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1) INTRODUCAO

A familia Cucurbitaceae é considerada uma das mais importantes entre os produtos horticolas,
apresentando grande variabilidade genética, incluindo aproximadamente 120 géneros e 850 espécies. Entre 0s
vegetais desta familia, a abdbora se destaca como um dos mais consumidos globalmente devido a sua importancia
econdmica e nutricional (DINU et al., 2016). Por sua vez, a abobora moranga (Cucurbita maxima) é amplamente
cultivada em regides tropicais e a sua polpa é empregada em diversas preparacdes culinarias (KULCZYNSKI;
GRAMZA-MICHALOWSKA, 2019). Entretanto, durante 0 seu processamento, geram-se subprodutos como as
cascas, que sdo frequentemente descartadas, mas possuem em sSua COmposicdo quimica componentes com
notaveis atividades bioldgicas, dentre as quais podemos destacar a atividade antioxidante (HUSSAIN et al., 2022).

Atividades agroindustriais produzem quantidades significativas de residuos, estimando-se cerca de 1
bilhdo de toneladas. Uma parcela substancial desses residuos é negligenciada, resultando em impactos adversos ao
meio ambiente, na economia e na sociedade. Nesse contexto, surge a necessidade de uma crescente valorizacéo
desses materiais, considerando que apresentam um potencial ainda ndo explorado para diversas formas de
utilizacdo (PRADO-ACEBO et al., 2024).

A fermentacgdo semissélida (FSS) é um processo que utiliza micro-organismos que se multiplicam em um
substrato insolivel em agua ou quase na auséncia de liquido de fluxo livre (WANG et al., 2023). Este processo
biotecnoldgico apresenta algumas vantagens como a maior produtividade, o menor risco de contaminacdo do
substrato e a menor necessidade de energia (YAFETTO et al., 2019). Uma das grandes vantagens na utiliza¢do da
FSS consiste na utilizagdo de residuos oriundos de agroindustrias como substratos, pois além de permitirem o
desenvolvimento adequado dos micro-organismos, possuem alta disponibilidade e baixo custo. Assim, a FSS pode
ser utilizada como processo para transformar subprodutos agroindustriais em produtos de alto valor agregado
(CHILAKAMARRY et al., 2022).

Diante do contexto apresentado, este trabalho teve como objetivo avaliar a aplicacdo de cascas de abdbora
moranga como substrato para FSS, utilizando a linhagem do fungo filamentoso Aspergillus tubingensis LBAOQ2.
As respostas de interesse incluiram os efeitos de alguns parametros de processo sobre o contelido de compostos
fendlicos totais, propriedades antioxidantes (ABTS®", DPPH® e FRAP) e produgdo de enzimas hidroliticas (a-
amilase, endo-B-1,4-glucanase e protease) e no incremento do conteldo proteico no produto fermentado.
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2) METODOLOGIA
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Figura 1 — Panorama geral que concerne o desenho experimental e metodoldgico referente ao projeto de iniciacéo cientifica.

3) RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para o teor de fendlicos totais (TFT), propriedades antioxidantes, producdo de
enzimas e teor de proteina solivel dos extratos obtidos nas condigdes de ensaio estabelecidas no planejamento
experimental (DCCR), bem como o teor de proteina bruta da biomassa e as demais respostas avaliadas durante a
cinética de fermentacdo estdo apresentados na Tabela 1. Os maiores valores de TFT foram detectados apds 72 h de
fermentacdo, variando de 10,80 (ensaio 8) a 17,27 mg AGE g™ (ensaio 6). Para as propriedades antioxidantes, a
capacidade de eliminar os radicais ABTS®*" e DPPH* foi maior apds 48 h de fermentacdo atingindo 315,84 (ensaio
4) e 63,67 umol TE g™ (ensaio 7), respectivamente. Para 0 método FRAP, o maior valor de atividade foi detectado
no ensaio 11 (ponto central) apds 72 h de fermentacdo e atingiu 121,89 umol TE g™. Em relagfo & producéo de
enzimas, as maiores atividades de o—amilase e protease foram detectadas ap6s 72 h, atingindo 66,12 (ensaio 2) e
143,13 U g™ (ensaio 10), respectivamente. Ja para endo-p-1,4-glucanase (celulase), o maior valor obtido foi 15,37
U g (ensaio 6) apds 48 h. Por fim, observou-se que o maior teor de proteina soluvel foi detectado ap6s 72 h,
atingindo 8,90 mg mL™ (ensaio 10).

