a partir
da extremidade ndo-redutora sobre a pentltima liga-
¢do oxido, separando duas unidades de glicose na
forma de P-maltose, por uma inversdo. Por fim, a
amiloglucosidase, ¢ uma enzima extracelular que
rompe as ligacdes a-1,4 e a-1,6 do amido a partir da
extremidade ndo redutora até glicose (PANDEY et
al., 2005). A producgdo de enzimas amiloliticas ocor-
re através da fermentacdo em estado solido (FES) e
os fungos filamentosos sdo aplicados (HAG et al,,
2003). Entretanto, sua utilizagdo ¢ frequentemente
limitada pelos custos dos substratos utilizados para o
crescimento do microrganismo (JOO; CHAG, 2005).

Os fungos do género Aspergillus sdo aplica-
dos na producdo de acido citrico, biosurfactantes e
enzimas (CASTILHO et al., 2000; COUTO; SAN-
ROMAN, 2006; GALEMBECK et al., 2009; GRA-
MINHA et al., 2008; HAG et al., 2003; SINGHANI-
A et al., 2009). A FES ¢ compreendida como o cres-
cimento de uma cultura de microrganismos sobre
particulas sélidas. O conteudo de liquido deve asse-
gurar o crescimento € o metabolismo celular e nao
exceder a maxima capacidade de ligacdo da agua
com a matriz s6lida (GERVAIS; MOLIN, 2003;
HOLKER et al.,, 2004; RAGHAVARAO et al.,
2003).

Dentre os pardmetros que afetam a FES a

atividade de dgua (Aw) ¢ o principal fator, devido a
interacdo entre a agua e a fase solida. O teor de dgua
adequada facilita a dissolugdo de nutrientes, de oxi-
génio e a dissipagdo de calor. A elevada atividade de
agua resulta na diminuicéo da porosidade do substra-
to, dificultando a penetragdo de oxigénio, enquanto
que os baixos valores de Aw reduzem a acessibilida-
de dos nutrientes (GERVAIS; MOLIN, 2003; HOL-
KER et al., 2004; RAGHAVARAO et al., 2003).

O objetivo deste trabalho foi utilizar a palma
forrageira (Opuntia ficus indica Mill) como matéria-
prima para a producdo de amiloglucosidase por fer-
mentacdo em estado solido com o auxilio do fungo
filamentoso Aspergillus niger, as varidveis otimiza-
das foram a atividade de agua e o tempo de fermen-
tagdo.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas cepas de Aspergillus niger
localizadas no LABRA (Laboratério de Residuos
Agroindustriais), na Universidade Estadual do Sudo-
este da Bahia — Campus de Itapetinga. A esporulagao
foi realizada em Erlenmeyer sobre PDA (Potato
Dextrose Agar-Difico) durante sete dias a 35 °C em
estufa bacteriologica (SOLAB modelo SL 101), a
retirada dos esporos foi efetuada com a adigdo de
pérolas de vidro e agua destilada estéril ao meio, a
contagem dos esporos foi realizada em camera de
Neubauer, com auxilio do microscopio binocular
(BIOVAL L1000).

A palma gigante foi coletada no campo A-
grostologico da Universidade Estadual do Sudoeste
da Bahia (UESB) — Campus de Itapetinga. Os clado-
dios da palma forrageira foram extraidos nas articu-
lagdes, utilizando apenas aquelas em bom estado
fitossanitario, a partir das terciarias, conforme a co-
lheita realizada tradicionalmente na regido. O pro-
cesso de secagem foi efetuado na estufa com circula-
¢do de ar forgada (SOLAB) a 70 °C até atingir umi-
dade de 2%, apds esse procedimento, a palma foi
triturada em moinho de facas tipo Wiley (20 mesh).

