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RESUMO

A producéo de enzimas em escala industrial se faz predominantemente pela fermentacéo
submersa, que é adequada para o cultivo de microrganismos recombinantes, que vém sendo
empregados para a producdo de enzimas. A produgdo de enzimas inclui duas etapas
principais. a fermentacdo, em que o microrganismo utiliza o substrato para gerar produtos de
interesse, e a recuperacdo e purificacdo, em que se isola a enzima e leva-a ao grau de pureza
desgjado. As amilases estéo entre as mais importantes enzimas industriais, podem ser usadas
como aditivos em detergentes, na sacarificagdo do amido, entre outras. Objetivou-se avaliar a
producdo de enzimas amiloliticas via fermentacdo submersa por Aspergillus niger utilizando
como fonte de carbono amido de batata e mandioca. O meio de cultivo foi preparado
utilizando-se 100 g da fonte de amido, as quais foram submetidas a coccdo e filtracao.
Adicionou-se solucdo de micronutrientes e completou-se o volume até 1L. Os meios foram
esterilizados e submetidos a correcdo do pH até 5,7, sendo inoculados com 10 mL de uma
suspensdo de esporos e incubados em shaquer a 30 °C por cinco dias. A cada 24 horas foram
coletadas amostras para a determinacéo da atividade amilolitica, que foi realizada a 65 °C por
15 min, utilizando-se amido como substrato e medindo-se a atividade através da dosagem dos
acucares redutores liberados pelo método 3,5 DNS. As maiores atividades enzimaticas foram
obtidas nos tempos de quatro e cinco dias de fermentacéo, utilizando amidos de mandioca e
batata, respectivamente, de 0,4101 U e 0,1407 U.
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1 INTRODUCAO

As amilases estdo entre as mais importantes enzimas industriais e sdo de grande
interesse na biotecnologia. Ocorrem amplamente em animais, plantas e microrganiSmos.
Entretanto, devido as vantagens que oferecem, como menor tempo de producdo, as amilases
microbianas tém a preferéncia do mercado de enzimas (SPIER et a., 2006).

Véarios sd0 0s parametros que estimulam a producdo de amilases, dentre eles, as
condic¢des de crescimento microbiano e os substratos de carbono usados no meio de cultivo.
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Fontes de carbono como dextrina, frutose, glicose, lactose, maltose, amido soltvel, além de
outras, encarecem sua producéo. No meio de cultivo, esses substratos podem ser substituidos
por subprodutos agricolas de baixo custo, 0 que torna o processo de producdo dessas enzimas
mais econdmico. Com esse objetivo, farinhas e farel os de diferentes gréos e tubérculos como
arroz, cevada, milho, trigo, mandioca e batata tém sido usados no meio de cultura para
aumentar a produtividade de amilases de fungos e bactérias (CRUEGER; CRUEGER, 1993).

A fermentacdo submersa consiste naguela em que o microrganismo € introduzido em
um meio liquido na forma de um inéculo, sendo o meio contido em fermentadores providos
de agitacdo e aeracdo (microrganismos aerdbios) (REGULY, 2000) e outros controles, tais
como: medidores de pH, temperatura, concentracéo de oxigénio dissolvido, entre outros. Os
nutrientes encontram-se dissolvidos no meio liquido tornando-se facilmente acessiveis para
utilizacdo pelos microrganismos (SCHIMIDELL et a., 2001).

A espécie Aspergillus niger pode produzir cerca de quarenta tipos diferentes de
enzimas, como, por exemplo, lipase, amiloglucosidase, pentosanase, protease, o-amilase,
fosfolipase, fitase, glicosidase, pectinase, celulase, catalase, a-galactosidase, inulase etc. De
todas as enzimas citadas, as amilases (a-amilase, B-amilase e glucoamilase) estdo entre as
mais importantes enzimas extracelulares e sdo de grande significancia na biotecnologia
devido a0 seu potencid de uso em vaios processos industriais, tais como industria
alimenticia, fermentacdo, téxtil e industria de celulose e papel. Os fungos filamentosos séo
geralmente os maiores produtores de enzimas extracelulares (GEOCITIES, 2007).

