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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a producao de enzimas amiloliticas, celuloliticas e proteoliticas pela linhagem
Penicilliumspp. LEMIA8221 cultivada em estado sélido em residuos da colheita de soja, ao longo de quatro dias, em
diferentes condi¢cBes de pH (5,0 e 6,0), temperatura (30 e 35°C) e concentra¢gBes de substrato (70 eA80% p/v).
atividades maximas obtidas paramilase B-amilase, CMCase e protease foram de 0,20; 0,13; 0,65 e 1472,U.mg
respectivamenteAs condi¢cbes de fermentacdo influenciaram a atividade das enzimas, sendo a concentracao de
substrato, a variavel mais significativa para o processo. O tempo de fermentacéo exerceu efeito apenas para as ativida-
des de3-amilase e CMCase, sendo registrados os menores valores de atividade para essas enzimas, nas primeiras 24
e 48 horas de fermentacao, respectivamente. Conclui-se que o Bemciiumspp. LEMIA8221 pode ser conside-
rado promissor agente bioldgico, com aplicacéo industrial, e o residuo de soja apresentou-se como fonte de carbono
alternativa, no cultivo em estado sélido, para producao de enzimas por esta linhagem microbiana.

Palavras-chaveresiduo agroindustrial; enzimas; fungos filamentosos.

ABSTRACT

Cultivation of Penicillium spp. in soy bean crop residues for production
of cellulase, protease and amylase

The aim of this study was to quantify the enzymatic activity of amylolytic, cellulolytic and proteolytic enzymes
produced by the fungi straenicilliumspp. LEMIA8221 under solid state culturesoybean crop residues, during
4 days, in different conditions of pH (5,0 and 6.0), temperature (30 and 35 °C) and substrate concentration (70 and 90%
p/v). The maximum activity obtained faramylase-amylase, proteas@d CMCase were 0.20; 0.13; 0.65 and 147
U.mg?, respectivelyThe fermentation conditions influenced the enzyme actibging substrate concentration, the
most significant variable to the process. The fermentation time exerted effect only for theeactivitMCase an@-
amylase being recorded smaller values for these enzymes in the first 24 to 48 hours of fermentation, respisctively
concluded that the isolat&enicilliumspp. LEMIA8221 can be considered a promising biological agent with indus-
trial application and soybean residue was presented as an alternative carbon source in solid-state cultivation for
enzyme production by microbial strain.
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INTRODUCAO sob FES, e registraram atividade proteolitica, variando

~ s ~ . ntre 1.254 a 1.387,6 W.gsob condic¢des otimizadas de
A preocupacdo com a utilizagdo de residuos (fa ~
([:lmentagao.

agroindustria € crescente, pois estes representam umag E)bjetivando-se a producdo de enzimas sob cultivo em

mais importantes fontes renovaveis de energia disponi- . . o .
: . . estado sdlido, algumas consideracdes se fazem importan-
veis no planeta e, quando indevidamente descartados ou ~ . . L
o .. ) .__tes, como a sele¢do do micro-organismo e a determinagéo
utilizados, tornam-se fontes adicionais de poluu;ag . : C
. . as condicdes ambientais ideais para o processo. Os fun-
ambiental (Saidellest al, 2012).

. : . . 0s sdo 0s organismos usualmente empregados nesse
Neste sentido, tem-se intensificado o aproveitamen

. . épo de cultivo para producéo de enzimas, sendo os géne-
desses materiais como substratos alternativos no desen-

volvimento de varios bioprocessos para a producao (rj%s Trichoderma, PenicililumAspegillus e Humicola
P P P ¢ amplamente estudados (Sukumaeaal, 2005; Kimet
. . . L. e . zfl., 2014). Os principais fatores ambientais que afetam a
inas microbianas, &cidos orgéanicos, etanol, enzimas ¢ . : . . .
. . . . . i sintese de enzimas microbianas num sistema de cultivo
metabdlitos secundarios biologicamente ativos (Sanchez T ~ ~
2009) en estado sdlido incluem a sele¢éo e a concentracdo do
' . S . substrato, o controle da umidade, a temperatura de incu-
Dentre os residuos da agroindastria produzidos no . . . ~ o
. . . ~ bacédo e o pH, o periodo de cultivo, a aeragéo, a agitacdo
Brasil, destacam-se os da colheita da soja (gréos peque- : S . . o
X € 0s nutrientes adicionais, que influenciam, significativa-
nos e quebrados, vagens, hastes e folhas) que é propor- . ~
cional 2 producéo nacional do grdo (Carvalho, 1992) Grmente, o crescimento celular e a formac&o de produtos
produs g : - >"Bohailet al, 2009: Saxena & Singh, 2011).

