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RESUMO

A fermentac@o em estado sélido é uma ferramenta considerada importante na obtencao
de enzimas de origem microbiana. As proteases sdo consideradas uma classe de grande
importancia para o ramo industrial devido sua ampla aplicabilidade em diversos setores.
O fungo filamentoso Aspergillus oryzae possui destaque na producdo enzimatica por sua
capacidade de produzir proteases dcidas, neutras e alcalinas. Este trabalho tem como
objetivo a produgdo e caracterizacdo de proteases de A. oryzae CCBPOOI1 a partir de
subprodutos do babacgu (Orbignya speciosa). A protease alcalina produzida neste trabalho
foi obtida a partir de condi¢des otimizadas de meio (50% de umidade, 5% de fibra da
casca do babacgu e 45% de torta do babagu) em 96 horas de fermentagdo, apresentando
atividade proteolitica maxima em pH 8,0 a 45°C. Apds o processo de purificagdo parcial
da enzima em sulfato de amonio, a fracdo proteica apresentou-se estavel na faixa de pH
5,02 8,0 em 30 e 40°C. A producdo enzimatica a partir de subprodutos regionais apresenta
véarios beneficios, entre eles a vasta disponibilidade de matéria prima e o baixo custo
agregado ao processo. Além disso, a estabilidade em uma ampla faixa de pH apresentada
pela enzima estudada sugere possiveis aplicacdes industrias da mesma em diversos
ramos, como o de alimentos e de detergentes.

Palavra-chaves: Fermentacdo sdélida; Aspergillus oryzae; Proteases; Subprodutos
Agroindustriais; Estabilidade Enzimatica.



ABSTRACT

Solid state fermentation is a tool considered important in obtaining enzymes of microbial
origin. The proteases are considered a class of great importance for the industrial branch
due to its wide applicability in several sectors. The filamentous fungus Aspergillus oryzae
is prominent in enzymatic production due to its ability to produce acid, neutral and
alkaline proteases. This work aims at the production and characterization of A. oryzae
CCBPO0O01 proteases from by-products of babassu (Orbignya speciosa). The alkaline
protease produced in this work was obtained from optimized conditions of medium (50%
moisture, 5% babacu bark fiber and 45% babassu pie) in 96 hours of fermentation,
presenting maximum proteolytic activity at pH 8,0 to 45 ° C. After the partial purification
of the enzyme in ammonium sulfate, the protein fraction was stable in the range of pH
5.0 to 8.0 at 30 and 40°C. The enzymatic production from regional by-products presents
several benefits, among them the wide availability of raw material and the low added cost
to the process. In addition, the stability over a wide range of pH presented by the enzyme
studied suggests possible industrial applications of the same in several branches, such as
food and detergent.

Key-words: Solid fermentation; Aspergillus oryzae; Proteases; Agroindustrial By
products; Stability Enzymetic.
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RESUMO

A fermentacdo em estado solido é uma ferramenta considerada importante na obtenc@o de enzimas de
origem microbiana. As proteases sao consideradas uma classe de grande importancia para o ramo industrial
devido sua ampla aplicabilidade em diversos setores. O fungo filamentoso Aspergillus oryzae possui
destaque na producdo enzimadtica por sua capacidade de produzir proteases acidas, neutras e alcalinas. Este
trabalho tem como objetivo a produgdo e caracterizagdo de proteases de A. oryzae CCBP0O1 a partir de
subprodutos do babagu (Orbignya speciosa). A protease alcalina produzida neste trabalho foi obtida a partir
de condic¢des otimizadas de meio (50% de umidade, 5% de fibra da casca do babagu e 45% de torta do
babagu) em 96 horas de fermentagdo, apresentando atividade proteolitica maxima em pH 8,0 & 45°C. Apds
o processo de purificacdo parcial da enzima em sulfato de amonio, a frag@o proteica apresentou-se estivel
na faixa de pH 5,0 a 8,0 em 30 e 40°C. A produgdo enzimdtica a partir de subprodutos regionais apresenta
varios beneficios, entre eles a vasta disponibilidade de matéria prima e o baixo custo agregado ao processo.
Além disso, a estabilidade em uma ampla faixa de pH apresentada pela enzima estudada sugere possiveis
aplicacdes industrias da mesma em diversos ramos, como o de alimentos e de detergentes.

