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RESUMO

As proteases fazem parte da classe de enzimas com a capacidade de hidrolisar
ligacbes peptidicas em proteinas e fragmentos de proteinas, modificando os substratos com
grande seletividade e especificidade. A fermentacdo semi-sdlida € um processo fermentativo
no qual o crescimento do microrganismo e a formacéo dos produtos ocorrem na superficie do
substrato solido proximo a auséncia de &gua livre, geralmente utilizando matéria-prima
natural como fonte de carbono e energia. Realizou-se neste estudo o cultivo semi-solido de
fungos filamentosos, visando a produgdo de proteases utilizando como substrato a torta de
canola. Avaliando-se, em um primeiro estudo, o potencial de diferentes linhagens de
Aspergillus para a producdo de proteases. As linhagens estudadas foram Aspergillus niger
(CNPAT 001, I0C 207, 10C 4222, 10C 4220 e 10C 3883) e Aspergillus oryzae IV. A melhor
linhagem obtida para a producdo de protease foi a linhagem de Aspergillus oryzae IV. Em
seguida, estudou-se a influéncia da adigdo de diferentes volumes de &gua a torta, onde a
melhor producéo foi obtida nos meios com proporgéo 40 mL de &gua para 100 g de torta.
Determinada a melhor umidade do meio, avaliou-se a temperatura de incubagéo, os melhores
resultados obtidos foram em meios incubados a 20°C. Na sequéncia, foram feitos estudos para
determinacdo da melhor concentragdo de indculo, as concentracdes testas foram 1x10%, 1x10°,
1x10° e 1x10’ esporos por grama de meio, sendo 1x10” a melhor concentracéo analisada.
Avaliou-se a influéncia da suplementagdo do meio fermentativo com fontes de fdsforo,
carbono e nitrogénio. A suplementacéo da torta de canola, com 1% (m/m) de fosfato de sodio
monobasico ndo influenciou positivamente na producéo de proteases. A suplementacdo do
meio com diferentes fontes de nitrogénio foram estudadas na proporcéo de 1,0 % (m/m) em
relacio ao peso do substrato, sendo o extrato de levedura a melhor fonte avaliada,
apresentando maior producgdo de proteases. Em seguida, testou-se o periodo de incubagdo do
meio sem suplementacdo de nutrientes, entre 0 e 240 horas de fermentagdo com amostras
sendo retiradas a cada 24 h de processo fermentativo. A maior producdo ocorreu em 96 h com
producéo de 336 U.g™ de proteases. Apos esta etapa, avaliou-se a suplementagdo do meio com
diferentes fontes de carbono em diferentes concentragdes, 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 7,5; 10,0;
12,5 15,0 % (m/m) em relacdo ao peso do substrato, a maior produgéo de proteases ocorreu
no meio com adicdo de glicose na concentragdo de 7,5 % obtendo 452 U.g™". Na Gltima etapa,
fez-se a caracterizacdo do meio ao longo do processo fermentativo, através de determinacbes
analiticas de ordem quimicas e fisico-quimicas. A maior producdo de proteases obtida foi de
452 U.g™ em 96 horas de processo fermentativo, nos meios suplementados com 7,5 % de
glicose, nas seguintes condi¢Oes fermentativas: temperatura de incubagdo do meio a 20°C,
torta umedecida com 40 mL de &gua por 100 g de substrato e concentracdo de inoculo de
1x107 esporos.g™.

PALAVRAS-CHAVE: Aspergillus oryzae, in6culo, temperatura de incubac&o.



ABSTRACT

The proteases belong to the class of enzymes with the capacity to hydrolyze
peptidic connections into protein and protein fragments, modifying the substrate by great
selectivity and specification. The semi-solid fermentation is a fermentation process in which
the growth of microorganisms and the formation of the products occur on the surface of the
solid substrate next to the absence of free water, usually using natural raw materials as a
source of carbon and energy. On this study, it was done the semi solid cultivation of filament
fungi, in order to produce proteases using as a substrate a cake of canola. It was evaluated, in
a first study, the potential of different strains of Aspergillus for the production of proteases.
The strains studied were Aspergillus niger (CNPAT 001, 10C 207, 10C 4222, 10C 4220 and
IOC 3883) and Aspergillus oryzae IV. The best strain obtained for the production of protease
was a strain of Aspergillus oryzae 1V. Later on, it was studied the influence of the different
quantities of water and coke canola added; the best production was obtained in proportion
with 40 mL of water to 100 g of cake. After determination to medium of moisture, was
evaluated the temperature of incubation, the best results were obtained in media incubated at
20° C. Further, studies were done to determine the best concentration of inoculum, the
concentrations tested were 1 x 10%, 1 x 10° 1 x 10° and 1 x 10’ spores per gram of medium,
being 1 x 10" to better concentration analyzed. The influence of supplementation of
fermentation medium with sources of phosphorus, carbon and nitrogen was evalueted.
Supplementation of the cake of canola, with 1% (w/w) monobasic sodium phosphate did not
influence positively the production of proteases. Supplementation of medium with different
sources of nitrogen were studied in the proportion of 1.0% (w/w) in the weight of the
substrate, being the yeast extract of the best source evaluated, showing increased production
of proteases. Then, it was tested the incubation period of the medium without
supplementation of nutrients, between 0 and 240 hours of fermentation with samples being
removed every 24 h of fermentation process. The highest production occurred at 96 h with
production of 336 U.g" protease. After this stage, was evaluated the supplementation of
medium with different carbon sources at different concentrations, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 7.5,
10.0, 12, 5 15.0 % (w/w) in the weight of the substrate; the increased production of proteases
occurred in the medium with the addition of glucose at a concentration of 7.5 % obtaining 452
Ug-*. In the last stage, was performed the characterization of the medium during the
fermentation process by of a chemical and physicochemical analytical determinations. The
increased production of proteases obtained was 452 U.g™ in 96 hours of fermentation process,
in media supplemented with 7.5 % glucose, at the fermentation conditions: temperature of
incubation of the medium at 20° C, damp cake with 40 mL water per 100 g of substrate and
concentration of inoculum of 1 x 10" spores.g™.

Key-words: Aspergillus oryzae, inoculum, temperature of incubation.
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A crescente preocupagdo com 0 meio ambiente e a rapida diminuigdo das reservas
de combustiveis fosseis no mundo, levaram a exploracdo de 6leos vegetais na producgdo de
combustiveis alternativos. A utilizacdo dos 6leos vegetais na produgdo de bicombustiveis
apresenta algumas dificuldades devido a viscosidade natural destes, entretanto, os Gleos
vegetais tém sido bastante aceitos e utilizados na produgio de biodiesel (PLA, 2002).

O uso do biodiesel como combustivel podera se tornar um apoio as politicas na
area social e ambiental, tendo em vista & contribuicdo que este podera representar para a
atividade econémica do pais como a geracdo de emprego e renda no campo, inclusive para
pequenos agricultores (MCT, 2008).

A utilizagdo dos 06leos vegetais no Brasil tem um futuro promissor, uma vez que o
pais € um dos maiores produtores mundiais de soja e possui grandes perspectivas para a
producéo de outras sementes. A oportunidade de utilizagdo de diferentes matérias-primas para
a producdo de biodiesel deve-se a fatores distintos como: clima, solo, regime de chuvas,
cultivares adaptadas as diversas regides do pais, entre outros (DALIA, 2006).

Entretanto, a crescente producdo nacional e mundial de éleos vegetais, inclusive
para fins bioenergéticos, impactard expressivamente na geracdo de residuos agroindustriais,
em especial as tortas. Segundo estimativa da Organizagdo de Agricultura e a Alimentacéo das
Nag¢des Unidas (FAO), no periodo de 2000 a 2007, a produgdo mundial de torta residual
aumentou de 206 para 263 milhdes de toneladas. J4 no Brasil, neste mesmo periodo, o
aumento registrado foi de 26 para 47 milhdes de toneladas (FAOSTAT, 2008). Sendo assim, a
geracdo deste residuo no pais cresceu mais do que a taxa mundial. Estes dados estdo de
acordo com os apresentados por RAMACHANDRAN et al., (2007), que estimaram que até
2010 ocorra um aumento de 25 milhdes de toneladas na geragdo mundial de tortas, sendo 17
milhdes de toneladas produzidas por paises em desenvolvimento como india, Brasil e
Argentina.

Entre as varias oleaginosas, a canola apresenta um teor de dleo na semente entre
40-46%, apresentando-se favoravel a producdo de biodiesel. A canola é a terceira oleaginosa
mais importante no agronegdcio mundial com grande importancia nos EUA, Canadé e Unido
Européia, é usada como base da producdo de Oleo vegetal para o processamento de
biocombustiveis, respondendo por 16% da producéo de 6leos vegetais, logo atras da soja e da
palma (PERES e BELTRAO, 2006).

A canola esta sendo cultivada no Brasil desde 1974, as regifes de destaque na

producéo de canola sdo: Sul e Centro-Oeste (TOMM, 2006). Além do alto teor de 6leo, esta
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cultura apresenta excelente qualidade pela sua composi¢do em acidos graxos. O interesse dos
produtores no plantio de canola tem crescido em fungdo da garantia de compra e do prego
pago, constituindo-se como alternativa de cultura de inverno (TOMM, 2005).

Segundo estimativa da FAO, a produgdo mundial de canola nos anos de 2000 a
2007 aumentou de 39,5 para 49,5 milhdes de toneladas. Ja o Brasil, apresentou uma produc¢éo
de 41.000 toneladas na safra de 2000 e passando para 78.000 toneladas em 2007 desta
oleaginosa (FAOSTAT, 2008). Este aumento deve ser intensificado, devido ao programa de
producdo de biodiesel, pois o governo federal estd incentivando o plantio de canola para
pequenos agricultores em cinco estados brasileiros, através de politicas de preco minimo,
garantia de compra e seguro rural, criando uma nova alternativa de renda para as areas rurais
durante o inverno (BIODIESELBR, 2008).