as a composicdo quimica geral dos residuos da colheita . o .
¢ posicao g 9 Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar

da soja (50% de celulose, 25% de hemicelulose e 25% de ~ . R .
L a producgédo de enzimas amiloliticas, proteoliticas e
lignina), eles podem se apresentar como excelente, | .. : L
. ) . celuloliticas pela linhageRenicilliumspp. LEMIA8221,
substrato para o crescimento e desenvolvimento de micro- . o o .
. i ) N sob cultivo em estado solido, utilizando residuos da co-
organismos, a fim de se promover a bioconverséo da Geai . .
o . ~__Iheita da soja como substrato, ao longo de quatro dias de
lulose e da lignina em produtos de interesse econdmico ~ . .
. incubacao, em diferentes tempos de cultivo, concentra-
(Silvaet al, 2005).

o ~ . i;(")es do substrato, valores de pH e tentpesa
Especificamente, para producdo de enzimas de valor

agregado, a técnica de cultivo em estado solido vem to- .
mando espaco entre as pesquisas, principalmente pMQ‘TERIAL EMETODOS

producdo de enzimas envolvidas na degrada¢ado de A |inhagem flingica utilizada foi Renicillium spp.
polimeros vegetais complexos, comumente presentes M| A8221, oriunda da colecéo de culturas microbianas
residuos agroindustriais (Couto & Sanroman, 2005y | aboratério de Enzimologia e Microbiologia Industri-
Wisniewskiet al.(2010) verificaram efeito positivo do farelo g, da Universidade Federal da BahiampusAnisio

de soja como substrato suplementar aos residuos Txeira, enVitéria da Conquista, BA linhagem fingica
processamento de cerveja, para a produc@eateilase foj isolada da rizosfera da cactadéelocactussp. e sua
(0,48 - 12,71).g"), porMacrocybe titanssob fermenta- reativacéo foi realizada mediante o cultivo em placas de
cdo em estado solido (FES); BrijwanMadlani (201)  Petri, com meio de cultura batata-dextrose-agar (PDA
utilizaram casca de soja, sem e com tratamento préViiMEDIA pH 5,02), por 48 horas.

como substrato em FES, para producdo de enzimasO experimento foi conduzido conforme delineamento
celuloliticas, pofirichoderma eeseeAspedgillus oryzae,  inteiramente casualizado, disposto em arranjo fatorial com
e destacaram, dentre os resultados, a producao diss niveis dos fatores pH (5,0 e 6,0), temperatura (30 e 35
endocelulose (47,10 Ugle casca de soja tratada) por deC) e concentracéo de substrato/umidade (70 e 90% p/v)
T. reesej Pariset al (2012) compararam a producao depara a maxima producado de enzimas pelo isolado fangico
diferentes tipos de complexos enzimaticos, por FES, utifob cultivo em estado sélido em residuos da colheita da
zando diferentes tipos de sojas (organica, transgénicadgja (bela 1).

convencional) com o fung@spergillus nigere verifica- O residuo da colheita de soja foi composto por gréos,
ram atividades maximas de protease (0,642"}Uegde pequenos e quebrados, vagens, hastes, folhas e cascas.
amilase (1,5 U4, ambas em particulas de 0,6 mm de sojdada componente foi submetido & secagem em estufa, a
convencional, em 144 h; Gar@gal (2015) empregaram 65 °C, por 72 h, e moido em moinho de facas, sem
farelo de soja como substrato, sob FES, e verificarangeanulometria definidaVolumes proporcionais de cada
producéo d@-glucosidase (11.5 + 0.7 U'g pelo fungo componente compuseram o substrato organico, que foi
Lichtheimia ramosa; Thaket al (2015) também utiliza- autoclavado e utilizado para o cultivo, em estado solido,
ram farelo de soja para o cultivo dspergillus Oryzae, da linhagenPenicilliumspp. LEMIA8221.
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Cultivo dePenicilliumspp. em residuos da colheita de soja para producao de celulase, proteds89.