Palavra-chaves: Fermentacdo sélida; Aspergillus oryzae; Proteases; Subprodutos Agroindustriais;
Estabilidade Enzimatica.

INTRODUCAO

As enzimas industriais representam cerca de 57% do mercado global de vendas, com expectativa de
crescimento significativo nos préximos anos, dada a crescente demanda de aplicagdes em diversos ramos
industriais. Em 2015, o mercado global de vendas de enzimas faturou US$ 8,18 bilhdes [1]. Entre as classes
enzimadticas existentes as proteases sdo consideradas uma das mais importantes. Além de constituir dois
ter¢os do total de enzimas vendidas mundialmente, possuem ampla aplicagdo em processos nas industrias
de detergentes, farmacos, alimentos, téxtil e outras [2].

As enzimas proteoliticas sdo responsdveis por catalisar a hidrélise de proteinas por meio da clivagem de
ligacOes peptidicas. Além disso, apresentam multiplos mecanismos de acdo e diversidade estrutural o que
justifica sua ampla aplicabilidade industrial. As proteases podem ser produzidas por animais, plantas e
microrganismos. Atualmente a producdo de proteases de origem vegetal e animal ndo suprem as
necessidades industriais existentes devido a questdes sazonais e geograficas, assim como questdes publicas
como a demanda de animais para abate. Portanto, existe um grande interesse acerca das proteases de origem
microbiana. Estas sdo consideradas fontes atrativas para producdo de metabolitos por seu baixo custo,
tempo relativamente curto de produgdo, possibilidade de cultivo em grandes quantidades e atuagdo em
substratos especificos, apresentam maior estabilidade e com aplicagdo em diversos ramos da biotecnologia
e bioquimica [3, 4].

A fermentagdo em estado s6lido (FES) é uma ferramenta importante na obtencdo de enzimas de origem
microbiana. O processo fermentativo ocorre com o crescimento do microrganismo no interior ou superficie
do substrato sélido ausente de dgua livre aparente. A FES é uma técnica que possui diversas caracteristicas



vantajosas, sendo a principal caracteristica a utilizacfio de baixa atividade de dgua nos substratos tornando
o ambiente de crescimento de microrganismos muito semelhante ao habitat natural, sendo um processo
considerado vantajoso para o crescimento de fungos filamentosos. Ademais, proporciona maior facilidade
de obtencdo de esporos, maior estabilidade das enzimas a mudangas de temperatura e pH e maior
produtividade de extratos enzimaticos, quando comparada a outras técnicas [5]. Outra particularidade desta
metodologia ¢ a possibilidade de utilizagdo de subprodutos agroindustriais como substratos fermentativos,
servindo como fonte de energia e carbono para producdo de substancias de alto valor agregado[6].

O Aspergillus oryzae é um fungo filamentoso muito utilizado no setor industrial por sua capacidade de
excrecdo de grande variedade de enzimas, como proteases e amilases. Na literatura é citado por sua
capacidade de secretar grande nimero de proteinas quando crescido em FES, além de sua vasta aplicacdo
em processos fermentativos, como agente de fermentagdo, utilizando subprodutos agroindustriais como
matéria prima [6 - 10].

A literatura apresenta uma variedade de trabalhos que empregam subprodutos agroindustriais como
substratos na FES [11 - 15]. A escolha de um substrato sélido € considerada um fator critico para o aumento
da produtividade enzimatica. No Brasil, subprodutos agroindustriais sdo matéria prima abundantes devido
a grande producido industrial, de baixo custo e, em alguns casos, sem valor agregado sendo comumente
descartado [5, 11].

Portanto, este trabalho tem como objetivo a produgdo e caracterizacao de proteases de A. oryzae CCBP001
a partir de subprodutos do babacu (Orbignya speciosa).