Para 0 Mercosul, a previsdo para a safra 2008 ¢é a producdo de 195 mil toneladas
de canola, com semeadura em 130 mil hectares distribuidos nos principais paises produtores:
Paraguai (60 mil ha), Brasil (50 mil ha) e Argentina (20 mil ha), e produtividade média de
1.400 kg/ha (ANTUNES, 2008).

Com o aumento na producdo de sementes de canola, consequentemente, havera
um aumento na quantidade de torta. A torta, subproduto proveniente do processo de extragéo
do 6leo, apresenta-se como matriz suporte para varios processos biotecnoldgicos, como fonte
rica em nutrientes, apresenta de 34 a 38% de proteinas, e um excelente substrato para
crescimento de microrganismos, podendo ser utilizada na produgéo de enzimas, antibidticos,
biopesticida e um excelente suplemento protéico na formulagdo de racdes
(RAMACHANDRAN et al., 2007).

A fermentacdo semi-sdlida (FSS) apresenta um papel de destaque no
aproveitamento destes residuos sélidos, pois devido ao crescimento microbiano ocorre a
sintese de diversos compostos, dos quais muitos apresentam grande interesse para segmentos
industriais, alem do elevado valor agregado (PINTO et al., 2005). Os substratos para FSS séo,
em geral, residuos ou subprodutos da agroindustria como tortas ou farelos, cascas, bagacos e
outros sdo materiais considerados vidveis para a bioconversdo. S&o residuos produzidos em
grandes quantidades, e muitas vezes, tornam-se um problema ambiental (PANDEY, 2003).

A torta de canola representa recursos possiveis e utilizaveis para a sintese de
produtos Uteis através de processos fermentativos. As tortas provenientes da extragdo do dleo
sdo consideradas como suporte ou matriz sélida para a fermentagcdo semi-sélida, estas

simulam as condi¢des ambientais sob as quais 0s microrganismos se desenvolvem na natureza
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e sdo bom substrato para a producéo enzimética utilizando espécies flngicas, como fonte de
carbono e nitrogénio (RAIMBAULT, 1998; PANDEY, 2003; RAMACHANDRAN et al.,
2007).

O uso de enzimas como agentes de modificagdo de propriedades funcionais de
proteinas tém se tornado bastante difundido na industria de alimentos (THYS, 2004). No
entanto, as enzimas disponiveis comercialmente apresentam ainda custo elevado, uma vez que
a maioria dos processos de producéo é baseada em fermentagcdo submersa, 0 que muitas vezes
pode tornar a sua utilizagdo pouco atrativa economicamente (VARGAS, 2004). As enzimas
secretadas apresentam um maior interesse biotecnolégico, devido a menor complexibilidade
dos processos de extragédo e purificagdo. As proteases fazem parte da classe de enzimas com
importantes papéis em processos fisioldgicos. Além disto, elas possuem aplicagdo comercial,
estando entre os trés maiores grupos de enzimas industriais, sendo responsaveis por 60% da
venda internacional de enzimas. De maneira geral, as proteases de origem microbiana séo
preferidas frente a outras fontes de proteases devido ao seu rapido crescimento, ao pequeno
espaco requerido para seu cultivo e a grande variedade de atividades cataliticas que dispdem.
Estas representam 2/3 do total comercializado desta classe de enzimas (RAO et al., 1998).

A grande biodiversidade brasileira tem demandado das agéncias de fomento
pesquisa e inovacdo, e principalmente, do setor produtivo, a realizacdo de pesquisas
tecnoldgicas no sentido de contribuir com resultados que visem a valorizacdo, recuperacao,
aproveitamento de subprodutos e bioconversdo de residuos. Dentre os artigos utilizados na
revisdo deste trabalho ndo foi encontrado estudos referentes a utilizacdo da torta de canola
para a producdo de proteases. Neste contexto, este trabalho propde a utilizacdo da torta de
canola como substrato para producdo de proteases por fermentacdo semi-solida, de forma a

agregar valor ao residuo.



2.0BJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Avaliar 0 uso da torta de canola na producédo de proteases por fermentacdo semi-

solida.

2.2 Objetivos Especificos

¢ Identificar a composicéao fisica e quimica da torta de canola provenientes da extracdo de

Gleos.
e Selecionar uma linhagem de Aspergillus potencialmente produtora de proteases.

o Avaliar o efeito de pardmetros nutricionais e operacionais do processo fermentativo sobre a

producéo de proteases.

e Acompanhar as alteragBes fisico-quimicas do meio semi-sélido durante o processo

fermentativo.
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3.1 Enzimas

As enzimas sdo proteinas com atividade catalitica que apresentam propriedades
como alta converséo, especificidade na transformacéo substrato-produto e elevada atividade
em condi¢bes ambientais moderadas. As enzimas tém sido utilizadas ha varios séculos em
diferentes processos como a elaboragdo da cerveja, panificagdo e producdo de alcool. Estas
aceleram as reacOes, sdo extremamente versateis, estereoespecificas, e de grande importancia
nos processos biotecnolégicos (BOMMARIUS e RIEBEL, 2004; LESKOVAC, 2003).

As enzimas sdo obtidas de trés grandes fontes: vegetais superiores (papaina do
mamé&o, bromelina do abacaxi, ficina do figo, entre outras); animais superiores (enzimas
pancredticas, pepsina, catalase, renina) e microrganismos de origem flngica ou bacteriana
como, por exemplo, amilases, pectinases, invertases, glicose-oxidases, celulases, fitases,
glicose-isomerases. De acordo com Lima et al. (2001),

As enzimas sdo classificadas quanto ao seu modo de agdo pela E.C (ENZYME
COMISSION de 1967), como endoenzimas ou exoenzimas. Dependendo do tipo de reagéo
que catalisam sdo classificadas em seis diferentes grupos: Oxido-redutases; transferases;
hidrolases; liases; isomerases e ligases. As enzimas podem ser extracelulares, excretadas para
0 meio, ou intracelulares que sdo enzimas retidas no interior das células microbianas
(NELSON e COX, 2004).

A producéo de enzimas extracelulares é obtida na fase logaritmica de crescimento
ou na fase estacionéria, enquanto as enzimas intracelulares sdo produzidas durante o
crescimento na fase estacionaria e somente sdo liberadas ao meio pela lise celular que ocorre
na fase estacionaria ou na fase de declinio (SPIER, 2005). Das enzimas utilizadas na producéo
de alimentos, na fabricagdo de detergentes, indUstria téxtil e farmacéutica, 90% destas s&o
extracelulares de origem microbiana (COELHO; SALGADO; RIBEIRO, 2008).

As enzimas obtidas por processos fermentativos tém sido amplamente
pesquisadas e utilizadas em todo o mundo. O nimero de enzimas identificadas estd em torno
de 3.000, porém um pequeno numero destas enzimas, cerca de 60, tem aplicacdo industrial
(COELHO; SALGADO; RIBEIRO, 2008). A aplicacdo industrial de enzimas é determinada
pela sua atividade, especificidade, estabilidade de armazenamento, disponibilidade e custos. A

atividade de uma enzima é influenciada pela sua concentragéo e do substrato, concentragdo de
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cofatores, presenca, concentragdo e tipos de inibidores, potencial idnico, pH, temperatura e
tempo de reacdo.

Conforme Del Bianchi, Moraes e Capalbo (2001), diversas enzimas s&o
produzidas comercialmente para o uso da industria. De uma maneira geral, estdo apresentados

na Tabela 1, exemplos das diversas aplicagdes industriais de enzimas.

Tabela 1- Aplicagdes industriais de algumas enzimas

Enzima Inddstria Uso
Panificagéo
. Cervejaria Reducdo da viscosidade e
a - Amilase .
crescimento da massa
Papel
Teéxtil
Glicoamilase Agucareira Producdo de xaropes de glicose
Lavanderia Incorporacéo em detergentes
Curtume Curtir e depilar o couro
Proteases
Alimenticia Fabricacéo de queijos;
amaciamento de carne
Pectinases Alimenticia Clarificacéo de sucos
Glicoseisomerase Alimenticia Producdo de xaropes de frutose
Glicoseoxidase Alimenticia Desglicosacéo de ovos
Papaina Alimenticia Evitar turbidez da cerveja
Penicilina-amidase Farmacéutica Producdo de antibidticos

Fonte: Adaptado de DEL BIANCHI; MORAES e CAPALBO (2001).

A producdo de enzimas proteoliticas microbianas por processo fermentativo
geralmente sdo extracelulares. Existe um grande grupo de microrganismos que sintetizam

proteases durante a fermentacdo, com aplicacdo em diversos campos industrial.
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3.2 Proteases

Proteases, também conhecidas como peptidases ou proteinases, fazem parte da
classe de enzimas com a capacidade de hidrolisar ligacGes peptidicas em proteinas e
fragmentos de proteinas. As proteases modificam os substratos com grande seletividade e
especificidade, como exemplificado em reacOes de ativacdo de formas zimogénicas em
enzimas liticas e o processamento e transporte de enzimas extracelulares (RAO et al., 1998).
Proteases constituem um dos mais importantes grupos de enzimas industriais representando
aproximadamente 60% do total de enzimas comercializadas no mundo. Sendo 2/3 do total de
vendas representado pelas proteases de origem microbiana (RAO et al., 1998; SANDHYA et
al., 2005).