Os efeitos estimados para as respostas TFT, ABTS®*", DPPH® e FRAP, assim como para a producdo de
enzimas e o teor de proteina sollvel para os extratos obtidos em 48 e 72 h de fermentacdo (dados nao
apresentados) indicaram de forma global que o aumento da temperatura e da umidade resultou na reducdo das
respostas avaliadas para o teor de fendlicos totais e propriedades antioxidantes, ou seja, teve um efeito negativo.
Por outro lado, para a produgdo de enzimas (a-amilase, endo-p-1,4-glucanase e protease), maiores niveis de
umidade e temperaturas no intervalo de 25 a 30°C favoreceram o aumento das respostas avaliadas. A ANOVA
demonstrou que as regressdes foram significativas, visto que os valores de F calculados foram maiores que 0s
valores de F tabelados, e que os coeficientes de determinacdo (R2) foram iguais ou superiores 0,77, indicando que
0s modelos propostos foram capazes de explicar pelo menos 77% da variacdo dos resultados e podem ser
utilizados para prever as respostas de interesse nas condi¢Oes de ensaio avaliadas.
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Tabela 1 — Matriz do planejamento experimental (DCCR) utilizada para o estudo dos efeitos das variaveis independentes (umidade inicial (%) e temperatura de incubacéo (°C)) sobre o teor de
compostos fenolicos totais, propriedades antioxidantes, producéo de enzimas, teor de proteinas soltvel e total dos produtos fermentados por A. tubingensis LBAQ2 utilizando cascas de abobora
moranga (C. maxima).

Teor de Fendlicos Totais (TFT) e Propriedades Antioxidantes dos Extratos Fermentados

Valores Codificados e Reais

TFT (mg AGE g%)

ABTS*" (umol TE g%

DPPH*® (umol TE g™)