As fermentagdes foram conduzidas em Erlen-
meyer de 250 mL contendo 10g do substrato, em
seguida foram adicionados diferentes volumes de
agua estéril até a seguinte atividade de agua (0,891,
0,964, 0,976 ¢ 0,983), sendo cada um inoculado com
10" esporos/grama de substrato. As incubagdes ocor-
reram em diferentes tempos de fermentacdo (24 h,
48 h, 72 h, 96 h e 120 h), todos a 35 °C em estufa
bacteriologica. Finalizado o tempo de fermentacao
foram adicionados 100 mL de agua deionizada esté-
ril, essa suspensdo permaneceu sob agitagdo orbitalar
por 30 minutos (QUIMIS-Q816M20) a 200 rpm.
Posteriormente a remogdo dos solidos foi efetuada
por prensagem mecanica ¢ o liquido homogéneo
centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos (Centribio
modelo 80-2B) esse sobrenadante foi utilizado deno-
minado extrato enzimatico bruto (EEB).
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A amiloglucosidase foi quantificada através
da adicdo de 1 mL de uma solucdo contendo 1% de
amido soluvel (Sigma-Aldrich) em tampdo fosfato
0,5 M e pH 7,0 (Vetec) e 1 mL do EEB em tubos de
ensaio esses foram incubados por 30 minutos a 37°C
em incubadora de bancada com agitagdo orbitalar
(Quimis). Os agticares redutores produzidos nessa
incubagdo foram quantificados pela técnica de Miller
(1959). A unidade enzimatica corresponde a quanti-
dade de enzima capaz de liberar 0,1 mg/mL de acu-
cares redutores nas condi¢des do método proposto.

Foram feitos quatro experimentos diferentes,
onde cada um foi composto por cinco tratamentos
(24 h,48 h, 72 h, 96 h e 120 h). Os dados foram sub-
metidos a analise de variancia da regressdo. Os para-
metros dos métodos polinomiais foram testados pelo
teste t, considerando 10% de probabilidade para erro
tipo L.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Normalmente a atividade enzimatica é o para-
metro mais difundido entre os pesquisadores, a essa
¢ atribuida a unidade internacional (U), definida co-
mo a quantidade que catalisa a transformacdo de
Iumol de substrato por minuto em condigdes pré-
definidas.

A variagao da atividade enzimatica em funcao
do tempo de fermentagdo estd demonstrada na Figu-

ra 1. Dentre todos os tratamentos, a maior atividade
enzimatica (60,32 U/g) foi observada no tempo de
72h e 0,891 de atividade de 4gua, e a menor ativida-
de enzimatica (20,59 U/g), em 24h ¢ 0,983 de ativi-
dade de agua. Nos quatro diferentes experimentos
foi observado um incremento na atividade enzimati-
ca até o terceiro dia de fermentagdo, apds esse tempo
de fermentag@o ocorreu a diminui¢do das atividades
enzimaticas em todos os tratamentos. Esse compor-
tamento independe da atividade de 4dgua do sistema
fermentado. A reducdo na atividade enzimatica apos
72 horas de fermentagdo pode ser explicada devido
ao esgotamento de nutrientes ou por acumulo de
produtos inibidores da sintese enzimatica, geralmen-
te as enzimas apresentam mecanismo de controle
que sdo estimulados ou inibidos por produtos do
meio (WHITAKER, 1994).

Biazus et al. (2006), observou que a produgio
de enzima a principio ¢ lenta, acelerando posterior-
mente até alcangar seu valor maximo, apresentando a
melhor atividade enzimatica também no terceiro dia
de fermentagdo. A partir desse ponto foi observada a
reducdo da sua atividade enzimatica.

Na Tabela 1 se encontram os resultados para
os modelos polinomiais de cada atividade enzimatica
bem como os coeficientes de variagdo para cada e-
quacdo. Os dados indicam que todos os modelos sdo
estatisticamente significativos (P <0,1).
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Figura 1. Efeito da atividade de 4gua (Aw) e do tempo de fermentacao sobre a atividade enzimatica (U/g). (a) Aw = 0,891;

(b) Aw =0,964; (c) Aw = 0,976 e (d) Aw = 0,983.
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Tabela 1. Analise de variancia a 10% de probabilidade.