3.2.1 Classificacdo das Proteases

As proteases ndo séo facilmente inseridas nos sistemas gerais de nomenclatura de
enzimas por causa da sua grande diversidade de atividade e estrutura. Atualmente as proteases
sdo classificadas segundo trés critérios principais: i) quanto ao tipo de reacdo catalisada,
exopeptidases e endopeptidases, que clivam respectivamente ligacfes peptidicas proximas ou
distantes das regides terminais das proteinas; ii) quanto a natureza quimica do sitio catalitico,
as quais de acordo com a composi¢édo do sitio ativo, dividem-se em serina, aspartil, cisteina e
metalopetidases e iii) quanto as relages evolutivas, onde sdo classificadas em familias e
subdivididas em clans, de acordo com a convergéncia ou divergéncia de um ancestral comum.
Baseando-se nestes critérios as familias de peptidases sdo denominadas com uma letra, S, C,
A, M e U para os tipos serina, cisteina, aspartil, metalo e ndo conhecidas, quanto ao tipo de
catalise realizada (RAO et al., 1998).
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3.2.2 Fontes das Proteases

As proteases sdo encontradas em diversidade de fontes, tais como plantas, animais
e microrganismos (RAO et al., 1998; SANDHYA; SUMANTHA e PANDEY, 2004).

Séo exemplos de proteases extraidas das plantas papaina, queratinase, bromelina e
ficina, entre outras. Como fontes de enzimas, 0s vegetais apresentam fator limitante a
disponibilidade de terra e condicdes climéticas para crescimento do vegetal (SANDHYA;
SUMANTHA e PANDEY, 2004).

Proteases como tripsina, quimotripsina, pepsina e renina sdo proteases de origem
animal (SANDHYA; SUMANTHA e PANDEY, 2004). J& as proteases microbianas sdo
encontradas em varios microrganismos como em bactérias, leveduras e fungos (RAO et al.,
1998).

A impossibilidade das proteases de plantas e animais atenderem a demanda
mundial de enzimas levou a um interesse cada vez maior pelas proteases de origem
microbiana. Os microrganismos representam uma excelente fonte de proteases devido a sua
grande diversidade bioquimica e facilidade de manipulagdo genética. Numerosas proteinases
sdo produzidas por microrganismos distintos, dependendo da espécie, ou mesmo por
diferentes cepas de uma mesma espécie. Proteinases diferentes também podem ser produzidas
pela mesma cepa, variando as condi¢cdes de cultura (RAO et al., 1998; SANDHYA;
SUMANTHA e PANDEY, 2004).

Proteases microbianas representam aproximadamente 2/3 do total de vendas
mundial de enzimas. A maioria das proteases comerciais, principalmente neutra e alcalina, sdo
produzidas por bactérias do género Bacillus. Os fungos produzem uma ampla variedade de
enzimas quando comparado com as bactérias, por exemplo, diferentes linhagens de
Aspergillus oryzae produzem proteases &cida, neutra e alcalina. As proteases flngicas
apresentam atividade em uma ampla faixa de pH (4 a 11), além de apresentarem distintas
especificidades. No entanto, tém uma menor taxa de reagéo e baixa tolerancia ao calor quando

comparada com as enzimas bacterianas (RAO et al., 1998).
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3.2.3 Aplicagéo das Proteases

Proteases apresentam uma grande variedade de aplicagOes, principalmente na
fabricacdo de detergente e na indlstria de alimentos. Com a tendéncia de desenvolver
tecnologias que ndo poluam o meio ambiente, as proteases apresentam grande aplicagdo no
tratamento de couro com a fungdo de remocéo da elastina. No processo de fabricagéo de
detergentes, as proteases apresentam a funcdo de remogdo das manchas no processo de
limpeza e lavagem. J& na inddstria de alimentos apresenta diversas fungbes, como
amaciamento de carnes, obtencdo de hidrolisados protéicos e estabilidade da cerveja ao frio
(RAO et al., 1998).

3.3 Fermentacao Semi-solida

3.3.1 Definicéo e Breve Histdrico

Fermentacdo semi-solida (FSS) foi definida por Pandey (2003) como um processo
fermentativo no qual o crescimento do microrganismo e a formag&o dos produtos ocorrem na
superficie do substrato solido proximo a auséncia de &gua livre, geralmente utilizando
matéria-prima natural como fonte de carbono e energia. A &dgua presente nesses sistemas
encontra-se ligada & fase sdlida, formando uma fina camada na superficie das particulas
(RAIMBAULT, 1998).

Del Bianchi, Moraes e Capalbo, (2001) concluiram que a ocorréncia da
fermentacdo semi-sdlida € muito antiga, tendo sido utilizada desde os tempos em que o
homem, apesar de fazer uso dos microrganismos para seu beneficio, ndo compreendia 0s
fendmenos fisiologicos e bioquimicos envolvidos nas transformacdes. Diferentes alimentos
utilizando FSS fazem parte do costume alimentar de diversos povos hd muitos séculos.
Existem relatos desde o ano 1000 a.C., na China sobre a produgdo do molho de soja e em 500

a.C. os chineses também produziam o “Chiang”, a partir de FSS. Nos paises ocidentais o
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processo de FSS é utilizado desde 100 d.C para a producdo de queijos maturados, tipo
Roquefort, por fungos.

Hoje, as fermentagOes de alimentos tradicionais no Oriente incluem a fermentagéo
do “shoyu” (molho de soja) e do “miso” (pasta de grdos de soja), e grandes industrias do
género foram desenvolvidas a partir destes processos. O “koji” € um dos processos
fermentativos mais executados na China, no Japdo e no sudeste da Asia, podendo ser
considerada a técnica precursora da FSS. Diversos materiais amilaceos podem ser usados na
producéo do “koji”. Mas, pela tradicdo da cultura japonesa, utiliza-se arroz cozido, inoculado
com esporos de Aspergillus oryzae (DEL BIANCHI; MORAES e CAPALBO, 2001).

Nos paises ocidentais e europeus, a partir de 1940 pouca importancia foi dada a
FSS, devido a tecnologia da fermentacdo submersa, pois ap6s a Segunda Guerra Mundial os
processos de fermentagdo submersa tornaram-se muito conhecidos, impulsionados pelo
sucesso na fabricacdo da penicilina. Alguns trabalhos isolados, fazendo uso da FSS, foram
feitos entre 1950 e 1960, objetivando a transformacéo de esterdides por culturas de fungos, e
entre 1960 e 1970, para a producéo de micotoxinas. Apds este marco nos paises ocidentais, 0
enriquecimento protéico de races animais foi & principal atividade que motivou a utilizagéo
da FSS, envolvendo o uso de residuos agroindustriais, agregando valor a um material de baixo
custo e minimizando a quantidade de residuos do ambiente despertando interesse mundial e
que impulsiona um continuo avango nos estudos referentes a este processo Del Bianchi;
Moraes e Capalbo, (2001); Pandey, (2003).

3.3.2 Principais caracteristicas

O substrato para cultivo do microrganismo no processo de fermentagdo semi-
solida e simples, sdo usados geralmente residuos agroindustriais ricos de carboidratos ou
proteinas. Em alguns substratos faz-se necessério a adicdo de agua ao meio, ou nutrientes
como fonte de carbono e nitrogénio ou minerais (PANDEY, 2003).

A fermentacdo semi-sélida apresenta vantagens sobre a fermentagdo submersa por

ter um custo de producdo mais vidvel, devido & pequena exigéncia energética e a facilidade na
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extracdo dos produtos, elevada produtividade, maior concentracdo de produto, menor geracéo
de efluente e o uso de equipamentos simples (PANDEY et al., 1999).

As condigdes do processo de fermentagdo semi-sdlida sdo mais similares ao
habitat natural dos fungos filamentosos do que as condi¢cdes do processo de fermentacgéo
submersa, de modo que esses microrganismos Sdo capazes de crescer satisfatoriamente no
substrato solido e excretar grandes quantidades de enzimas. O ar, necessario ao
desenvolvimento microbiano, pode atravessar 0S espagos vazios do meio a pressdes
relativamente baixas, o substrato ndo deve apresentar aglomeracdo das suas particulas
individuais. Geralmente, pequenas particulas fornece ao substrato maior superficie de ataque
microbiano, portanto, sdo desejiveis. Contudo, um substrato com particulas muito pequenas
pode resultar em aglomeracdo do substrato, o que interfere na respiragdo microbiana
resultando em pouco crescimento microbiano. Entretanto, com particulas maiores
proporcionam melhor respiragdo ou eficacia da aeracéo, devido ao aumento do espacgo entre
as particulas, no entanto, fornecem limitacdo na area superficial para o microrganismo
(PANDEY et al., 1999; PINTO et al., 2005).

3.3.3 Aplicagdes da FSS

A fermentagdo em meio semi-sélido representa uma tecnologia apropriada para o
manejo de residuos agroindustriais, agregando valor a estes e destacando-se como uma
tecnologia promissora para o desenvolvimento de muitos bioprocessos, incluindo a produgéo
em larga escala de enzimas industriais (SINGHANIA, 2009).

Fermentacdo semi-sélida pode ser aplicada em processos tais como:
biorremediagdo, biodegradagcdo de compostos perigosos, bioconversdo de biomassa,
biotransformacao de residuos para o enriquecimento nutricional, producéo de produtos de alto
valor agregado incluindo antibioticos, alcaléides, enzimas, acidos organicos, biopesticidas,
biosurfactantes, biocombustivel, aroma compostos, entre outros (SINGHANIA, 2009).