FRAP (umol TE g%

. Umidade Temperatura de
Ensaios | o) %) Incubacio (°C) 48h 72h 48h 72h 48h 72h 48h 72h
1 -1,00 (49,4) -1,00 (35,0) 14,727 + 0,47 14,51° £ 0,01 128,51% + 0,98 106,717+ 1,35 57,28+ 0,18 43,35° + 1,44 106,44° + 0,81 105,32° + 1,65
2 +1,00 (70,6) -1,00 (25,0) 12,39 + 0,33 12,12% + 0,24 134,90% + 2,10 84,37+ 221 59,67° + 1,83 40,26 + 0,56 88,86°"+ 0,50 81,76" +1,05
3 -1,00 (49,4) +1,00 (35,0) 11,93+ 0,56 11,77 0,20 106,609 + 0,55 78,84"+ 1,74 46,90" + 0,17 32,26"+0,59 81,949+ 1,02 83,38"+0,17
4 +1,00 (70,6) +1,00 (35,0) 13,11 + 0,35 12,90 + 0,09 315,84°+ 1,85 84,81% + 2,08 62,63+ 0,33 37,73+ 0,64 86,95" + 0,22 84,74+ 1,09
5 -1,41 (45,0) 0,00 (30,0) 13,25 + 0,37 13,00° £ 0,07 124,40% £ 0,07 88,07 £ 1,72 54,44% 0,17 38,75% £ 0,60 101,57°+ 0,63 96,19 + 0,65
6 +1,41 (75,0) 0,00 (30,0) 12,32+ 0,25 17,27%+ 0,49 138,00° + 3,26 85,17% + 1,29 56,52% + 1,41 22,71"+0,84 72,75'+ 2,73 82,727+ 1,42
7 0,00 (60,0) -1,41 (23,0) 14,83% + 0,32 13,23°+ 0,43 250,88° + 2,11 81,10° + 0,83 63,67% + 0,65 39,44 + 045 110,58+ 1,09 89,93% + 2,29
8 0,00 (60,0) +1,41 (37,0 11,71°+0,33 10,80" + 0,30 122,05% + 3,33 68,20% + 0,56 43,42°+0,17 25,589+ 0,21 77,90" + 1,84 72,349+ 1,26
9 0,00 (60,0) 0,00 (30,0) 15,33+ 0,20 14,87° + 0,06 137,22°+ 1,08 89,90 + 0,62 52,83% + 0,89 39,14% + 0,87 93,329+ 0,76 101,03°+ 1,25
10 0,00 (60,0) 0,00 (30,0) 14,69% + 0,32 14,78 + 0,09 122,44% + 2,56 92,75° + 1,54 55,49% + 0,38 41,26 + 1,40 93,397+ 1,27 105,66° + 1,18
11 0,00 (60,0) 0,00 (30,0) 13,39+ 0,28 17,01+ 0,42 121,88"+ 3,33 102,44* + 1,93 52,86° 1,21 49,012+ 0,60 92,13% + 1,27 121,89+ 0,76
Producdo de Enzimas, Teor de Proteina Sollvel e Proteina Total
Valores Codificados e Reais o —amilase (U g?) Endo-B-1,4-glucanase (U g7) Protease (U g% Proteina SolGvel (mg mL™)
Ensaios Ih’igﬁ"’g/‘;) Tlﬁ?u%e;g‘atgr(i‘gf 48h 72h 48h 72h 48h 72h 48h 72h
1 -1,00 (49,4) -1,00 (35,0) 4.41°+0,03 14,02° + 1,03 5,28%+ 0,22 7,28°+0,28 54,84°+ 373 99,31 + 3,42 7,07°+£0,16 6,37° +0,26
2 +1,00 (70,6) -1,00 (25,0) 10,77°+ 0,45 66,12%+ 0,41 8,98% + 0,43 14,747+ 0,49 57,54°+ 1,77 94,67"+1,77 3,669+ 0,10 3,84° + 0,06
3 -1,00 (49,4) +1,00 (35,0) 6,637+ 0,38 13,70°+ 0,43 7,06d° + 0,43 10,92 + 0,05 84,49 + 2,26 112,32 + 4,32 6,46° + 0,12 6,96" + 0,23
4 +1,00 (70,6) +1,00 (35,0) 20,66° + 0,45 44,94° + 0,61 14,26% + 0,61 12,16° + 0,93 54,99° + 2,14 124,72 + 3,44 447" +0,17 4,01% +0,12
5 -1,41 (45,0) 0,00 (30,0) 1,35'+0,07 5,439+0,10 6,53°+ 0,15 8,11° + 0,05 79,24° + 7,47 96,52"+9,43 7,522 +0,13 8,474 + 0,04
6 +1,41 (75,0) 0,00 (30,0) 21,29°+1,09 63,05" + 1,56 15,37°+ 1,10 13,66% +0,11 65,67°+ 1,15 110,67% + 5,69 2,75" 0,05 3,04"+0,05
7 0,00 (60,0) -1,41 (23,0) 11,14°£ 0,21 31,36+ 0,18 11,23°+ 0,21 12,62° + 0,48 91,25° + 4,10 106,04%" + 0,36 5,11° 0,20 4,76 + 0,47
8 0,00 (60,0) +1,41 (37,0) 3,38°+ 0,25 10,76" £ 0,43 6,04° + 0,59 12,38°+ 0,55 17,71+ 2,53 44,799+ 0,36 4,52" +0,05 4,89°+0,34
9 0,00 (60,0) 0,00 (30,0) 14,18° + 1,65 32,75%+ 1,32 10,20 + 0,96 12,22°+0,14 118,337+ 4,61 132,08% + 3,15 6,05° + 0,03 8,30% + 0,52
10 0,00 (60,0) 0,00 (30,0) 15,44° + 0,14 32,63°+0,36 10,76 + 1,57 12,74 + 0,27 116,88% + 8,12 143,13+ 5,12 6,05 + 0,22 8,90%+ 0,14
11 0,00 (60,0) 0,00 (30,0) 15,96° + 0,21 32,12° + 0,07 9,85 + 0,14 11,63+ 0,18 112,50° + 4,33 132,29% + 2,95 6,31% + 0,10 8,29% + 0,09
Cinética Fermentativa 96h
(6orinia3|8°C) TFT ABTS"* DPPH* FRAP o — amilase Egr:ggz;ﬂjs’g' Protease Proteina Soldvel  Proteina Total
oOh 13,29% + 0,64 159,954 + 1,52 68,83% + 2,65 119,392+ 0,79 2,17°+0,07 0,847+0,14 2,299+ 0,36 5,55 + 0,07 2,26°+0,16
24h 11,01°£0,20 120,76" + 0,68 60,85" + 1,47 106,19° + 3,06 3,47°£0,14 5,60° + 0,26 22,50+ 1,25 578" £0,14 3,42°£0,08
48h 8,76°+ 0,13 119,44 + 3,51 45,44° + 0,65 80,12° + 0,95 23,24°+ 0,38 15,47° + 0,58 111,88° +5,12 5,73 + 0,34 4,38°+ 0,07
72h 8,18+ 0,13 122,22° 1,75 44,29°+ 0,63 83,86°+ 1,53 45,48" + 0,69 19,94* + 0,55 132,71%+ 8,06 6,522 + 0,14 6,29° + 0,09
96h 8,86° + 0,55 120,90° + 1,20 46,36° + 0,44 79,09 + 1,45 49,62° + 0,36 20,11% £ 0,44 130,63 + 2,86 5,25°+ 0,14 6,817+ 0,39