MATERIAIS E METODOS

Microrganismo

A linhagem do fungo filamentoso utilizada neste trabalho foi a Aspergillus oryzae CCBP001, pertencente
a colec@o da Embrapa Agroindustria Tropical. Os esporos do A. oryzae, estocados a -18 °C em solo estéril,
foram reativados em trés etapas conforme a metodologia descrita por Freitas [6]. A concentrag@o do indculo
utilizada foi de 107 esporos/g de meio.

Matéria prima

Os subprodutos utilizados como substratos foram o mesocarpo, endocarpo, torta do babacu e fibra da casca
provenientes da extragdo do coco babagu. O mesocarpo e a torta do babacu foram obtidos na Associacdo
de Quebradeiras de Coco da cidade de Cidelandia, Maranhao, Brasil. O endocarpo e a fibra da casca foram
cedidos pela industria Tobasa Bioindustrial de Babagu localizada na cidade de Tocantinépolis, Tocantins,
Brasil. Para obten¢do do meio de fermentacao a torta do babacu e a fibra passaram por tratamento adicional.
A torta foi seca em estufa a 40°C por 16 horas. A fibra ficou imersa em agua por 4 dias, sendo realizada
sucessivas trocas de dgua neste periodo, e seca em estufa a 60°C por 6 horas.

As determinagdes de proteinas, lipidios, umidade, atividade de 4gua, cinzas e carboidratos totais foram
realizadas para o mesocarpo, endocarpo e torta do babacu de acordo com as metodologias do Instituto
Adolfo Lutz [16].

Sele¢ao do substrato e formulacdo do meio de fermentacao

Foi realizado um estudo de formulagdo do meio de fermentacdo e cinética de produgdo enzimdtica
proteolitica, através de delineamento experimental de mistura tipo Simplex Lattice, visando a obtenc¢do de
maior atividade proteolitica. A formulagdo foi composta por meios individuais e misturas bindrias e
ternarias dos substratos mesocarpo, endocarpo e torta do babagu nos tempos 24, 48, 72 e 96 horas,
totalizando 40 ensaios. Apds a andlise dos resultados um delineamento composto central foi realizado.
Neste, foram avaliadas a resposta da adi¢@o da fibra da casca e a umidade do meio na atividade proteolitica
resultante, totalizando 11 ensaios. Em ambos os casos, a extragdo dos extratos enzimadticos foi obtida a
partir da adi¢@o de dgua, seguida de incubagdo a 30°C por 1 hora e filtrado em papel filtro qualitativo. Apés
a defini¢do das condi¢des otimizadas de meio, umidade e tempo de fermentagdo a partir dos delineamentos
experimentais novos ensaios de FES foram realizados.



Atividade enzimatica

A determinagdo da atividade proteolitica foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
Freitas [6].

Caracteriza¢do enzimatica

Para a determinag@o do pH 6timo de extra¢do dos extratos enzimdticos obtidos pela FES foram
realizadas andlises utilizando solucdes tampdes em diferentes faixas de pH para extracio da enzima. Os pH
5 e 6 foi utilizado tampao acetato, para a faixa de 7 a 8 utilizou-se o tampao fosfato e 9 a 10 tampao borato.
Cada solugdo tampao foi adicionado hd um meio ap6s a fermentacao, homogeneizada e acondicionado em
estufa microbiolégica a 30°C por 1 hora. Posteriormente, o extrato enzimdtico obtido foi filtrado e
armazenado a -8°C.

Para a investigacdo da temperatura 6tima de determinagdo o extrato enzimatico, obtido com o pH
6timo de extrag@o, foi submetido a determinag¢do da atividade proteolitica de acordo com Freitas [6],
variando as temperaturas de determinagéo entre 30 e 60°C.

Purificagdo parcial da enzima em sulfato de amonia

A precipitagdo do extrato enzimadtico obtido foi adaptada a partir da metodologia descrita por Bracht e Ishii-
Iwamoto [17]. As concentracdes de saturacdo de sulfato de amonio utilizadas foram 40, 60 e 80%, de acordo
com Freitas [6], sendo a adi¢do realizada com agitagdo branda e em banho de gelo. Apds a solubilizagdo as
amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante removido. Posteriormente, as
amostras de cada tratamento, foram submetidas a dessalinizacdo por didlise em membrana de celulose de
33 mm, por 24 h a 25°C. Apés o processo de didlise as fragdes proteicas foram liofilizadas. A fragdo
liofilizada obtida a partir da concentrag¢do de 80% de saturacdo foi utilizada nas anélises de estabilidade em
pH e temperatura e na identificacdo das enzimas produzidas.