A Tabela 2 mostra alguns exemplos de aplica¢des da fermentacéo semi-sélida em
diferentes setores econdmicos. A industria de alimentos utiliza o processo fermentativo semi-

solido em diversas aplicabilidades como na elaboracéo de queijos fermentados e na industria
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de aromas. Também apresenta destaque em processos fermentativos industriais na producéo

de &cidos organicos, etanol, antibidticos, entre outros.

Tabela 2. Aplicagdes da FSS em diferentes setores econdmicos

Setor Aplicacao

Exemplos

Fermentagdes de
Alimentos

Produgdo de
Cogumelos

Bioconversdo de
Residuos

Inddstria agro-alimentar

Aditivos alimentares

Bioinseticidas

Crescimento de
Plantas

Micorrizagéo

Enzimas
Antibioticos

Fermentacéo industrial Acidos Organicos

Etanol

Metabolitos fungicos

FONTE: RAIMBAULT, (1998).

Koji, Tempeh, Ragi, queijos
fermentados

Agaricus, Pleurotus, Shiitaki

Compostagem, destoxificagéo,
ensilagem

Aromas, gorduras essenciais,
acidos organicos

Beauveria, Trichoderma

Giberilinas, Rhizobium,
Trichoderma

Indculo de plantas

Amilases, celulases, pectinases,
proteases, xilanases

Penicilina, probidticos

Acidos citrico, fumarico, gélico,
lactico

Schwanniomyces sp.

Hormonios, alcaldides
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3.3.4 Fatores que influenciam na fermentagao semi-solida

Os controles mais frequentemente analisados em estudos com FSS s&o: umidade,

atividade de agua, temperatura de incubacdo, pH do meio, aeracado e agitacao,entre outros.

e Umidade e Atividade de agua

A quantidade de agua esta relacionada com o meio através de duas variaveis: a
umidade e a atividade de 4gua. Na FSS, a quantidade de &gua presente no meio é influenciada
pela capacidade de retencdo do substrato, sendo que esta quantidade deve ser suficiente para o
desenvolvimento dos microrganismos sem solubilizar a estrutura sélida ou reduzir a
porosidade do substrato. O que vai determinar o grau de umidade que o substrato devera ter
inicialmente e durante o processo fermentativo sera a natureza do substrato, microrganismo e
0 produto desejado (DEL BIANCHI; MORAES e CAPALBO, 2001).

Umidade elevada do substrato provoca uma diminuigéo da porosidade da matriz
solida, uma fraca difusdo de oxigénio e aumenta o risco de contaminagdes. Por outro lado,
uma baixa umidade contribuira para um crescimento limitado e diminui a acessibilidade do
substrato. Durante o processo fermentativo, ocorrem mudangas na Ay, devido a perda de
umidade do meio com o calor e liberacdo de 4gua do metabolismo microbiano (DEL
BIANCHI; MORAES e CAPALBO, 2001). O teor 6timo de umidade para o crescimento
microbiano e para a utilizagdo do substrato normalmente situa-se entre 40 e 70%, porém,
dependerd do microrganismo e do substrato utilizado (RAIMBAULT, 1998).

Segundo Del Bianchi; Moraes e Capalbo (2001), a atividade de &gua influencia o
desenvolvimento do microrganismo e 0s processos bioquimicos, ou seja, cada microrganismo
tem um nivel de atividade de 4gua minimo para que possa realizar sua atividade metabdlica.
Raimbault, (1998) ressalta que em geral, as bactérias requerem valores maiores de A,, quando
comparado com os fungos, entre 0,85 e 0,99. Assim, os fungos apresentam uma maior

aplicabilidade no processo fermentativo semi-sélido, pois apresentam A,, entre 0,6 € 0,9.
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e Temperatura e Transferéncia de calor

A temperatura é considerada um fator critico, assim como a umidade e a atividade
de &gua, devido ao acimulo do calor gerado pelo metabolismo do microrganismo durante
todo o processo fermentativo, que afeta diretamente a crescimento e a esporulagdo do
microrganismo e a formagdo do produto. No processo de compostagem, este efeito €
desejavel, porém, para processos biotecnolégicos, como a produgdo de enzimas, o calor
produzido devera ser imediatamente dissipado, para que o aumento da temperatura ndo
prejudique a fermentacdo desejada (DEL BIANCHI; MORAES e CAPALBO 2001).

Segundo Hasan, Costa, Sanzo e Raimbault, (1998), o controle da temperatura na
fermentacdo semi-solida, em nivel industrial, € um problema de dificil resolucéo, onde as
principais dificuldades na transferéncia de calor estéo relacionadas as caracteristicas térmicas

dos materiais organicos e a baixa umidade presente no sistema.

O controle do pH esta entre 0s mais criticos durante o processo fermentativo
semi-solido e dificilmente serd controlado devido & heterogeneidade e a consisténcia dos
substratos. E desejavel que o microrganismo tenha tolerancia as alteragdes na concentragio de
protons, uma forma de melhorar ou evitar mudangas bruscas no potencial hidrogenibnico é
utilizar substratos com capacidade tamponante, ou adicionar solu¢fes-tampéo durante a etapa
de umidificacdo do substrato (DEL BIANCHI; MORAES e CAPALBO, 2001).

O pH de uma cultura pode mudar em resposta a sua atividade metabdlica. A
assimilacéo de &cidos organicos que podem estar presentes em certos substratos levard a um
aumento no pH. A variacéo cinética de pH depende muito de cada microrganismo. Como
exemplo, Aspergillus sp., Penicillium sp. e Rhizopus sp. o pH pode esta abaixo 3,0; j& para
Trichoderma, Sporotrichum e Pleurotus sp., o pH é mais estavel entre os 4,0 e 5,0. Além
disso, a natureza do substrato tem uma forte influéncia sobre a cinética do pH, devido ao

efeito de tamponamento lignocelulésico de alguns substratos (RAIMBAULT, 1998).
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e Aeracdo e Agitacao

A aeracdo e a agitagdo sdo operagdes criticas para prover um suprimento de
oxigénio adequado para manutencdo das condicOes aerobicas e dissipar 0 excesso de didxido
de carbono liberado durante a fermentagdo. O processo de FSS permite o livre acesso de
oxigénio atmosférico como o substrato (RAIMBAULT, 1998).

Para um alto rendimento durante um curto periodo de fermentacdo semi-sdlida é
necessario o uso de uma grande &rea superficial de meio de cultura, para que o microrganismo
possa se desenvolver em contato com o ar.

Na maioria dos processos a oxigenagdo do meio é realizada pela passagem de ar
estéril sob presséo no equipamento de fermentagdo. A FSS em comparacdo com o processo de
fermentacdo submersa necessita de quatro a cinco vezes mais oxigénio. Muitas fermentacdes
ndo podem ser agitadas vigorosamente uma vez que uma forte agitacdo pode danificar o
micélio. Por outro lado, a agitagdo tem seus efeitos benéficos como proporcionar uma
homogeneidade durante todo o periodo da fermentacéo, promovendo uma efetiva distribuicéo
do in6culo no inicio do processo e consequentemente um melhor crescimento sobre particulas
individuais do substrato, expondo as particulas do substrato a atmosfera do fermentador,
facilitando a troca de calor dentro do meio (DEL BIANCHI; MORAES e CAPALBO, 2001).

3.4 Substrato

A selecdo de um substrato apropriado ao desenvolvimento do microrganismo é
um aspecto importante para a FSS. O material solido ndo solivel pode atuar apenas como
suporte fisico para o microrganismo ou ainda exercer a fungcdo de suporte e de substrato,
fornecendo nutrientes para o microrganismo. O solido pode ser de origem natural, como
produtos e subprodutos agricolas, ou ser constituido por um suporte inerte suplementado com
nutrientes necessérios ao desenvolvimento microbiano na FSS (PANDEY, 2003).

Conforme Pandey (2003); Pinto et al. (2005) e Ramachandran et al. (2007), os

residuos sdlidos de processos agroindustriais podem atuar como fonte de carbono, nitrogénio
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e suporte para o crescimento das células microbianas, pois a matéria organica que o constitui
é utilizada como fonte de energia para o crescimento da biomassa celular e para sintese de
produtos do metabolismo microbiano.

Os substratos utilizados em fermentagdo semi-sdlida sdo geralmente residuos ou
subprodutos agricolas tais como farelo de soja (ELIBOL e MOREIRA, 2005; GEORGE et al.,
1997), bagaco de caju (RODRIGUES et al., 2007), casca de coco (NERY et al., 2007), farelo
de trigo (COURI et al., 2006), torta de sementes oleaginosas (RAMACHANDRAN et al.,
2007), torta de canola (PANDEY; SOCCOL; MITCHELL, 2000), farinha de trigo (WANG,;
LAW e WEBB, 2005) e misturas de varios residuos (MACCHIONE et al., 2008;
RAMACHANDRAN et al.,, 2005; SANDHYA et al., 2005). Estes substratos contém,
geralmente, substancias macromoleculares como fonte de nutrientes e as enzimas secretadas
pelo microrganismo hidrolisam estas macromoléculas e liberam, assim, pequenas moléculas
solGveis que podem ser utilizadas para o crescimento microbiano.

Para Raimbault, (1998), alguns substratos brutos precisam de um pré-tratamento

para tornarem-se adequados a utilizagdo em processos de FSS:
¢ Reducdo de tamanho das particulas utilizando moagem, raspagem ou corte.

o Hidrolise enzimética, fisica ou quimica para aumentar a disponibilidade do

substrato para fungo.

e Cozimento ou tratamento a vapor para uma pré-degradacdo das estruturas

macromoleculares e eliminagé&o de grandes contaminantes.