O cultivo microbiano foi estabelecido em frascos Para quantificacdo @amilase, utilizaram-sé0pL de
erlenmeyers de 125 mL com 50 mL de meio minimo (1 g.tamp&o acetato de sodio (500 mmot, pH 6,0), 10QL de
1 de sulfato de aménio; 2 gllde fosfato de potassio; 2,8 soluzéo de amido 0,5% (m/v) e i da alquota retirada
g.L* de fosfato de sédio; 0,05 ¢ lde citrato de ferro; do meio fermentativo. Os tubos com essa mistura foram
0,002 g.L* de sulfato de magnésio; 0,01 gde extrato de incubados a 40 °C, por 30 minutos, e retirados para adi¢ao
levedura) e residuos da colheita de soja, de forma adee800uL de soligédo de acido dinitrosalicilico (DNS) a
obterem as concentragfes previamente estabelecidas2¥e previamente preparadamistura foi fervida por cin-
70 e 90% p/vem relagao ao volume final. O pH do substratoo minutos e, ao fim, adicionaram-se 9,0 mL de 4gua des-
enriquecido foi ajustado entre 5 e 6, utilizando HCI. tilada, seguindo-se a homogeneizacAoatividade
inoculag&o com o isolado fungico foi realizada com a adenzimatica foi obtida a partir da leitura em espectrofoto-
¢ao de pequenos discos de meio de cultura, com micétietro a um comprimento de onda de 660 nm (Mil@59).
fungico, segundo metodologia de Senal (2006)Apds A atividade proteolitica de CMCase foi determinada
inoculagéo, os erlenmeyers foram incubados em estufdsacordo com Siqueiedal (2010), utilizando-s&00uL
de 30 e 35 °C, ao longo de quatro dias. O experimento & carboximetilcelulose (1%) e fQ da alquota retirada
conduzido com duas repeticdes para cada tratamentodo meio fermentativo. Os tubos com essa mistura foram
A extrac@o do complexo enzimético de cada tratameimcubados a 50 °C, por 30 minutos, e retirados para adicao
to ocorreu em intervalos de 24 h de cult&pds maxima de 30QuL de solgéo de acido dinitrosalicilico (DNS), pre-
homogeneizacédo dos contetdos dos frascos, 3 g de amvimente preparada. Em seguida, a mistura foi fervida por
tra de cada tratamento foram coletadas e 15 mL de aglex minutos e 1,5 mL de 4gua destilada foram adiciona-
destilada foram adicionados, sem agitacédo, durante @6s.A leitura da absorbancia foi feita em espectrofotd-
minutos Apds filtracéo, seguida de centrifugacao a 10.00@etro, com comprimento de onda de 540 nm.
g para a remocao dos sélidos suspensos, coletou-se 1 mLA atividade de protease foi determinada de acordo com
do extrato resultante, que foi transferido para microtubagerhebet al.(2007), com modificacdes. Tubos comia-
com 10uL de azida édica (1%), e acondicionadas emtura de 20QuL do extrato enimatico, 40QuL de castna
camara fria (-20 °C), até o momento da quantificacdo @@,5%) e 40QL tampho acetato (0,3mol-Lde acetato de
atividade das enzimas. sadio:1mol.L* de acido acético), pH 5,5, foram incubados,
Para a quantificacédo da atividadexdamilase, utiliza- a 35°C, por 30 minutos, e retirados para adicdo de 1 mL de
ram-se40 L de tamjdio acetato de sddio (500 mmol,L &cido tricloroacético (10%), a fim de parar a reag&@oistu-
pH 6,0), 10QuL desolucdo de amido 0,5% (m/v) ei@0da ra reacional foi centrifugada a 4000 rpm, por cinco minutos
aliquota retirada do meio fermentativo. Os tubos com essaem seguida, foi procedida a leitura de absorbancia em
mistura foram incubados a 40 °C, por 30 minutos, e retiraspectrofotdmetro, com comprimento de onda de 280 nm.
dos para adicdo de 2Q@ de soligéo iodo/iodeto 1:1 Os ensaios de atividade de todas as enzimas foram
(v:v), previamente preparada?200uL de solg¢édo de &ci- conduzidos em triplicatas, havendo ainda o preparo de
do acético, para se efetuar a paralizacdo da resgi®#s. uma reacgéo controle, que consistiu em mesmo tratamento
onou-se a mistura agua destilada, para atingir o volurpeculiar a cada enzima, substituindo-se, porém, o extrato
final de 10 mL, e procedeu-se a leitura em espectrofbruto enzimatico por agua destiladainidade das ativi-
tdmetro com comprimento de onda de 540 nm (Mill859). dades enzimaticas (U.m)goi definida como a quantida-
de de enzima capaz de liberguriol de produto @icares
. ) _ redutores/aminoé&cidos) por segundo, por grama de amos-
Tabela 1 Modelo do delineamento experimental fatorlalt‘,_? (polissacarideos/proteinas), nas condigdes de reagéo,