Estabilidade da enzima

A fragao liofilizada foi submetida ao estudo da estabilidade da enzima em diferentes faixas de pH (4,0 —
10,0) e temperaturas (30°C — 70°C). Para o estudo da estabilidade em pH, a fracdo diluida (0,001:10 m/v)
foi adicionada a solugdo tampao (1:50 v/v) e agitada em Shaker orbital durante duas horas a 30°C. Sendo
retirada aliquotas de cada frasco, ao final da andlise, para determinagdo da atividade residual.

Para a andlise da estabilidade em diferentes temperaturas a fragdo proteica, diluida em tampdo 6timo
(0,001:10 m/v), foi exposta as temperaturas 30, 40, 45, 50, 60 e 70 °C por 90 minutos. Aliquotas foram
retiradas nos tempos 0, 30, 60 e 90 minutos.

Em ambas as andlises, apds os processos a atividade enzimadtica residual foi determinada nas condi¢des
6timas de pH e temperatura, estabelecidas neste trabalho, de acordo com a metodologia descrita por Freitas

[6].
RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo da composi¢do centesimal dos substratos

A Tabela 1 apresenta os resultados da composi¢do centesimal dos subprodutos mesocarpo,
endocarpo e torta do babacu. O mesocarpo e endocarpo obtiveram altos valores de carboidratos totais (83,74
e 81,43%) e teores de umidade (13,16 e 11,14%) e atividade de d4gua semelhantes quando comparados aos
da torta do babacu. O teor de lipidios e proteinas da torta foram superiores aos valores estabelecidos aos
demais substratos. Os resultados obtidos para o mesocarpo sdo andlogos aos apresentados por Silva [18]
em seu trabalho de caracterizagdo do mesocarpo proveniente do Piaui. A composi¢do centesimal da torta
do babacu corrobora com os valores estabelecidos pelo Dossié Técnico de Cultivo e Extragdo do Oleo [19],
com excecao aos teores de umidade e lipidios que ultrapassaram o valor maximo estabelecido de 12%, para
ambos.



Tabela 1 Caracterizagdo da composi¢do centesimal do mesocarpo, endocarpo e torta do babacu

Mesocarpo Endocarpo Torta do Babagu
Atividade de dgua 0,68 0,59 0,99"
Umidade 13,16% 11,14% 62,68%"
Proteinas 0,35% 0,69% 2%
Cinzas 1,11% 4,24% 1,44%
Lipidios 1,67% 2,5% 17,77%
Carboidratos Totais 83,74% 81,43% 16,56%

* Matéria prima antes do processo de secagem.
Fonte: Autores, 2017.

Delineamento de misturas tipo Simplex-Lattice

A escolha do substrato sélido € de extrema importancia para o processo fermentativo, uma vez que
ele deve fornecer os nutrientes necessdrios ao desenvolvimento do microrganismo. Portanto, a partir do
delineamento experimental de misturas foi possivel observar preliminarmente o meio em que houve a maior
atividade proteolitica e a avaliacdo das matérias-primas em diferentes propor¢des na formulacao e interagao
através de mistura bindria e terndria durante o estudo cinético da produgio enzimatica. A Tabela 2 apresenta
os valores referentes a composi¢do do meio e os resultados de atividade proteolitica obtidos para cada
ensaio.

Tabela 2 Delineamento experimental de misturas tipo Simplex-Lattice e suas respectivas respostas nos
tempos fermentativos, sendo A: mesocarpo, B: endocarpo e C: torta do babacu

Ensaios A B C 24h 48h 72h 96h
1 100% 0% 0% 3,5 1,5625 0,15625 1,96875
2 0% 100% 0% 4,75 2,875 9,375 4,15625
3 0% 0% 100% 35,9375 36,09375  53,46875 68,9375
4 33% 67% 0% 2,3125 1,6875 1,96875 4,5625
5 33% 0% 67% 4,4375 5,28125 0,90625 1,625
6 0% 33% 67% 8,375 7,0625 2,0625 3,8125
7 67% 33% 0% 5 3,71875 2 1,625
8 67% 0% 33% 10,1875 2,9375 1,71875 1,46875
9 0% 67% 33% 21,0625 2,3125 4,15625 6,6875
10 33% 33% 33% 3,5 1,28125 2,09375 1,875

Fonte: Autores, 2017.