O problema mais significativo da FSS ¢é a grande heterogeneidade dos substratos,
relacionado & (RAIMBAULT, 1998):

e Estrutura ndo uniforme do substrato (amido, lignocelulose, pectina)

e Variabilidade entre a amostragem do substrato, o que limita a reprodutibilidade

do processo.

¢ Dificuldade de mistura da massa sélida na fermentacdo, a fim de evitar a
compactagdo, 0 que provoca um crescimento ndo uniforme, gradientes de
temperatura, pH e umidade, que torna quase impossivel de se obter amostras
representativas. Cada tipo de substrato apresenta diferentes tipos de

heterogeneidade.
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3.5 Microrganismo

Bactérias, leveduras e fungos podem crescer em substratos sélidos, e apresentam
aplicagdo nos processos de FSS (RAIMBAULT, 1998). Os microrganismos mais adequados
para utilizacdo em processos semi-sélido sdo os fungos e as leveduras, uma vez que as
bactérias exigem um meio com elevada atividade de agua (PANDEY, 2003). Os fungos
filamentosos que apresentam-se como 0 grupo de microrganismos mais importante devido
suas propriedades bioguimicas e fisiolégicas. O modo de crescimento das hifas e sua
tolerancia a sistema com baixa atividade de &gua e alta pressdo osmdtica, tornam os fungos
eficientes e competitivos no processo de bioconversdo de residuos como excelentes substratos
solidos (RAIMBAULT, 1998).

Raimbault, (1998) relatou que microrganismos de uma mesma linhagem podem
produzir diferentes grupos de enzimas. A Tabela 3 apresenta alguns exemplos de processos
realizados por fermentagdo semi-sdlida realizados por diferentes bactérias, leveduras e

fungos.
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Tabela 3- Utilizagdo de diferentes grupos de microrganismo em FSS

Microrganismo

Processos com FSS

Bactérias

Bacillus sp.
Pseudomonas sp.
Serratia sp.
Streptococcus sp.

Lactobacillus sp.

Leveduras

Saccharomyces cerevisiae

Schwanniomyces castelli
Fungos

Altermaria sp.

Aspergillus sp.

Fusarium sp.

Monilia sp.

Mucor sp.

Rhizopus sp.

Trichoderma sp.

Beauveria sp., Metharizium sp.
Aspergillus oryzae

Rhizopus oligosporus
Aspergillus niger

Pleurotus oestreatus,P. sajor-caju
Lentinus edodes

Penicilium notatum, P. roquefortii

Compostagem, amilase
Compostagem
Compostagem
Compostagem

Ensilagem, alimentos

Alimentos, etanol

Etanol, amilase

Compostagem, industria, alimentos
Compostagem

Compostagem

Compostagem, alimentos, enzima
Alimentos, enzima, acidos organicos
Compostagem, degradagéo de lignina
Controle bioldgico, bioinseticida
Controle bioldgico, bioinseticida
Alimentos, &cido citrico

Soja, amilase, lipase

Proteinas, amilase, acido citrico
Cogumelo

Cogumelo

Penicilina, queijos

FONTE: RAIMBAULT, (1998).
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3.5.1 Fungos Filamentosos

Os fungos filamentosos representam o grupo mais importante de microrganismos
utilizados em processo FSS devido suas propriedades fisioldgicas e bioquimicas. Apresentam
crescimento com formacdo de hifas, apresentam tolerancia a baixa atividade de agua e altas
pressdes osmoticas (RAIMBAULT, 1998).

O modo de crescimento das hifas apresenta grande vantagem para os fungos
filamentosos sobre os demais microrganismos na colonizacdo e utilizagdo dos nutrientes
disponiveis nos substratos solidos. Com o crescimento das hifas, estas podem penetrar na
parte sdlida dos substratos. As ramificacdes do micélio distribuem-se na parede celular do
solido e as hifas que penetram aos poros do sélido excretam as enzimas hidroliticas. A
penetracdo aumenta a acessibilidade de todos os nutrientes disponiveis nas particulas sdlidas.
O crescimento das hifas permite um contato direto entre hifas e a superficie do substrato. O
micélio promove a sintese de elevadas quantidades de enzimas hidroliticas extracelulares
(RAIMBAULT, 1998). Na Figura 1 pode-se observar uma representacdo ilustrativa do

crescimento de fungos em substratos sélidos.

(? Hifas aéreas

I S B - |
e —"" Micélio
———— —
1 ™ Superficie do sustrato
| -E'. 5
P {1\ Substrato
\ Penetracio das hifas
Enzilnas %, ., Produtos

]
ﬁ%ﬂ—p .
Polineros .'. Monomeros

Figura 1. Representacdo do crescimento de fungos em substratos sélidos (HOLKER & LENZ,
2005) adaptado de Dutra, 2007.



35

A maioria dos processos em meio semi-solido sdo conduzidos por fungos
filamentosos, sendo mais comumente utilizados os Phicomycetos (Mucor e Rhizopus),
Ascomicetos (Aspergillus e Penicillium) e Basiodiomicetos (fungos da podriddo branca)
(PANDEY; SOCCOL; MITCHELL, 2000). Do total de enzimas utilizadas mundialmente,
40% sdo produzidas por fungos, o uso de linhagens de fungos para a producdo de enzima tém
apresentado diversas vantagens que sdo geralmente reconhecidos como seguros e produzem
diversos tipos de enzimas extracelulares, portanto, requer processos simples de purificagcdo
quando comparada com as enzimas obtidas a partir de fontes como plantas ou animais
(GARCIA-GOMEZ, 2009).

O Aspergillus niger, como sugere seu nome, é um fungo filamentoso negro
comumente denominado como “mofo negro” (WAINWRIGHT, 1995 apud SPIER, 2005).

O uso do A. niger apresenta algumas vantagens como facilidade de manipulagéo,
sua habilidade de fermentar uma grande variedade de matérias-primas de baixo custo e
produzir rendimentos elevados de bioprodutos. Pandey et al. (1999) relataram que o A. niger
pode produzir 19 tipos de enzimas, tais como celulase, xilanase, poligalacturonase, o-
galactosidase, a-amilase, glucoamilase, B-glucosidase e protease acida. A enzima que sera
produzida depende do tipo de substrato da fermentagéo.

O fungo filamentoso Aspergillus oryzae é um microrganismo amplamente
utilizados no setor industrial na fabricacdo de sake (vinho de arroz), miso (pasta de soja) e
shoyu (molho de soja). A protease alcalina de A. oryzae é considerada muito importante na
producgdo do molho de soja através da hidrolise da matéria-prima. As cepas industriais de A.
oryzae secretam grandes quantidades de enzimas, tais como amilases e proteases
(MURAKAMI et al., 1991).

Aspergillus oryzae tem sido utilizado h4 muito tempo para a produgdo industrial
de proteases. As caracteristicas de A. oryzae em meios sintéticos e semi-sélidos e a
manipulacdo sua informacdo genética estdo disponiveis em centenas de artigos na literatura
(WANG; LAW e WEBB, 2005). Extensos estudos sobre a estrutura e as propriedades de A.
oryzae de protease também sdo relatados (GARCiA—GOMEZ, 2009; LI et al., 2000;
SANDHYA et al., 2005; WANG; LAW e WEBB, 2005).

Diferentes residuos agroindustriais estdo sendo utilizados como matérias-primas
de incubagdo utilizando fungos filamentosos, particularmente os pertencentes aos géneros
Aspergillus e Rhizopus devido & excelente capacidade de producdo de vérias enzimas por
estas cepas (WANG; LAW e WEBB, 2005).
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3.6 Torta de Canola

A canola (Brassica napus L. e Brassica campestris L.) pertence a categoria de
plantas oleaginosas inserida na familia crucifera. Dela se extrai o 6leo de canola, tida como o
produto mais sauddvel para esta categoria pelos baixos teores de gordura saturada
(ALBUQUERQUE, 2006).

Em 1970, o Rapaseed Congress Meeting, em Quebec, informou que o contetdo
alto de acido ertcico presente em 6leo de colza era suspeito de causar lesbes no coragdo e
formar uma camada de gordura ao redor deste em alguns animais experimentais. Em 1974, o
Dr. Baldur Stefansson, um fitogeneticista da Universidade de Manitoba no Canada,
desenvolveu a primeira variedade de colza “double low”, com niveis reduzidos de &cido
erdcico e glucosinolatos. Esta variedade de Brassica napus foi a primeira a preencher todos 0s
requisitos de qualidade para identificar o cultivo desta semente fortemente melhorada, a partir
de entdo, conhecida pelo nome de canola. O nome canola é derivado de Canadian Oil Low
Acid foi registrado, inicialmente, pela Western Canadian Oilseed Crushers Association para
referir-se ao 6leo, torta e semente provenientes de variedades contendo menos de 5% de acido
ericico no 6leo e 3 mg ou menos de glucosinolato por grama, este normalmente medido na
torta. Contudo, em 1980, os direitos de registro da marca foram transferidos para o Canola
Council of Canada e, em setembro de 1986, foi definido que os requisitos para o0 uso da
marca exigiam que o Gleo tivesse menos de 2% de &cido erdicico e os componentes sélidos da
semente deviam conter menos de 30 umoles de glucosinolato por grama (ALBUQUERQUE,
2006).

