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RESUMO: Os processos produtivos da industria de alimentos podem gerar uma considerdvel quantidade de
residuos orgdnicos, cujo descarte causa impactos de média e de grandes propor¢oes ao meio ambiente. Uma
alternativa proposta para a redugdo de impactos é a utilizagdo dos residuos organicos e de seus subprodutos
para a produgdo de enzimas microbianas como, por exemplo, a protease, sendo esta enzima posteriormente
utilizada em outros processos industriais como a fabricagdo de tecidos, tintas, ou outros géneros alimenticios.
Este trabalho académico apresenta uma avaliagdo do residuo da Castanha da Amazénia (Bertholletia excelsa)
como substrato em fermentagoes semi-solidas, para a produg¢do da protease, com a utilizagdo de
microrganismos isolados da microbiota amazonica. Os resultados obtidos mostraram que o residuo de
castanha proporcionou maior sintese de protease alcangando 0,157U/mg de proteina em 120 horas.

ABSTRACT: The production processes of the food industry can generate a considerable amount of organic
waste, whose disposal causes medium and large impacts to the environment. A proposed alternative for the
reduction of impacts is the use of organic residues and their by-products for the production of microbial
enzymes, such as protease, and this enzyme is subsequently used in other industrial processes such as fabrics,
paints, or Other foodstuffs. This academic work presents an evaluation of the residue of the Brazilian Chestnut
(Bertholletia excelsa) as substrate in semi-solid fermentations, for the production of protease, using
microorganisms isolated from the Amazonian microbiota. The results showed that the brown residue provided a
higher protease synthesis reaching 0.157 U / mg protein in 120 hours.

1. INTRODUCAO

A industria alimenticia representa uma grande parcela de representatividade na
atividade economica do setor primario. Por conta da magnitude do setor, intrinsicamente 0s
residuos industriais — em especial os residuos organicos — também sdo gerados em grandes
quantidades ao final dos processos de beneficiamento dos alimentos. Na ultima década, no
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entanto, tem sido verificado um aumento na quantidade de propostas de solugdo para o
gerenciamento e reaproveitamentos dos residuos agroindustriais, de modo a agregar valor
econdmico a este residuo e minimizar os impactos ambientais gerados pelo mesmo.

O estado do Amazonas ¢ o maior produtor de Castanha da Amazodnia (Bertholletia
excelsa), com a geracdo de um residuo rico em nutrientes organicos, o que a torna um
substrato com grande potencial para producdo de enzimas como as proteases. Tratam-se de
enzimas que catalisam a clivagem das ligagcdes peptidicas de proteinas e que apresentam
grande importancia do ponto de vista industrial, utilizadas em diversas atividades como o
processamento de alimentos e bebidas, a formulacdo de detergentes, o processamento de
couro e pele, o amaciamento de carnes, a formulacdo de medicamentos, a fixacdo de tintas na
industria téxtil, dentre outras aplicagdes. A utilizacdo da enzima protease corresponde a cerca
de 60% da utilizacdo do total de enzimas e biocatalisadores. Proteases microbianas,
principalmente fingicas, apresentam vantagens como facil obten¢do e recuperacdo (KUMAR
et al., 2005), o que justifica sua preferéncia de utilizagao.

Diversos subprodutos agroindustriais tém sido usados como substratos para a producdo
de enzimas, devido a disponibilidade local e por representar uma fonte alternativa de baixo
valor comercial (MARTINS et al., 2002; MARTINS et al., 2007; SILVA et al.; 2005). As
castanhas (améndoas), em especial, possuem um alto valor energético ¢ sdo ricas em
proteinas, com altos valores nutricionais (SOUZA E MENEZES, 2004).

Face ao exposto, este trabalho tem por objetivo avaliar o residuo da industria de
beneficiamento da Castanha da Amazonia (Bertholletia excelsa), como substrato em
fermentagdes semi-solidas para a produg¢do de proteases, por meio da utilizagdo de
microrganismos isolados da microbiota amazonica.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Selecao do microrganismo

O microrganismo utilizado nesse estudo foi um conjunto de fungos filamentosos
(Aspergillus sp.) isolados da microbiota amazdnica.

2.2. Preparacio do substrato solido

O residuo de Castanha foi doado por uma empresa do ramo alimenticio localizada na
cidade de Manaus-AM. Este residuo foi obtido ao final do processo industrial, ¢ utilizado
como substrato em fermentag¢ao semi-sélida, sem tratamentos adicionais.

2.3. Preparacao do meio para inoculaciao
A fermentacdo foi conduzida por meio da utilizagdo de erlenmeyers de 125 mL com

2,5g de substrato da Castanha da Amazonia. Foram adicionados 15 mL da solugdo de Sulfato
de Amonio (NH4)2S04 (fonte de nitrogénio) dentro do tubo de ensaio com o fungo
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filamentoso (Aspergillus sp.) isolado do solo amazonico, fazendo assim uma solucdo de
esporos. Para contagem dos esporos, foi utilizado o método de Newbauer. Os frascos com
residuo foram esterilizados por 15 minutos no fluxo laminar e logo em seguida inoculou-se a
solugdo fungica com 108 esporos/mL por 2,5 g de substrato. Os Erlenmeyers foram
incubados em temperatura ambiente (média 28° C) durante 120 horas, com amostras sendo
retiradas a cada 24 horas.