Os ensaios individuais de torta do babacu exibiram maior atividade proteolitica, quando
comparado aos outros ensaios. O resultado de 96 horas de fermentacdo foi estatisticamente significativo a
um nivel de 95% de confianga, com 12 = 0,88 e modelo ciibico especial representado pela Equacao 1. Os
ensaios 8 e 9, compostos por misturas bindrias, em 24 horas de fermentacdo apresentaram maiores valores
de atividades, comparados aos demais, porém ndo significativos estatisticamente. A Fig 1 apresenta a
superficie de resposta terndria resultante ao modelo aplicado e ilustra o efeito dos substratos avaliados sobre
a atividade proteolitica. E possivel observar que o estudo dos substratos para o meio fermentativo foi
decisivo para a escolha do meio em que a produgdo de protease resulta em maiores valores de atividade
enzimdtica. Sendo a torta do babagu a mais eficiente, neste sentido, para este processo.

Atividade enzimdtica = 4,82%x; + 7,97*%x; + 62,27*%x3 - 14,85%x1*X, - 144,00%x,*x3 - 134,42%x,%x3 +
254,88%X1*X2%X3 (Equacdo 1).
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Figura 1 Superficie de resposta terndria de mistura sendo A: mesocarpo, B: endocarpo e C: torta do babagu
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Fonte: Autores, 2017.

Delineamento composto rotacional central

O delineamento composto rotacional central investigou a otimiza¢do da formulacdo do meio fermentativo
com o objetivo de elevar a atividade proteolitica com variagdo da umidade inicial do meio de fermentacio
e adicdo da fibra do coco babagu. Um vez que um problema recorrente na FES ¢ a utilizag@o incompleta de
nutrientes devido a baixa transferéncia de oxigénio no substrato [8], logo para que houvesse o aumento da
transferéncia de oxigé€nio a fibra do coco babacu foi adicionada ao meio. A Tabela 3 apresenta a resposta
da atividade proteolitica ao delineamento estudado, em 96 horas de fermentagcdo. Com exceg¢do ao ensaio
5, os demais ensaios apresentaram altos valores de atividades.

Tabela 3 Delineamento composto central e sua respectiva resposta em 96 horas de fermentagao

Ensaios Umidade (%) Fibra (%) A. protelitica (U/g)
1 -1,00000 -1,00000 89
2 -1,00000 1,00000 87,875
3 1,00000 -1,00000 109,5
4 1,00000 1,00000 95,6875
5 -1,41421 0,00000 48,4375
6 1,41421 0,00000 94,1875
7 0,00000 -1,41421 75,875
8 0,00000 1,41421 78,875
9 0,00000 0,00000 91,6875

Fonte: Autores, 2017.

A partir dos resultados da andlise estatistica dos dados foram considerados significativos apenas
os parametros com p-valor menores que 10% (p < 0,1), sendo apenas o termo linear da umidade
significativo para a produgio enzimatica (p-valor = 0,08 e r’=0,56) com modelo linear representado pela
Equacdo 2.

A figura 2 apresenta a superficie de resposta do delineamento experimental estudado. A superficie
evidencia o efeito positivo da umidade relacionado ao aumento da atividade enzimatica. Para este estudo,
o ensaio 3 foi definido como a formula¢do de meio otimizada sendo constituida por 50% de umidade, 5%
de fibra e 45% de torta do babacu sendo o tempo de fermentacdo de 96 horas.

Atividade enzimdtica =96,23 + 11,63%x - 7,16%x? - 1,34%y - 4,13*y? - 3,17*x*y (Equacdo 2).
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Figura 2 Superficie de resposta do delineamento do composto central

Fitted Surface; Variable: Proteolityc activity (U/g)
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Residual=227,8001
DV: Proteolityc activity (U/g)
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Umidade (%): 1 I <2

Fonte: Autores, 2017.