A utilizagdo dos 6leos vegetais no Brasil hoje apresenta um futuro promissor, uma
vez que o pais é um dos maiores produtores mundiais de soja e possui grandes perspectivas
para a producdo de outras sementes. A oportunidade de utilizagdo de diferentes matérias-
primas para a producédo de biodiesel deve-se a fatores distintos como: clima, solo, regime de
chuvas, cultivares adaptadas as diversas regibes do pais, entre outros (VARGAS,
SCHUCHARDT e SERCHELLI, 1998). A canola € a terceira oleaginosa mais importante no
agronegocio mundial, representando 16% da producdo de Oleos vegetais (TOMM, 2006).
Entre as vérias oleaginosas, a canola apresenta um teor de 40-48% de 6leo na semente,
apresentando-se favoravel a producgdo de biodiesel (LORA e ANDRADE, 2008). O interesse
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dos produtores no plantio de canola tem crescido em funcéo da garantia de compra e do prego
pago, constituindo-se alternativa de cultura de inverno (TOMM, 2005).

A previsdo para a safra 2008 de canola para o Mercosul é uma producdo de 195
mil toneladas (ANTUNES, 2008). Com o aumento na producdo de sementes de canola,
conseqientemente, haverd um aumento na quantidade de torta de canola.

A torta de canola é um subproduto do processo de extracdo do dleo de canola,
apresentando como uma excelente fonte de proteina com teores de 34 a 38%, constituindo um
excelente suplemento protéico na formulagdo de racdes para bovinos, suinos, ovinos e aves
(OLIVEIRA e FURTADO, 2001; TOMM, 2005) fala sobre os valores nutricionais de alguns
componentes da torta de canola, onde este farelo apresenta 93% de matéria seca, teor de
proteina bruta de 38% e teor de fibra bruta 11%.

Ebune; Asheh e Duvnjak (1995b) estudaram os efeitos da adigdo de fosfato e
glicose no farelo de canola para producdo de fitase por FSS utilizando Aspergillus ficuum,
observando que menores concentracdes destes compostos favoreceram a producdo da enzima.
Estes mesmo autores estudaram o efeito da idade do inéculo, a concentracdo do
microrgarnismo no meio fermentativo e o teor de umidade do farelo de canola sobre a
producdo fitase em processo semi-sélido (EBUNE; ASHEH e DUVNJAK, 1995a).

El-Batal e Karem (2001) verificaram a influéncia de fatores como teor de agua,
glicose, fosfato, alguns tensoativos e a irradiacdo gama sobre a producdo de fitase e hidrélise
do &cido fitico no farelo de canola por fermentacdo semi-sélida por Aspergillus niger.

Meira et al. (2007) utilizou uma mistura de diferentes substratos (farelo de canola,
soja, algodéo, bagaco de cana-de-agucar e farelo de girassol) para producéo de biosurfactantes
por FSS.

Dong e Walker (2008) avaliaram a produgdo de acidos graxos poliinsaturados em
solido-liquido com adicéo de farelo de canola como fonte de carbono e nitrogénio e também
servindo como suporte para o crescimento do fungo Mortierella alpina.

No entanto, ndo foram encontrados estudos utilizando a torta de canola como
substrato para a sintese de proteases por Aspergillus oryzae, dentre os artigos utilizados na

revisao deste trabalho.
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3.7 Produgcéo de proteases por FSS empregando fungos do género Aspergillus

A literatura dispde de inimeras publicacfes utilizando processo fermentativo
semi-solido para obtencdo de proteases sintetizadas por fungos do género Aspergillus. A
producdo de proteases por FSS vem sendo investigada visando avaliar, o efeito de diversos
fatores sobre a produgdo enzimatica, bem como buscar estratégias para a otimizacdo da sua
producéo.

Sandhya et al. (2005) realizaram um estudo comparativo sobre a producéo de
protease neutra utilizando residuos agroindustriais (farelo de trigo, casca de arroz, farelo de
arroz, torta de dleo de coco, torta dendé, torta de 6leo de gergelim e torta de azeite) como
substrato para a FSS e fermentacdo submersa, onde testaram diferentes cepas de Aspergillus
oryzae e Penicillium. Esses autores avaliaram a producdo de protease neutra, cultivados em
meio solido, a partir de residuos agroindustriais, verificando que a melhor linhagem testada
para a producéo de protease neutra foi A. oryzae NRRL 1808 e que em ambos 0s sistemas, 0
farelo de trigo foi o melhor substrato. Os melhores resultados para FSS foram obtidos com
teor de umidade inicial de 43,6%, quando inoculados com 1 mL de suspensdo de esporos
(10%esporos) e incubadas a 30°C por 72 h obtiveram 31,2 U.g™.

Outras linhagens de Aspergillus foram estudadas para produgdo de protease por
FSS utilizando farelo de trigo. Malathi e Chakraborty (1991) avaliaram a produgédo de
protease neutra por Aspergillus flavus observando a influéncia de fatores como umidade do
substrato, tempo de incubacdo e temperatura sobre atividade enzimética. As condigdes 6timas
para a producdo foram: 32°C, a temperatura de incubagdo do meio, 63% a umidade do
substrato com periodo de crescimento de 48 horas obtendo producdo de 6,8 U.mL™ de
enzima.

Garcia-Gomez et al. (2009) utilizaram farinha de peixe em reator tubular para
producdo de protease por A. oryzae 2095 por processo semi-solido, os resultados mostraram
6tima estabilidade do pH e temperatura da enzima obtida em relagdo as enzimas proteoliticas
comerciais.

Macchione et al. (2008) realizaram estudo comparativo para avaliar a produgéo de
protease por FSS e fermentacdo submersa, utilizando nove linhagens de fungos terméfilos,
testaram substratos contendo elevado teor de proteina s para induzir a secrecdo enzimatica

como leite de soja, farinha de soja, leite em po, arroz e farelo de trigo. Os melhores resultados
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foram obtidos no farelo de trigo por FSS pelo microrganismo Thermomyces lanuginosus
obtendo aproximadamente 1000 U.mL™ em 3 dias de processo fermentativo.

A producgdo de protease pelo fungo Aspergillus parasiticus esta relatada no
trabalno de Tunga; Shrivastava e Banerjee (2003) que realizaram a purificagdo e
caracterizacdo de uma protease a partir de processo semi-sélido do farelo de trigo. Os
resultados mostraram que a enzima permaneceu ativa na presenca de agentes oxidantes,
redutores e estavel na presenca de varios detergentes.

Vishwanatha; Rao e Singh (2008) produziram e caracterizaram protease acida a
partir de Aspergillus oryzae MTCC 5341 utilizando farelo de trigo como meio com 60% de
agua e adicionada de sais, adicionaram 4% farinha de soja desengordurada como uma fonte de
proteina. A enzima produzida foi uma proteina da classe aspartato de 47 kDa com atividade
especifica de 43.658 U.mg™,

Sanchez e Pilosof (2000) realizaram um estudo comparativo relacionando a
producéo de protease com a quantidade de conidios de Aspergillus niger cultivados em uma
mistura de farelo de soja e farelo de arroz. Observaram que a umidade inicial foi o parametro
que mais influenciou na produgdo da enzima e quando adicionou 1% de NaCl ao meio a
producéo de protease obteve um aumento de 30%. A melhor producéo de protease ocorreu
com umidade inicial do meio de 38-42% e 0,5-0,7% de NaCl obtendo 67.000 unidades de

enzima.



4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
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4.1 Matéria-Prima

A torta de canola, subproduto do processo de extracdo do 6leo de canola, foi
cedida gentilmente pela empresa Celena Alimentos localizada em Eldorado do Sul no Rio
Grande do Sul.

A torta, obtida no processo de extracdo do 6leo de canola, foi utilizada como

substrato para as fermentagdes sem passar por tratamento adicional.

4.2 Microrganismos

Inicialmente, realizou-se sele¢éo de linhagens de fungos filamentosos do género
Aspergillus, de modo a definir a melhor produgdo de proteases entre as existentes na colegéo

de trabalho do Laboratério de Bioprocessos da Embrapa Agroindustria Tropical (Tabela 4).

Tabela 4. Linhagem dos fungos do género Aspergillus.

Cadigo Espécie Origem Instituicéo
CNPAT 001 Aspergillus niger Isolada de cajueiro Embrapa Agroinddstria Tropical
10C 207 Aspergillus niger Colecdo de Culturas de Fungo do Fundacdo Oswaldo Cruz
Instituto Osvaldo Cruz
10C 4222 Aspergillus niger Colecdo de Culturas de Fungo do Fundacdo Oswaldo Cruz
Instituto Osvaldo Cruz
10C 3883 Aspergillus niger Colecdo de Culturas de Fungo do Fundacdo Oswaldo Cruz
Instituto Osvaldo Cruz
10C 4220 Aspergillus niger Colecdo de Culturas de Fungo do Fundacdo Oswaldo Cruz
Instituto Osvaldo Cruz
CCT 0916 Aspergillus niger Colec¢do de Culturas Tropicais Fundacdo André Tosello
v Aspergillus oryzae Desconhecida Embrapa Agroinddstria Tropical

CNPAT - Centro Nacional de Pesquisa Agroindustria Tropical; I0C - Instituto Osvaldo Cruz; CCT - Colec¢do de

Culturas Tropicais.
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Esporos de cada linhagem foram assepticamente transferidos para tubos (10x120

mm) com rosca, contendo solo estéril e estocados a -18°C.

Os esporos de Aspergillus armazenados em solo estéril e sob condi¢bes de
congelamento (-18°C) foram reativados em trés etapas. Na primeira etapa realizou-se a
transferéncia destes para 4gar inclinado, descrito na Tabela 5. Os tubos inoculados foram
incubados a 30°C por 5 dias em estufa BOD e posteriormente conservados a 4°C por até 3
meses. A segunda etapa consistiu na transferéncia dos esporos do &gar da primeira etapa para

novo &gar inclinado, conforme Gomes (1995).

Tabela 5. Formulagdo do meio para reativagdo dos microrganismos.