Objetivou-se, assim, avaliar a producédo de enzimas amiloliticas via fermentacéo
submersa por Aspergillus niger utilizando como fontes de carbono amido de mandioca e
batata.

2 DESENVOLVIMENTO
2.1 Material e métodos

O preparo do inéeulo foi realizado através de estriamento do fungo Aspergillus niger
em placas de Petri contendo o meio PDA, as quais foram incubadas por cinco diasa 30 °C. O
meio de cultivo foi preparado utilizando-se 100 g de batata ou mandioca como fontes de
amido, as quais foram submetidas a coccdo e filtracdo. Adicionou-se solucdo de
micronutrientes e completou-se o volume até 1L.. Os meios foram esterilizados e submetidos a
correcdo do pH até 5,7, sendo inoculados com 10 mL de uma suspensdo de esporos de
Aspergillus niger e incubados em agitador orbital a temperatura de 30 °C por cinco dias.
Diariamente foram coletadas amostras para a determinacéo da atividade amilolitica, que foi
realizada a 65°C por 15 min, utilizando-se amido como substrato e medindo-se a atividade
através da dosagem dos aclicares redutores liberados, os quais foram quantificados pelo
método espectrofotométrico 3,5 DNS. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida
como a quantidade de enzima que libera ImgAR/mL.min.

2.2 Resultados e discussao

A Tabela 1 apresenta a concentracdo de acUcares redutores liberados, as unidades de
atividade enzimética (UAE) para cada tempo de fermentacdo e as produtividades (U/d) para
cada tempo de fermentacdo, utilizando mandioca como fonte de amido. A Tabela 2 apresenta
a concentragdo de agUcares redutores liberados, as unidades de atividade enzimatica (UAE)
para cada tempo de fermentacdo e as produtividades (U/d) para cada tempo de fermentacéo,
utilizando batata como fonte de amido.



Tabela 1 - Concentracdo de glicose, atividade enzimética e produtividade para amido de mandioca

Tempo (d) [1glic(mg/mL) UAE (mg/mL.min) u/d
0 7,070 0,0000 0,0000
1 10,059 0,1992 0,1992
2 9,619 0,1699 0,0849
3 11,026 0,2636 0,0879
4 13,223 0,4101 0,1025
5 12,256 0,3457 0,0691

Tabela 2 - Concentragdo de glicose, atividade enzimética e produtividade para amido de batata

Tempo (d) [1dlic(mg/mL) UAE (mg/mL.min) u/d
0 7,158 0,0000 0,0000
1 7,598 0,0293 0,0293
2 7,949 0,0528 0,0264
3 8,389 0,0821 0,0274
4 8,653 0,0996 0,0249
5 9,268 0,1407 0,0282

As maiores atividades enziméticas foram obtidas nos tempos de 4 e 5 dias de
fermentacdo, utilizando amidos de mandioca e batata, respectivamente, de 0,4101 U e 0,1407
U. A produtividade em enzimas amiloliticas para o amido de mandioca em U/dia foram de
0,1992; 0,08495; 0,0879; 0,1025 e 0,06914, para as amostras nos temposde 1, 2 ,3, 4 e 5 dias,
respectivamente, verificando-se que a maior produtividade foi obtida no primeiro dia de
fermentacdo. As produtividades enziméticas (U/d) obtidas com o amido de batata foram de
0,0293; 0,0264; 0,0274; 0,0249 e 0,0282 U/d nos tempos de 1, 2, 3, 4 e 5 dias,
respectivamente. As maiores produtividades enziméticas foram obtidas utilizando-se amido
de mandioca como substrato, o que pode ser atribuido & maiores concentractes de amido
presentes na mandioca em comparagdo com a batata em base seca, de 90,1% e 76,0%,
respectivamente.

3 CONCLUSAO
O microrganismo Aspergillus niger proporciona produtividade de unidades de enzimas

amiloliticas tendo como substrato mandioca e batata, sendo que a mandioca favorece uma
maior producao.
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