Caracterizag@o enzimatica

A identificacdo das condi¢des favordveis de extracio enzimatica, além de otimizar o processo de producao,
¢ de extrema importincia para a determinacio das propriedades e aplicagdes da enzima [6]. A figura 3
apresenta a andlise do pH 6timo de extracdo do extrato enzimatico obtido a partir das condi¢des otimizadas
no meio. Foram obtidas boas recuperagdes enzimdticas nas faixas de pH de 6,0 — 9,0, sendo a maior
recuperacdo (231,875 U/g) alcangada no tampao fosfato de sédio de pH 8,0. Os pH 5,0 e 10, pontos
extremos deste estudo, apresentaram 68 e 83% da atividade proteolitica residual, respectivamente. A maior
recuperacdo em pH 8,0 indica que a protease produzida neste trabalho € uma protease alcalina. Tunga,
Shrivastava e Banerjee [20] em seu trabalho também produziram protease alcalina de Aspergillus
parasiticus, em farelo de trigo, sendo o pH 8,0 6timo para extragdo enzimatica.

Figura 3 Analise do pH 6timo de extracio do extrato enzimatico

240 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1
230 / \ L
220 - — ] L

210 -

200 -
190 -
180 -

170 -

Atividade proteolitica (U/g)

160 u L
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Fonte: Autores, 2017.

O estudo da temperatura 6tima da determinacdo da atividade proteolitica foi avaliado. O efeito da
temperatura na atividade da protease foi estudado no pH 8,0. A atividade enzimatica foi crescente na faixa

12



de temperatura entre 30 a 45 °C, onde nesta temperatura ocorreu a maxima atividade proteolitica (368,8125
U/g) (figura 4). Em temperaturas superiores a 45 °C houve um decréscimo na atividade enzimatica,
indicando o ponto da desnaturacdo proteica.

Chutmanop et al. [8] explana em seu trabalho que a temperatura é um fator critico para a obtencdo
de valores maximos de atividade enzimdtica enquanto que o ramo industrial possui interesse em enzimas
industrias que sejam ativas e estdveis em temperaturas mais elevadas. Em seu trabalho, os autores avaliaram
a protease de A. oryzae, produzida por FES em farelo de arroz, que também apresentou médxima atividade
proteolitica a 45°C.

Figura 4 Andlise da temperatura 6tima de determinacao do extrato enzimatico
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Fonte: Autores, 2017.

Estabilidade enzimadtica

A figura 5 apresenta a estabilidade da enzima purificada e liofilizada quando incubada em diferentes
valores de pH por duas horas. Foi possivel observar que a enzima se mostrou estavel na faixa entre pH 5,0
e 8,0, apresentando 97 e 100%, respectivamente, da atividade enzimadtica residual, sendo em pH 8,0 o maior
valor obtido. Em pH 6,0 exibiu um leve decaimento da atividade proteolitica residual, com relag¢éo ao valor
obtido em pH 5,0, apresentando 94% do valor de atividade. Em pH 4,0, 9,0 e 10,0 a enzima apresentou 23,
61 e 38% de atividade residual, respectivamente.

E importante salientar que um dos pré-requisitos para determinar a viabilidade da aplicacdo de
uma enzima na inddstria de detergentes ¢ ser estdvel em uma ampla faixa de pH [21]. Assim, estudos sdo
realizados a fim da obtengdo de enzimas que possuem tal caracteristica.

Alguns estudos utilizando o Aspergillus enfatizam a capacidade deste género de produzir proteases
estaveis em uma ampla faixa de pH. Charles et al. [22] obtiveram protease alcalina de Aspergillus nidulans,
estavel na faixa de pH 6,0 — 10, com atividade residual maxima em pH 8,0. Tremacoldi et al.[23]
purificaram protease alcalina de Aspergillus clavatus estivel em variacdo de pH 6,0 — 11,0 e atividade
residual maxima em pH 9,5.
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Figura 5 Estudo da estabilidade da enzima purificada em diversas faixas de pH
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A figura 6 apresenta a estabilidade da enzima liofilizada quando incubada em diferentes temperaturas por
90 minutos. A enzima apresentou-se estavel em 30°C, nas fracdes de tempo estudadas, exibindo 97% de
atividade proteolitica residual em 90 minutos. A partir de 40°C € possivel observar que, apds 30 minutos
de incubacio, a enzima apresentou perda de atividade proteolitica. A perda de atividade ocorreu de forma
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Fonte: Autores, 2017.

gradual ao longo do tempo, apresentando em 90 minutos 87% da atividade inicial.