Composigao Concentragéo (g.L™)
Sacarose 6,0
NaNO3 3,0
KH,PO, 10
KCI 0,5
MgS0..7H,0 0,5
FeSO4.7H,0 0,01
Agar-agar 30,0

O pH do meio foi corrigido para 4,5. Os tubos foram autoclavados a 121°C durante 15 minutos.

Na Gltima etapa, os esporos foram utilizados para a inoculacéo do meio de sabugo
de milho, usado para as linhagens de A. niger, conforme Pinto (2003) e farelo de trigo, usado
para as linhagens de A. oryzae. Estes meios visavam a producéo dos esporos utilizados na
inocula¢do do meio de fermentacéo.

O meio de sabugo de milho foi utilizado para a producédo de esporos das diferentes

linhagens de A. niger que foram utilizados na inoculagdo do meio de fermentagdo. Conforme
GOMES (1995) o meio foi constituido de 4,6 g de sabugo de milho, triturado, enriquecido
com 6 mL da solucéo C (Tabela 6). O meio foi esterilizado a 1atm a 121°C por 1 hora.

O meio de farelo de trigo foi utilizado para a producéo de esporos da linhagem de

A. oryzae que foram utilizados na inoculagdo do meio de fermentacdo. O meio foi constituido
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de 10,0 g de farelo de trigo, 4 mL de uma solugdo 1,7% (m/v) NaHPO, e 2,0% (m/v) de
(NH4)2SO.4. O meio foi esterilizado a 1atm a 121°C por 15 minutos.

Os esporos reativados da segunda etapa de ativagdo foram transferidos para 20
mL de uma solugdo estéril de Tween 80 0,3% (m/v) e utilizou-se 1 mL desta suspensdo de
esporos para inoculagdo do meio de sabugo de milho, ou de farelo de trigo, sendo estes
incubados em estufa BOD por 5 dias a 30°C. Durante o periodo de incubacdo foram
observados aspectos de coloracdo, esporulagdo e formagéo de micélio aéreo, sendo esta um
indicativo de condi¢des ambientais adversas, escassez de nutrientes, de agua e temperaturas
ndo favoraveis ao desenvolvimento flngico. Posteriormente, os frascos foram armazenados

sob refrigeracdo a 4°C por, no maximo trés meses.

Tabela 6. Preparo de solucGes para 0 meio de sabugo de milho

Solugéo A:

KH.PO,4 209
H,O destilada 100 mL
Solucéo B:

ZnS0O, 3,96 ¢
FeSO47H,0 4,60 g
MnSO, 001g
H,SO, 0,5 mL
H,O destilada 100 mL
Solugéo C:

Peptona 2,809
HCI 2N 1 gota
Solugdo A 0,19 mL
Solucdo B 0,025 mL

H,0O destilada 50 mL
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4.3 Obtencéo do Indculo para Fermentagdo Semi-Solida

A cada frasco de meio de sabugo de milho ou farelo de trigo foram adicionados
40 mL de solugdo estéril de Tween 80 a 0,3% (p/v). Com o auxilio de um bastéo de vidro foi
realizada a agitacdo manual dos frascos para promover a liberagdo dos esporos. Em seguida, a
suspensdo foi filtrada com gaze estéril e transferida para recipiente também estéril.

A concentracdo de esporos na suspensdo obtida foi estimada pela contagem em
microscopio usando Cémara de Neubauer ap6s a devida diluicdo da suspensdo obtida. O
volume de indculo para fermentagcdo foi calculado visando uma concentragdo final de

10’esporos por grama de meio.

4.4 Meio de Fermentacdo Semi-Sdélida

O meio para a fermentacdo semi-solida era constituido basicamente de torta de
canola umidificada com &gua destilada. Para garantir a uniformidade das amostragens, 0 meio
foi preparado em béquer de polipropileno adicionando-se lentamente dgua destilada a torta de
canola e realizada a homogeneizagdo. Apds a homogeneizacdo foram transferidos 40 g do
meio para Erlenmeyer de 500 mL, diametro interno de boca de 50 mm, e autoclavado a 121°C
durante 15 minutos. Os meios foram inoculados com suspenséo de esporos e incubados em
estufa BOD. As amostras foram retiradas, em periodos de tempo regular, durante todo o
processo fermentativo para determinacdes analiticas.

A Figura 2 apresenta um esquema ilustrativo dos processos de ativacdo das
linhagens (primeiro repique, segundo repique e esporulagdo em sabugo de milho), obtencéo
da suspensdo de esporos, determinacdo do volume a ser inoculado e inoculagéo na torta de

canola.
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Figura 2 - Esquema de preparo da suspenséo de esporos para inoculagdo na torta de canola.

4.5 Selecdo de Linhagem para a Sintese de Protease

As linhagens descritas na Tabela 4 foram inoculadas em meio semi-sélido de
canola umidificado com 40 mL de &gua destilada por 100 g de torta. Os meios inoculados
com 10" esporos por grama de meio e incubados a 30°C durante 96 horas. Amostras foram

retiradas a cada 24 horas.
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4.6 Parametros Fermentativos Avaliados

Apoés a selecdo da linhagem foram realizados testes para avaliar o efeito das

condig@es nutricionais e de cultivo, na sintese de proteases, conforme descritas a seguir.

4.6.1 Influéncia da adicéo de 4gua ao substrato

Foi estudado a umidificagdo da torta de canola com diferentes volumes de agua
destilada (10, 20, 25, 30, 40, 50, 75, 100, 125 e 150 mL) por 100 g de matéria-prima. Os
meios foram inoculados com 10 esporos por grama de meio e incubados a 30°C durante 96

horas, com amostras sendo retiradas a cada 24 horas de fermentacdo.

4.6.2 Influéncia da temperatura

Determinada a melhor concentracdo de indculo (107), testaram-se as seguintes
temperaturas de incubagdo do meio: 15, 20, 25, 30, 35 e 40°C. Os meios foram inoculados e

incubados durante 96 horas com amostras sendo retiradas a cada 24 horas.

4.6.3 Influéncia da quantidade do indculo

Estabelecida a melhor percentagem de &gua adicionada ao substrato (40 mL),
testaram-se as concentracdes de indculo que foram: 1x10*, 1x10°, 1x10° e 1x10’ esporos por
grama de meio. Os meios foram inoculados e incubados a 30°C por 96 horas com amostras

sendo retiradas a cada 24 horas.
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4.6.4 Influéncia da suplementagdo do meio com fontes de fésforo

Determinada a temperatura de incubagéo (20°C), testou-se a adi¢do de fosfato de
sodio monobaésico. A concentracdo de fosfato adicionada ao meio foi 1% em relagdo ao meio
s6lido. Os meios foram inoculados e incubados durante 96 horas com amostras sendo

retiradas a cada 24 horas.

4.6.5 Influéncia da suplementacéo do meio com fontes de nitrogénio

Nesta etapa, avaliou-se a adicdo de fontes de nitrogénio descritas na Tabela 7. A
concentragdo de nitrogénio adicionada ao meio foi 1% (m/m) em relagdo ao meio sdlido. Os
meios foram inoculados e incubados durante 96 horas com amostras sendo retiradas a cada 24

horas.

Tabela 7. Fontes de nitrogénio avaliadas

Fonte Concentracgéo (%)
NH;NO; 10
(NH4)2S04 1,0
NaNO3 1,0
Uréia 1,0
Peptona 1,0

Extrato de levedura 1,0
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4.6.6 Influéncia do tempo de fermentacéo

Testou-se 0 tempo de fermentagdo: no intervalo entre 0 a 240 horas. Os meios

foram inoculados e incubados com amostras sendo retiradas a cada 24 horas.

4.6.7 Influéncia da suplementacéo do meio com fonte de carbono

Estabelecido o melhor tempo de amostragem (96 h), testou-se a adi¢éo de fonte de
carbono ao substrato: sacarose, glicose e glicerol nas concentragdes de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0;
7,5; 10,0; 12,5 e 15,0% (m/m) em relacdo ao meio sélido. Os meios foram inoculados e

incubados por 96 horas.

4.7 Obtencdo dos Extratos Enzimaticos

A enzima foi extraida do meio pela adi¢cdo de tampéo acetato de sddio 200 mM
pH 5,0 na raz&o de 100 mL de solugéo por 40 g de meio fermentado, permanecendo incubado
em BOD a 30°C por um periodo de 1 hora, filtrada com papel de filtro qualitativo e utilizada
na determinacdo da atividade enzimatica (GOMES, 1995).

4.8 DeterminacBes Analiticas

Todas as determinac@es analiticas foram feitas em duplicata.
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4.8.1 Atividade enzimatica de protease

Conforme CHARNEY e TOMARELLI, (1947), a mistura de reagéo constituiu de
1 mL de solugdo 0,5% de azocaseina em tamp&o acetato 50 mM e pH 5,0 e 1 mL do extrato
enzimatico. A mistura reacional foi incubada a 37°C durante 40 minutos. Apés os 40 minutos,
a reacdo foi parada com adigdo de 1 mL de solugdo de &cido tricloroacético 10% , objetivando
a precipitacéo do substrato ndo digerido pelas enzimas proteoliticas. Em seguida as amostras
foram submetidas a centrifugacéo (Biofuge Stratos) a 10.000 rpm por 15 minutos. Transferiu-
se 2 mL do sobrenadante contendo aminodcidos e oligopeptideos de baixo peso molecular
para um tubo de ensaio, e adicionou-se 2 mL de KOH 5 N, formando um composto com cor
caracteristica que foram quantificados por espectrofotdmetro (Varian, modelo Cary 50) com
comprimento de onda de 428 nm, contra um branco preparado em condigdes idénticas, mas
utilizando 1mL de &gua destilada em substituicdo & amostra.