2.4. Obtencao dos extratos enzimaticos

Ap0s cada periodo de 24 horas de fermentagdo, foram adicionados SmL de dgua auto-
clavada deionizada em cada erlenmeyers, para obten¢do dos extratos enzimaticos produzidos
pelo fungo. Logo em seguida aplicou-se ultra-som ao fungo durante 2 minutos, procedeu-se a
homogeneizagdo da amostra e posteriormente realizada a filtragdo a vacuo da mesma, com a
utilizagdo de papel filtro. O extrato foi utilizado para determinacdo da atividade enzimatica.
O experimento foi feito em forma de duplicata onde os resultados sdo expressos como média
encontrada a cada dia.

2.5. Atividade enzimatica da protease

A atividade proteolitica foi determinada segundo a metodologia de Charney e
Tomarelli (1947), com a utilizagdo de azo-caseina como substrato, e acido tricloroacético
como agente de precipitagdo.

A atividade proteolitica foi determinada por meio da utilizacdo de 30uL de solugdo
enzimatica de Castanha da Amazodnia, e adicdo de 50uL de 1% de azo-caseina (substrato). As
amostras reagiram por 1 hora em ambiente ausente de fontes luminosas, com temperatura
aproximada de 28°C. Ap0s este periodo, foram adicionados 2,4 mL de 4cido tricloroacético a
10%, no intuito de paralisar a reagdo. Logo em seguida, o material foi centrifugado, a 10.000
rpm por 10 minutos. Do sobrenadante, foram retirados 160uL, ao qual adicionou-se 2,4ul. de
NaOH 1M. Esta solugdo foi agitada e levada a leitura no espectrofotdmetro com absorbancia
a 440NM. A unidade de medida expressa foi em unidade de enzima por grama de substrato.

2.6. Determinacio da temperatura 0tima de atuacio

Para a determinagdo de temperatura 6tima de atuacdo dos extratos enzimaticos, foi
seguido o processo de determinag¢do da atividade proteolitica utilizado 30puL de solucdo
enzimdtica de castanha, mais 50uL de 1% de azo-caseina (substrato). Deixaram-se as
amostras reagirem por 1 hora em auséncia de iluminacdo, com temperatura de reacdo
variavel entre 35°C a 85°C. Apds este periodo, foram adicionados 2,4 mL de acidos
tricloroacético a 10%, para paralisa¢do da reacdo. Em seguida o material foi centrifugado a
10.000 rpm, por 10 minutos. Do sobrenadante, foram retirados 160uL, aos quais foram
adicionados 2,4uL de NaOH 1M. Esta solu¢do foi agitada e levada a leitura no
espectrofotometro, com absorbancia a 440NM.
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2.7. Determinaciao do pH otimo de atuacio

Para a determinagdo de pH 6timo, foram utilizados 100uL da enzima de castanha com
adicao de 100uL do Tampao Mcllvaine, com pH que varia entre 3,0 e 8,0. Deixaram-se as
amostras reagirem por 24h. Apds o tempo de reagdo foi retirada da amostra 30uL de solugdo
enzimatica, adicionada a 50uL de 1% de azo-caseina (substrato), deixou-se as amostras
reagirem por 1 hora no escuro, em temperatura de reacdo a 45°C (temperatura definida como
Otima para extrato enzimatico). Apos este periodo, foram adicionados 2,4 mL de acidos
tricloroacético (TCA) a 10%, para paralisar a reacdo. Logo em seguida, o material foi
centrifugado, a 10.000 rpm por 10 minutos. Do sobrenadante, foram retirados 160uL, ao qual
adicionou-se 2,4ul. de NaOH IM. Esta solu¢do foi agitada e levada a leitura no
espectrofotometro com absorbancia a 440NM.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um fungo filamentoso (Aspergillus sp.) isolado da microbiota Amazodnica para teste de
fermentagdo, com os experimentos sendo feitos em residuo de castanha. Os experimentos
foram feitos em forma de duplicata e os resultados estdo expressos como a média de 2
experimentos, observando em qual dia apresentou a melhor atividade proteolitica.

3.1. Caracterizacio fisico-quimica do extrato enzimatico

O extrato enzimatico foi caracterizado com relacdo ao pH e temperatura 6timas de
atua¢do, visando encontrar as melhores condi¢des de reagdo para atividade proteolitica.

3.2. Atividade proteolitica do extrato enzimatico obtido por fermentacio
em residuos de castanha como substrato, utilizando solucao de sulfato de
amonio como fonte de nitrogénio

Foi analisado o residuo de castanha como substrato da fermentagdo, utilizando uma
solugdo de sulfato de amonio (NH4)2SO4 a (0,5%). Na figura 1, nota-se que a maior média de
atividade proteolitica pelo fungo estudado foi alcangado 0,157U/mg de proteina a 120h.
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Figura 1: Atividade proteolitica dos extratos enzimaticos obtidos por fermenta¢ao semi-sélida,

suplementado com sulfato de amonio. -m- residuo de castanha.
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3.3. Determinacio da temperatura 6tima e pH 6timo do extrato enzimatico

Observou-se, que a melhor temperatura para a atividade proteolitica foi de 45°C e pH 6timo
foi de 6,5.

4. CONCLUSAO

O residuo analisado mostrou-se eficiente como substrato para a producdo de protease,
com a utilizagdo de um fungo filamentoso isolado da microbiota Amazonica. De acordo com
os resultados obtidos, o residuo de castanha mostrou-se aplicavel a sintese de protease,
alcancando 0,157U/mg de proteina com 120 horas. A caracterizacdo do extrato enzimatico
revelou o pH e temperatura 6timos, sendo 6,5 e 45°C, respectivamente. Esses resultados
parciais mostraram que o residuo de castanha ¢ indutor de protease.
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