Figura 6 Estudo da estabilidade da enzima purificada em diferentes temperaturas

Atividade proteolitica (U/g)

Quando exposta as demais temperaturas avaliadas (45, 50, 60 e 70°C) a enzima ndo expressou
estabilidade térmica, apresentando uma queda brusca na atividade residual ap6s 30 minutos de incubacio.
Aos 90 minutos a atividade residual para cada temperatura foi de 2, 24, 8 e 6%, respectivamente. Uma
alternativa interessante para evitar a perda de atividade enzimitica é o estudo do processo de
encapsulamento da enzima. Silva [24] em seu trabalho conseguiu melhorar a manipulagdo e a estabilidade
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enzimdtica, conservando até 91% da atividade proteolitica através da microencapsulacdo do extrato
enzimadtico.

Silva [25] avaliou a estabilidade térmica (30 — 55°C) da protease de Aspergillus fumigatus Fresenius em até
60 minutos de exposicdo. Em 30, 35 e 45°C a enzima purificada manteve-se estdvel apresentando 90, 90 e
85%, respectivamente, de atividade enzimdtica residual apds 60 minutos de andlise. No entanto, para as
temperaturas acima de 45°C o perfil da atividade residual avaliada sugeriu que a enzima possui menor
estabilidade. Apds 60 minutos de incubagdo a 50°C a atividade residual foi igual a 10%. Valores estes que
corroboram com os encontrados neste trabalho.

CONCLUSAO

Neste estudo, através do processo fermentativo em estado sélido foi possivel a obtengado de protease alcalina
de Aspergillus oryzae CCBP001, por meio da utilizagdo dos subprodutos do coco babacu. A enzima
produzida em condicdes otimizadas do meio fermentativo apresentou atividade proteolitica maxima em pH
8,0 2 45°C e estabilidade em ampla faixa de pH.

O perfil apresentado pela enzima sugere que a mesma possui potencial para aplicacdes na industria,
apresentando vantagens quanto ao seu processo de producdo a partir do baixo custo agregado aos
subprodutos utilizados.
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If black and white will be shown in the print version, make sure that the main information will still be
visible. Many colors are not distinguishable from one another when converted to black and white. A
simple way to check this is to make a xerographic copy to see if the necessary distinctions between the
different colors are still apparent.

If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions. Color illustrations
should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering

# To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).
- Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about 2—3 mm (8—12 pt).

# Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt type on an axis and
20-pt type for the axislabel.

- Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

# Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order. Figure parts should be denoted by
lowercase letters (a, b, c, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue the consecutive

numbering of the main text. Do not number the appendix figures,

"Al, A2, A3, etc." Figures in online appendices (Electronic Supplementary Material) should, however, be
numbered separately.

Figure Captions
Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure depicts. Include the
captions in the text file of the manuscript, not in the figure file.

# Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure number, also in bold type.

# No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be placed at the end of the

caption.

- Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles, etc., as coordinate
points in graphs.

# Identify previously published material by giving the original source in the form of a reference citation

at the end of the figure caption.
Figure Placement and Size

Figures should be submitted separately from the text, if possible. When preparing your figures, size figures

to fit in the column width.
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For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide and not higher than 234
mm.
For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide and not higher than 198

mm.
Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain permission from the
copyright owner(s) for both the print and online format. Please be aware that some publishers do not grant
electronic rights for free and that Springer will not be able to refund any costs that may have occurred to

receive these permissions. In such cases, material from other sources should be used.
Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your figures, please make sure
that

All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech software or a
text-to-Braille hardware)

Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information (colorblind users would then
be able to distinguish the visual elements)

Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1
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