completo, utilizado para as analises dos efeitos dos fatores p d dra R de gl
temperatura e concentracéo de substrato na atividade das enzfrﬁg@an 0-S€ COmMO Curva padrao 0s monomeros de glicose

hemicelulolitica, proteolitica e amilolitica, obtidas a partir d& aminoacido.

cultivo, em estado solido, em residuos da colheita da soja As médias de atividades enzimaticas obtidas de cada
Tratamentos  pH Temperatura Concentracdo de tratam(_ento, ao final de 24 horas, ao [ongo de quatrg dias
°C) substrato (% p/v)  de cultivo, em estado sélido, em residuos da colheita de
T 5 30 70 soja, foram submetidas a anélise de variancia (ANOV
T2 5 30 90 A influéncia dos fatores, individualmente, e da interacéo
T3 5 35 70 entre eles, foi avaliada a partir do teste de regresséo. O
T4 5 35 920 efeito do tempo sobre atividades das enzimas foi avalia-
T5 6 30 70 do, independentemente dos tratamentos. Diferengas sig-
T6 6 30 90 nificativas (p < 0,05) entre as médias foram determinadas
T7 6 35 70 pelo teste de Scott-Knott, utilizando-se o softwasistat
T8 6 35 90 (Silva & Azevedo, 2009).
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RESULTADOS E DISCUSSAO méaxima de CMCase igual a 0,53 U.#horA. niger sob
FES, em casca de soja, a 35°C, constando que este

© |S(:1Ia(é$;ur:jg|c<§>etn|§ |,III|'umspp. LEMI'?Z%l :p;le— substrato foi resistente a sacarificagéo enzimatica, por seu
sentou habilidade metabdlica para a producém eele elevado contetido de lignina.

P-amilase, de CMCase e de protease, mdependentementeOS maiores valores de atividade enzimatica registrados,

dos tratamentos e tempos aplicados ao cultivo em est%de%te estudo, foram para protease (131,7-147,09.mg

solido, utilizando-se residuos da colheita de soja CONses resultados podem ser considerados satisfatorios,

substrgto (I'bel.a. 2)'_ b _ gquando comparados com os de outros estudos. Rodrigues

Efeitos S|gnlf|cat|vos dos tratamentos so _re as atl\/{'2008) relatou um valor maximo de atividade de protease
Qades das enzimas foram observados 6,19 final de C%%a43,67 U.mg, utilizando meios sintéticos para o cultivo
intervalo de tempo de cultivo em estado solidab@la 2).

_ _ ) =l de Penicillium aurantiogriseuma 26 °C e a pH 7. Na
Para a enzima-amilase, 0 T8 proporcionou maioresdi obtencédo de extratos proteoliticos, por meio de FES, pelo

as de ativ_idade (p.< 0’0_5)’ em todos O_S interva.los .de te‘1‘fﬂl'1goAspergillus oryzaaytilizando farinha de peixe como
po de cultivo (0302’ 0,20;0,19 € 014 U,.hjgm 24; 48 72 substrato, Garcia-Gometal (2009) obtiveram uma ativi-

e 96 h, respectivamente). Maiores médias de at'v'dadedade da protease alcalina (pH 10,0) de 120 U/L. Btais
a—aml!ase(p <0,05) fqram registradas para T4 (_0’(_)7 U'mQZOlO) verificaram que o maior valor de atividade para a
1), ap0Os 24 h de cultivo e, para T1, nos demais 'ntervaIBFOtease (104,0 Uy, a partir de FES, em farelo de soja,
de tempo (0,13 _U.rﬁgem 4_8 he 0'1% U_.rﬁgem 72_ e. 96 h). or Aspergillus casiellusfoi obtido com a maior adicao

O T4 proporcionou maiores médias de atividade fonte inorganica de carbono presente no meio