Os resultados estdo apresentados como média (n=3) seguidos dos seus respectivos desvios padrdes. Letras mintsculas diferentes na mesma coluna indica que ha diferenca estatistica significativa ao nivel de significancia de
5% pelo teste de Tukey. (mg AGE g™ = miligramas de 4cido galico equivalentes por grama de amostra/ umol TE g™ = micromol Trolox equivalente por grama de amostra/ mg mL™ = miligrama por mililitros).
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Apds a avaliacdo dos dados estatisticos, observou-se que as maiores respostas se concentraram entre 0s
niveis inferiores até o ponto central do planejamento experimental, onde a umidade variou de 45 a 60% e a
temperatura de incubacéo de 25 a 30°C para TFT, ABTS®", DPPH® e FRAP. Por outro lado, para a producdo de
enzimas, as maiores respostas se concentraram entre o ponto central até os niveis superiores do planejamento
experimental, onde a umidade variou de 60 a 75% e a temperatura de incubagéo de 25 a 35°C.

Os parédmetros avaliados no planejamento experimental (umidade inicial e temperatura de incubagdo) sdo
cruciais para a fermentacdo utilizando cepa de Aspergillus tubingensis. A literatura cientifica demonstra que a
faixa ideal de temperatura utilizando substratos vegetais é entre 30°C e 40°C, influenciando a formacdo de
metabolitos primarios, como enzimas, e metabdlitos secundarios, tendo antioxidantes como produtos, por
exemplo, que também podem resultar da acdo das enzimas hidroliticas sobre os componentes da casca. Em
relacdo a umidade inicial do meio de cultivo, a disponibilidade de dgua é determinante para o crescimento e a
atividade metabdlica do micro-organismo. Niveis ideais de umidade promovem a hidratacdo adequada do
substrato vegetal, facilitando a absorcdo de nutrientes e a liberagcdo de metabdlitos desejados durante o processo
fermentativo. Contudo, altos niveis de umidade podem levar & compactacdo do substrato e reduzir a aeragao
necessaria para 0 metabolismo aerébico eficiente do fungo filamentoso, enquanto baixos niveis de umidade
podem limitar o crescimento do micro-organismo em questdo, podendo assim impactar de forma negativa a
eficiéncia da fermentacdo (KHAN, 2020).

