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Resumo: O Brasil por ser um dos maiores produtores de mandioca, acaba gerando
muitos residuos pelas industrias, um desses residuos € o baga¢o de mandioca, um
residuo solido gerado no processamento da fécula, que apresenta baixo valor
comercial além de ser fonte de fibras. Sendo assim, utilizar processos
biotecnolégicos, como a fermentacdo em estado sélido, € uma alternativa
promissora para valoracdo desse residuo. Para esse processo foi empregado o
fungo Rhizopus oryzae, pois ele € capaz de colonizar matrizes soélidas porosas,
devido a sua capacidade de crescimento na forma de hifas. Com base nesse
contexto este trabalho teve por objetivo realizar um planejamento experimental para
obter as melhores variaveis para a fermentacdo em estado sélido para a producéo
de lacase. Em um primeiro experimento foi observado uma melhor atividade de
0,075 U/g a uma umidade de 60% com 30% de solucdo nutriente. Através desse
melhor ensaio foi realizado um segundo experimento de Oh a 120h de fermentacéo,
onde determinou-se que o melhor tempo de fermentacdo foi de 48h, tendo uma
atividade de 0,037U/g.

Introducéo

O Brasil é o terceiro maior produtor de mandioca, produzindo cerca de 25,4 milhdes
de toneladas ao ano (FIORDA et al., 2013). Com isso, as industrias que processam
as raizes de mandioca para a obtencédo da fécula geram grandes quantidades de
descartes considerados agressivos ao meio ambiente. Um desses residuos gerados
€ 0 bagaco de mandioca. (GONCALVES, 2016). Nas fecularias, para cada tonelada
de mandioca processada, sdo gerados 928,6 kg de bagaco (FIORDA et al., 2013).
O bagaco de mandioca pode ser utilizado como substrato para o crescimento de
Rhizopus oryzae, e concomitante producdo de produtos de interesse industrial, tais
como enzimas.

Lacases sdo multicobre oxidases que reduzem oxigénio a agua ao mesmo tempo
em que oxidam um substrato do tipo p-diidroxi fenol ou outro composto fendlico. S&o
enzimas comuns a varios organismos, mas a maior parte foi isolada de fungos. Sua
baixa especificidade a substratos torna a lacase uma enzima com potencial para
aplicacdo em diversos processos industriais (VALLE, 2012). Dentro deste contexto
esse trabalho tem por objetivo otimizar a producdo de lacase através de

~SUEM=" @cnPy ikt
e

O
Conseino Necional de Desenvolvimento Apolo a0 Clontifico
Clontitco o Tecnokdgico « Tecnolégico do Porond.




VM=

31° Encontro Anual de Iniciacdo Cientffica 31° EAIC 10 e 11 de novembro de

11° Encontro Anual de Iniciacao Cientifica Junior T1° EAIGr 2022

o0

fermentacdo em estado solido com o microrganismo GRAS Rhizopus oryzae
empregando bagaco de mandioca como substrato, e também avaliar a cinética de
producé@o enzimatica.

Materiais e Métodos

O residuo de bagaco de mandioca foi adquirido na empresa Amifec (Maria Helena,
Parand) e estes foram secos em estufa a 65 °C durante 6 h, peneirados até
granulometria padronizada (<0,5 mm), e acondicionados sob refrigeracdo até o
momento de sua utilizacdo. O processo biotecnologico foi conduzido em biorreatores
do tipo bandeja. Apos esterilizagdo do meio, o substrato foi suplementado com
solugcdo nutriente (KH2PO4 2 g L-1, MgS0O4 1 g L-1 e CO(NH2)2 1,8 g L-1),
inoculado com suspensdo de esporos de Rhizopus oryzae CCT 7560 e agua
destilada estéril, ajustando-se a umidade inicial do sistema (KUPSKI et al., 2014). A
otimizagdo foi conduzida durante 48 h a 30 °C e foram avaliadas, através de
planejamento experimental: umidade inicial do meio fermentativo e proporcdo de
solugéo nutriente; tendo como variavel resposta a atividade de lacase. Estabelecidas
as melhores condicbes para o processo fermentativo, foi realizado um estudo
cinético por um periodo de 120 h. A extracdo enzimética das biomassas foi realizada
em NaCl 0,5% a 25 °C durante 30 min, seguida de centrifugacédo a 2300 xg a 4 °C
por 15 min. O precipitado foi descartado e o sobrenadante utilizado como extrato
bruto para determinacdo da lacase. A atividade da lacase foi determinada pela
oxidagédo de ABTS por espectrofotometria a 420 nm. Uma unidade (U) de lacase foi
definida como a quantidade de ABTS (umol) oxidado por min (MEZA et al., 2005).
Todas as determinagbes foram realizadas em duplicata, sendo a andlise do
planejamento experimental realizada utilizando o software “Statistica 7.0”.

Resultados e Discussao

Na Figura 1 esta ilustrado os efeitos do planejamento experimental realizado. Onde
observa-se que somente a variavel linear da solu¢do nutriente ndo apresentou efeito
significativo (p>0,05). Dentre as variaveis significativas, destaca-se a umidade que
apresentou efeito positivo, tanto para varidvel linear quanto para quadratica,
indicando que um aumento nos niveis causa um aumento na atividade enziméatica. A
interacdo entre as variaveis apresentou um efeito negativo e significativo no
aumento da producao de lacase.
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Figura 1. Efeitos do planejamento experimental.
Através da ANOVA observou-se que o0 modelo gerado é preditivo
(Fcalculado>Ftabelado) e significativo (R=0,93), sendo possivel gerar a superficie de
resposta (Figura 2), onde observa-se que a regido de 6timo para producao de lacase
situa-se nos limites superiores de umidade e inferior de solucéo nutriente.
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Figura 2: Superficie de resposta de melhor producao da lacase.
A partir desse melhor ensaio foi realizado um segundo experimento com as

condi¢cBes otimizadas (60% de umidade e 30% de solucdo nutriente) variando os
tempos de fermentagao (Figura 3).

0,037
[
015 08 .06
Ry
0 24 48 72 96 120

TEMPO (H)

ATIVIDADE ENZIMATICA (U/G)

~SUEM="  @CNPq



~UEM="
31° Encontro Anual de Iniciacao Cientifica 31° EAIC 10 e 11 de novembro de
11° Encontro Anual de Iniciacao Cientifica Junior T1° EAIGr 2022

o0

Figura 3: Cinética de producéo enzimatica

A Figura 3 apresenta os valores de fermentacdo nos tempos de Oh a 120h, tendo
uma melhor atividade enzimatica no tempo de 48h e uma menor no tempo de Oh.
Percebe-se que depois das 48h ha uma queda nas atividades, isso pode ter ocorrido
devido ao Rhizopus oryzae que produz bastante protease, este causa a quebra de
proteinas, e como a enzima € uma proteina, acaba quebrando a propria enzima.

Conclusoes

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que o bagaco de mandioca
pode ser utilizado para producdo de lacase por fermentacdo em estado sdlido,
sendo obtido a maior atividade em 48 h de processo a uma umidade 60% e 30% de
solucéo nutriente.
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