Atividade de 4gua Equacdo quadratica R? Coeficiente de variagdo
0,891 Y =-0,0088x%+1,3729x-3,484 0,670159 2,03
0,964 Y=-0,0029x2+0,542x+14,236 0,836568 5,12
0,976 Y=-0,0025x%+0,4578x+17,71 0,950259 19,10
0,983 Y= -0,0048x2+0,7211x+6,166 0,973922 37,35

Tabela 2. Percentual de reducdo da atividade de enzima em funcdo da atividade de agua.

Atividade de 4gua (Aw) Redugdo da atividade enzimatica (%)
0,891 -
0,964 31%
0,976 35%
0,983 43%

Nas fermentagdes com 0,891 de Aw, indepen-
dente do tempo, foram observadas as maiores ativi-
dades enzimaticas, sendo a maior atividade de amilo-
glucosidase observada em 72 horas de fermentagao,
fato que pode ser explicado pela maior afinidade do
fungo por baixos valores de umidade. Palacios-
Cabrera et al. (2005) relatam que o crescimento de
Aspergillus niger nao ¢ afetado por baixas Aw. Nes-
se trabalho foi observado que a elevacdo da Aw re-
duz a atividade enzimatica, sendo que em 0,983 de
Aw, ocorreu maior reducao, cerca de 43% na ativida-
de enzimatica quando comparado ao ponto O6timo
(Tabela 2).

A producdo de amiloglucosidase foi direta-
mente afetada pelo tempo de fermentagdo e pela a
atividade de agua. Biazus et al. (2006), trabalhando
com malte de milho, observou que a produgdo de
enzima ¢ lenta e ao longo do tempo ocorre a sua ace-
leragdo até o valor maximo no quarto dia de fermen-
tacdo, a partir desse ponto a concentragao de produ-
tos gerados pelas enzimas faz com que parte destas,
seja inibida e sua atividade reduzida a um valor
constante, esse comportamento também foi observa-
do no presente trabalho. Moreira et al. (1999) rela-
tam que a maxima atividade (144U/mg) na producao
de amiloglucosidase de Aspergillus tamarii ocorreu
apo6s 120 horas de fermentagdo e que um decréscimo
na produgéo foi observado quando a fase estacionari-
a do microrganismo foi atingida. Kunamneni et al.
(2005) encontraram maior atividade (534 U/g) de
amiloglucosidase de Thermomyces lanuginosus em
120 horas de fermentagdo. Omemu et al. (2005) obti-
veram maior rendimento (806 U/mL) de hidrélise do
amido de mandioca por A. niger apdés 72 horas de
fermentagdo, concordando com Alva et al. (2007),
que também relataram uma maior atividade (16,42
U/mg) amilolitica de Aspergillus, sp JGL 12 em 144
horas de fermentacdo. O decréscimo na atividade da
enzima com o aumento do tempo de incubagido pode

ser devido a produgdo de metabolitos secundarios,
além do esgotamento de nutrientes, inibindo o cresci-
mento do fungo e a formagdo da enzima (GUPTA et
al., 2010; SHAFIQUE et al., 2009).

Neste trabalho foram determinados os valores
otimos de atividade de 4gua e do tempo de fermenta-
¢do para a otimizagdo da produgdo da amiloglucosi-
dase através da fermentacdo em estado sélido com
auxilio do fungo filamentoso Aspergillus niger utili-
zando a palma forrageira como substrato para bio-
processos.

CONCLUSOES

Palma forrageira pode ser utilizada como mei-
o de cultura para o crescimento do fungo filamentoso
Aspergillus niger, sem a necessidade de qualquer
outro nutriente;

A otimizagdo na produgdo da enzima amilo-
glucosidase ocorreu em 72 horas de fermentagdo, a
0,891 de atividade de 4gua e a 35 °C;
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