Desta forma, a partir dos resultados obtidos, umidade inicial do meio de cultivo em torno de 60% e
temperatura de incubacéo a 30°C (pontos centrais) foram selecionadas como as condi¢es mais adequadas para
favorecer globalmente as respostas avaliadas. Para investigar o efeito do tempo sobre esses resultados, realizou-se
uma cinética de fermentacdo de 96 h utilizando o ensaio referente ao ponto central.

Os resultados da cinética de fermentagdo mostraram que as respostas avaliadas apresentaram
comportamento semelhante para TFT e atividade antioxidante. Inicialmente, no tempo 0 (controle, nédo
fermentado), as amostras apresentaram valores maiores seguidos por uma diminuicdo ao longo do tempo
(Tabelal). Entretanto, para a producéo de enzimas, foi observado um aumento com o avango da cinética, em que
as produgdes méximas de o—amilase e endo--1,4-glucanase foram de 49,62 e 20,11 U g* apds 96 h de
fermentaco. J& a producéo de protease atingiu 132,71 U g™ em 72 h, mas ndo apresentou diferenca estatistica (p
> 0,05) em relacdo aos valores detectados em 96 h. Por fim, observou-se aumento dos teores de proteina soltvel
até 72 h (6,52 mg mL™), sequido de reducdo no Gltimo tempo avaliado (96 h). Para proteina total, observou-se
maior teor em 96 h (6,81%) (Tabela 1).

Os resultados obtidos foram semelhantes ao relatado por Punia e colaboradores (2020), durante
fermentacdo de farelo de arroz. Os autores reportaram que o teor de fendlicos e as propriedades antioxidantes
apresentaram aumento e depois diminuigdo com o passar do tempo de fermentacdo. A possivel explicagdo pode
ser atribuida ao metabolismo microbiano durante a fermentacdo, em que 0s compostos bioativos com
propriedades antioxidantes, como os fendlicos, podem ser utilizados como substrato e/ou convertidos em outras
substancias (ADEBO; ILCE, 2020). Com relagdo as enzimas, estudos mostraram que a producdo destes
biocatalisadores apresentou aumento ao longo da fermentagcdo, no entanto, o tempo necessario para atingir a
atividade méaxima pode variar conforme a enzima produzida, 0 micro-organismo e as condi¢des especificas de
fermentacdo (YOSHIMURA et al., 2022). A fermentacdo fungica, particularmente com o uso de espécies do
género Aspergillus tem sido explorada como um meio interessante para aumento do contelldo de proteina bruta
utilizando substratos vegetais. Estudos mostraram que a FSS utilizando cepas de Aspergillus pode levar a um
aumento notavel no conteido proteico em substratos como cascas de mandioca e torta de colza (SHI et al., 2015;
YAFETTO et al., 2019). Em relagdo a proteina soltvel, A. tubingensis é conhecido produzir biomassa fungica rica
em proteinas, 0 que explica o enriquecimento proteico do substrato ao longo do tempo (WAN MOHTAR et al.,
2022).
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4) CONCLUSOES

O processo de fermentacdo utilizando cascas de abdbora moranga mostrou-se uma alternativa promissora
para reaproveitamento desse material, permitindo a obtencdo de extratos contendo compostos bioativos com
propriedades antioxidantes além de varias enzimas de interesse industrial. O estudo de otimizacgdo indicou que as
condi¢cbes mais adequadas para obtencdo de fermentados que contemplassem de forma equilibrada o maior
namero de respostas propostas pelo estudo foram: 60% de umidade inicial e 30°C de temperatura de incubacéo.
Embora tenha ocorrido uma diminui¢do no teor de fendlicos e na atividade antioxidante ao longo do tempo, a
producdo de enzimas e 0s teores de proteinas soluveis e total aumentaram.
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