CMCase (p < 0,05) em, pelo menos, trés intervalos de tefgimentativo (296) e para a menor quantidade de fonte de
po de cultivo (0,39; 0,32 € 0,42 U.th@m 24; 48 € 72 h, irroganio (0%) e menor valor de pH (3,0), evidenciando,
respectivamente). Para protease, maiores médias de afisie caso, que a producéo da enzima com caracteristica
dade (p < 0,05) foram verificadas para T6 (145,3; 143,3¢j44 requer uma suplementag&o do meio, quando se uti-
147,0 e 140,4 U.mgem 24; 48; 72 e 96 h, respectivamente), 5 farelo de soja como substrato.

eT8(1454;144,5;1451e 143, 1 Ushngm 24,48, 72€96 A influéncia dos tratamentos sobre as atividades
h, respectivamente). enzimaticas pode ser melhor compreendida a partir da
Os valores maximos de atividade amilolitica registrad%ﬁ,a|iagéo da probabilidade dos efeitos (P) das variaveis
neste estudo (0,02 U.m@araa-amilase €,13 U.mg"  gmpjentais, individualmente, e dainteracdo entre elas, para
paraB-amilasg foram inferiores aos obtidos por Sp&r g dados referentes as médias das atividades das enzimas
al. (2006) trabalhando com fungos comd@spergillus  (Tahela 3)Verificou-se que as variaveis pH e temperatu-
niger. 530,55 U.¢ para amilase. Isso pode ser explicady individualmente, influenciaram significativamente (p <
pelo elevado contetudo de material lignocelulésico Pre;05) apenas a atividade protedsica, uma vez que maior
sente nos residuos da colheita de soja, indicando a Bvidade média, ao final da fermentacao, foi verificada
cessidade do fornecimento de material de mais facil aslg,j;ra pH 6 e temperatura de 35%Cconcentracéo de
milagéo para promover a expressao ampliada de atividgpstrato igual a 90% p/v proporcionou os melhores re-
des amiloliticas, como farelo e graos de soja. Kunamn&jjitados de atividade para CMCase e para protease, en-
et al.(2005) obtiveram atividade enzimatica de 534'U.gquanto paran-amilase, maior sdia de atividade ocorreu
de amilase a partir do cultivo do fungermomyces com 70% p/v de substrato no meio de cultivinteragéo
lanuginosussob FES, em farelo de trigo, em temperatientre os fatores exerceu efeitos positivos significativos
ras de incubacéo mais elevadas (50 °C), e constataragp & 0,05) para a atividade enzimatica de pelo menos trés
incremento da producao de amilase com a adicao de ags enzimas avaliadas, justificando os resultados anteri-
do e de peptona ao meio fermentatiwoto et al. (2006)  ores quanto aos efeitos dos tratamentos sobre as ativida-
observaram maxima producdo de amilase (271;9Wt-  des enziméticas. Pamaamilase, houve interacédo entre os
lizando farelo de trigo como substrato, com pH e tempergtores pH e concentracdo de substrato, ou seja, o au-
tura 6timos de 5,0 e 55 °C, respectivamente, por FES, pgiento dos valores desses parametros dentro da faixa es-
fungo Aspergillussp., e notaram aumento da producdeudada incrementaria a produgiocdamilase. Brap-
da enzima pela adig&o de nitrogénio organico (extrato genilase e protease, todas as interacdes entre os fatores
levedura e peptona). Em relagéo a produgéo de CMCafgam significativas (p < 0,05) e apenas para CMCase, ndo
Jecu (2000) verificou atividade da endoglucanase iguaf@i observado o efeito significativo (p > 0,05) da interac&o
14,8 U.mL* a partir do cultivo dé\.. niger, sob FES, em entre os fatores @bela 3). Salest al (2010) também ob-
mistura de palha de trigo com farelo de trigo (9:1), na faixgervaram efeito significativo da interagéo entre pH, con-
de pH 4,5 a 5,5 e temperatura 6tima entre 28 a 34°C. Rehtracdo de substrato e temperatura de cultivo sobre a
outro lado, Gawande & Kaméit999) obtiveram atividade producéo de exoglucanases papergillus aculeatus,
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Tabela 2 Relacéo entre os tratamentos utilizados e a atividade amilasica, CMCasica e proteasica nos diferentes tempos de fermentagao

-ABnilase (U.mg")

eAmilase (U.mg?)

Tratamentos Tempo (horas) Tempo (horas)

24 48 72 96 24 48 72 96
T1 0,14+0,01 d 0,14+0,02 b 0,14+0,02 b 0,20+0,01 a 0,05+0,01 b 0,13+0,05 a 0,11+0,06 a 0,11+0,07 a
T2 0,15+0,02 d 0,14+0,09 b 0,14+0,02 b 0,13+0,3 a 0,06+0,01 b 0,06+0,01 d 0,09+0,02 ¢ 0,09+0,01 b
T3 0,17+0,01 b 0,19+0,04 a 0,19+0,05 a 0,13+0,02 b 0,05+0,03 b 0,06+0,02 b 0,07+0,01 e 0,06+0,02 d
T4 0,17+0,03 b 0,19+0,01 a 0,13+0,01 b 0,13+0,05 b 0,07+0,01 a 0,08+0,01 d 0,11+0,01 b 0,08+0,03 b
T5 0,16+0,01 c 0,12+0,01 ¢ 0,13+0,01 b 0,12+0,02 b 0,05+0,01b 0,06+0,02 d 0,06+0,01 e 0,07+0,03 c
T6 0,16+0,03 ¢ 0,19+0,03 a 0,13+0,03 b 0,13+0,02 b 0,06+0,01 b 0,08+0,03 b 0,08+0,01 d 0,08+0,02 b
T7 0,17+0,03 b 0,19+0,04 a 0,19+0,03 a 0,13+0,01 b 0,05+0,03 b 0,06+0,03 d 0,06+0,01 e 0,06+0,03 d
T8 0,02+0,02 a 0,20+0,01 a 0,19+0,01 a 0,1440,2 a 0,05+0,01 b 0,07+0,02 ¢ 0,09+0,02 ¢ 0,10+0,02 b

CMCase (U.rHg Protease (U.rg

Tratamentos Tempo (horas) Tempo (horas)

24 48 72 96 24 48 72 96
T1 0,29+0,06 ¢ 0,35+0,05 d 0,40+0,08 e 0,38+0,05 e 134,2+0,3 d 141,0+0,5d 136,5+0,5 f 135,8+0,1 e
T2 0,34+0,04 b 0,38+0,03 ¢ 0,44+0,07 ¢ 0,46+0,09c  134,6+1,2d 132,0+0,1 f 132,3+0,2 g 131,7+0,2 f
T3 0,37+0,08 a 0,34+0,4 d 0,39+0,06 e 0,36+0,05 e 136,8+1,2 c 141,0+0,2 b 136,5+0,2 f 135,8+0,1 e
T4 0,39+0,05 a 0,42+0,1 a 0,52+0,08 a 0,43+0,2 d 143,7+0,2 a 138,0+0,1d 142,2+0,6 ¢ 142,4+0,2 a
T5 0,30+0,1 c 0,32+0,09 e 0,36+0,1 f 0,64+0,1 a 140,4+0,2 b 139,2+0,9 ¢ 137,5+0,1 e 137,5+0,5d
T6 0,29+0,1 c 0,43+0,1 a 0,42+0,01 d 0,43+0,1d 145,3+0,3 a 143,3+0,3 a 147,0+0,3 a 140,4+0,5 b
T7 0,30+0,09 ¢ 0,34+0,1 d 0,36+0,1 f 0,35+0,03 f 142,2+0,2 b 136,6+0,2 e 139,4+0,1d 138,8+0,4 ¢
T8 0,26+0,1 d 0,40+0,02 b 0,48+0,04 b 0,49+0,02b  145,440,2 a 144,5+1,0 a 145,1+0,1 b 143,1+0,2 a

Os valores referem-se a média de trés determinagdes de atividade das Preirasiilase, CMCase e protease, para cada intervalo de tempo de cultivo em @gtadens residuos da colheita de soja.
Médias seguidas por letras iguais, na coluna, nédo diferem entre si (P > 0,05) pelo teste de Scott Knott.

Tabela 3 Probabilidade dos efeitos (P) para os dados referentes as médias das atividades das enzimas amilase desmilesetéeMCase e protease, obtidas ao longo do proces
fermentativo, em estado sélido, com residuos da colheita da soja como substrato

. L pH Temperatura (°C) Substrato (%)
Atividade Enzimatica 11 12 13 14
5 6 30 35 70 90
Amilase Dextrinizante 0,14 a 0,14 a 0,13a 0,14 a 0,15a 0,14 b NS P < 0,05 NS NS
Amilase Sacarificante 0,07 a 0,06 a 0,07 a 0,06 a 0,06 a 0,07 a P < 0,05 P < 0,05 P < 0,05 P < 0,05
CMCase 0,39a 0,38a 0,38a 0,38a 0,36 b 0,41a NS NS NS NS
Protease 136 b 141 a 137 b 140 a 137b 140 a P < 0,05 P < 0,05 P < 0,05 P < 0,05

NS: néo significativo; Efeito das interagdes: pH x temperatura (I11); pH x concentracdo de substrato (12); temperatura x concentracéo de substrato (I13); pH x temperatura x concentracéo de 4

T

Médias seguidas de mesmas letras ndo diferem entre si (P > 0,05) pelo teste de Scott Knott.
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trato (14).
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sob cultivo em estado sdlido, em bagaco de cana-de-aghizimas. Nos tratamentos com 90% p/v de substrato, a
car Os autores constataram que quanto maiores a cpercentagem de agua na massa total do meio era menor
centracdo de substrato e a temperatura de cultivo, majre nos tratamentos com 70% p/v de substrato. Segundo
foi a atividade enzimatica, ou seja, o efeito da interac&ervais & Molin (2003), a umidade é o fator ambiental que
desses fatores foi positivo. O pH, no entanto, teve efeitaais influencia o processo de cultivo em estado sélido,
negativo: a mais alta atividade de exoglucanase foi dendo que um nivel de umidade muito alto resulta em di-
0,17 U.mLtem pH 6,0, concentracao de substrato 1,5%einuicdo da porosidade, baixa difusdo de oxigénio, au-
temperatura de cultivo a 40 °C. mento do risco de contaminacéo, reducdo do volume de
O fato de a variavel pH ter influenciado somente gas e reducéo de troca gasosa. Por outro lado, reduzidos
atividade proteasica pode estar relacionado com a semsieis de umidade levam a um menor grau de crescimento,
bilidade desta enzima a uma possivel variacdo dos vaton relacdo ao 6timo, e a baixa percentagem de substrato
res de pH, ao longo do processo fermentativo, uma vezalmente utilizado (Lonsame¢al., 1985).
que o ajuste do pH foi realizado apenas no inicio do pro- O tempo de fermentacao foi avaliado como uma varia-
cesso. Da mesma forma, a atividade proteasica, nestevesdindependente dos tratamentos, conforme ilustrado na
tudo, foi sensivel aos valores de temperatura testadbggura 1. Para-amilase e para protease, os intervalos de
monstrando que essa enzima foi susceptivel ao acumtdmpo néo influenciaram significativamente (p > 0,05) a
de calor metabdlico gerado, que ocorre, normalmente atividade das enzimas (Figura 1A e D). O tempo de cultivo
cultivo em estado soélido, decorrente da dificuldade deduzido, alcancado neste trabalho, pode representar uma
mistura do meio sdlido, além da baixa condutividade témelhoria especial para técnicas de fermentagéo que utili-
mica que a maioria dos substratos apresenta (Holkerz&mPenicillium spp., uma vez que o custo da producéo
Lenz, 2005). de enzimas é proporcional ao tempo de incubagéo (Garcia
Das variadveis ambientais, individualmente avaliadast al, 2015). Par@-amilase e para CMCase, foi verificado
a concentracao do substrato se mostrou a mais critieeito significativo (p < 0,05) do tempo, sendo as primei-
Esses resultados podem ser justificados ndo pelo pame horas de fermentacdo as que proporcionaram menor
nutricional dos substratos, mas, principalmente, pela unaitividade dessas enzimas (Figura 1B eA@®levacéo da
dade que cada tratamento proporcionou ao desenvolatividade apés 48 h pode ser explicada pela baixa disponi-
mento do fungo e, consequentemente, a producao lWkdade de agUcares redutores da matéria-prima, neces-
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Figura 1: Efeito dos intervalos de tempo (horas) do processo de fermentacdo, em estado soélido, sobre as atividades enzimaticas

(U.mg?), independentemente dos tratamentos de pH, temperatura e concentra¢do de gubsteatilase; B:B-amilase; C:
CMCase e D: protease. Médias seguidas de mesmas letras ndo diferem entre si (P > 0,05) pelo teste de Scott Knott.
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(Whitaker 1994).
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