Para obtengéo do branco de cada amostra, adicionou-se 1 mL de solucdo de acido
tricloroacético logo apds a formagéo da mistura reacional (1 mL de solucéo de azocaseina e 1
mL do extrato enzimatico).

Uma unidade de atividade proteolitica (U) foi definida como a quantidade de
enzima que produz uma diferenca de 0,01 na absorbancia entre o branco e a amostra, por
minuto, nas condi¢des de reacdo estabelecidas. A atividade enzimatica foi expressa atraves da
diferenca de absorvancia entre as amostras enzimaticas analisadas com seus respectivos
brancos, sendo 1 unidade = A Absorvancia - 0,01/ tempo de reacdo por mL do extrato

enzimatico.

4.8.2 Caracterizacdo fisico-quimica do substrato e do meio semi-solido

Com o objetivo de determinar as caracteristicas fisico-quimicas da torta de canola
foram determinados os teores de umidade, teor de cinzas, proteinas, lipideos e carboidratos,
além do teor de amido e atividade de &gua (Ay). As determinagBes foram realizadas em

triplicata.
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e Umidade

Foi determinada pelo método descrito pelo IAL (2004). Pesaram-se 3 g da
amostra em um cadinho de porcelana previamente tarado. Levou-se a estufa a 105°C onde o
material foi dessecado por 16 horas até peso constante. A umidade foi estabelecida como a
razdo entre a diferenca dos valores final e inicial pelo valor inicial da amostra, multiplicando

esta por 100 expressando um valor percentual da mesma.

e Cinzas

As cinzas foram determinadas, segundo o método recomendado pelo IAL (2004).
Pesou-se em cadinho de porcelana, previamente tarado, cerca de 3g de torta de canola
dessecada. Levaram-se as amostra para a carbonizagdo em temperatura de 200°C e em
seguida, incinerou-se a amostra em mufla a temperatura de 550°C. Deixou-se reduzir a
temperatura da mufla até aproximadamente 80°C e transferiu-se o cadinho para um
dessecador. A quantidade de cinzas foi estabelecida como a razéo entre a diferenga dos
valores final e inicial pelo valor inicial da amostra, multiplicando esta por 100 expressando

um valor percentual da mesma.

e Proteina

Fracdo protéica foi determinada indiretamente, a partir da determinacdo da
concentracdo de nitrogénio pelo método de Kjeldahl, recomendado pela AOAC (1975), que
consiste na determinagdo do nitrogénio total. A matéria-prima orgénica é decomposta através
de uma digestdo feita com H,SO. concentrado, usando como catalisador sulfato de cobre,
sendo o nitrogénio existente transformado em sal amoniacal (sulfato de amdnia). Em seguida,
do sal desloca a amdnia recebendo-se em uma solucdo de &cido sulfurico 0,1 N, contendo

gotas de vermelho de metila, cujo excesso foi titulado com hidréxido de sodio de igual
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normalidade. A quantidade de &cido sulfurico 0,1 N consumida e multiplicada por 0,0014,
revelou o nitrogénio total da amostra. Multiplicando-se esse resultado por 6,25 para converter
0 nitrogénio em proteina e assim obteve-se a quantidade de proteina. Os resultados foram

expressos em grama por 100 grama de torta.

e Extrato etéreo

Determinou-se de acordo com o método descrito nas Normas Analiticas do IAL
(2004). Pesaram-se cerca de 2 g de torta de canola, transferiu-se quantitativamente para um
cartucho de Soxhlet e cobriu-se a amostra com um pouco de algodédo. Utilizando-se um baldo
volumétrico, previamente tarado, procedeu-se a extracdo em aparelho de Soxhlet, utilizando
hexano como solvente, durante 6 h. Ao final deste periodo, evaporou-se 0 solvente e em
seguida, colocou-se o baldo volumétrico contendo o material lipidico em estufa regulada a
105°C, durante 1 h. Esfriou-se em dessecador e pesou-se a amostra. Pela diferenca de peso

obteve-se a quantidade de substéncias lipidicas presentes na amostra.

e Carboidratos

Método da diferenca de 100 (subtraindo o teor de proteinas, lipideos, cinzas e
umidade) descrito nas Normas Analiticas do 1AL (2004).

¢ Amido

A quantidade de amido na torta foi determinada utilizando o método
AOAC,(1992) e de Miller, (1959). Pesou-se 5 g de torta e a partir desta amostra fez-se a
extracdo segundo (AOAC, 1992) e em seguida determinou-se pelo método de aglcares

redutores utilizando DNS, o resultado desta determinacdo foi multiplicado pelo fator 0,90.
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e _Atividade de 4gua (Aw)

A atividade de 4gua foi determinada através do medidor digital de Ay, utilizando o
equipamento AQUALAB CX-2, com sensibilidade de 0,001 & temperatura de (28°C + 2 °C).

e Determinacao do pH

Para a determinacdo do valor de pH pesou-se 1g do substrato, colocou-se em um
béquer de 15 mL e adicionou-se 50 mL de 4gua destilada em agitacdo pro 30 minutos. Mediu-
se 0 pH com auxilio de potencidmetro devidamente calibrado com solugdes tamp&o de pH 4,0
e7,0.



5.RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1 Selecgéo de linhagens

Todas as linhagens estudadas produziram proteases. A maior atividade foi obtida
em 48 horas com Aspergillus oryzae 1V, sendo de aproximadamente 60 U.g™* durante todo o
processo fermentativo. Em 24 horas detectou-se 57 U.g™" obtendo uma produtividade de 2,3
U.g".h™. Esta linhagem apresentou um desempenho superior durante todo o periodo de

fermentacdo em relagéo as demais linhagens testadas (Figura 3).

70

Atividade de Protease (U.g™)

Tempo (h)

—=— A. niger 001; —@— A. oryzae |V; —&— A. niger IOC 207; —w— A. niger I0C 4222
—&— A. niger 10C 3883; —¢— A. niger CCT 0916; —»— A. niger I0C 4220

Figura 3 - Atividade de proteases para as diferentes linhagens de Aspergillus

Sandhya et al. (2005) realizaram em seu estudo uma selegdo com fungos dos
géneros Aspergillus e Penicillium, para producéo de protease neutra por fermentagdo semi-
solida e submersa, usando varios substratos agroindustriais, farelo de trigo, farelo de arroz,
torta de 6leo de coco, torta de palma e torta de 6leo de oliva. De forma similar ao resultado
apresentado nesta etapa, o fungo que apresentou melhor desempenho foi a linhagem de

Aspergillus oryzae NRRL 1808. O parametro utilizado pelos autores para a escolha da melhor
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linhagem foi o tamanho do didmetro da hidrélise das cepas incubadas em placas com &gar

caseina.

5.2 Producéo de proteases por fermentacdo semi-solida

A linhagem A. oryzae IV selecionada, por apresentar um maior potencial de
sintese de proteases em relacdo as demais, foi utilizada nesta etapa a fim de obter uma maior

producdo desta enzima.

5.2.1 Verificacdo da influéncia da atividade de agua e umidade relacionadas & adicao de

&gua ao substrato

O teor de umidade inicial é um fator critico no processo de fermentacdo semi-
solida, uma vez que influencia na atividade de &gua (Ay) do meio e na disponibilidade deste
componente para 0 microrganismo. Isto tem reflexo nas taxas de crescimento microbiano e
rendimento do produto (NISHIO, TAI e NAGAI, 1979; RAMESH e LONSANE, 1990).

Na FSS, a 4gua esté relacionada & umidade, que diz respeito ao percentual de 4gua
na massa total de meio, enquanto a atividade de agua (A,) representa um parametro
termodinamico relacionado a quantidade de moléculas de &gua disponiveis nas vizinhangas
das particulas do substrato. Obviamente, quanto maior for o teor de umidade, maior seréo 0s
valores de atividade de &gua, contudo a relagdo entre estes dois parametros varia de acordo
com a composicao e estrutura do substrato. A atividade de agua esta relacionada diretamente
ao crescimento microbiano e a sintese de metabdlitos (MOURAO, PINTO e SOARES, 2005).

A Figura 4 mostra como a umidade e a atividade de &gua varia com a adicdo de
diferentes quantidades de agua, entre o intervalo de 10 a 150 mL, determinados antes e apds a
etapa de esterilizacdo do meio. Como esperado, observou-se que o aumento do volume de
agua adicionada ao meio, impactou diretamente na umidade do meio e esta na atividade de
agua do meio. O perfil de umidade e atividade de 4gua dos meios, antes e apds o processo de

esterilizagdo, foram similares.
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Figura 4 - Relacdo da umidade e Ay, antes (A) e apds o processo de esterilizacdo meio
fermentativo(B).

Para investigar a influéncia da umidade na produgdo de proteases de A. oryzae IV
durante a fermentagdo semi-solida, volumes entre 25 e 150 mL de 4gua foram adicionados ao
meio. Os resultados apresentados na Figura 5 mostram que em todos os meios houve sintese
de proteases. Pode-se observar que o aumento da umidade inicial do meio acarretou
decréscimo na producdo de proteases, evidenciado pelos menores valores de atividade de
proteases. Vérios fatores sdo afetados quando a umidade inicial apresenta valores elevados,
como a atividade metabdlica do microrganismo e conseqientemente a sintese do produto
(ZANDRAZIL e BRUNERT, 1981).

No meio com adicdo de 25 mL de agua, 0 microrganismo demorou mais tempo
para adaptaca. Isto pode ter ocorrido devido & baixa disponibilidade de 4gua. A producéo

maxima da enzima ocorreu no meio com adicdo de 25 mL de 4gua em 72 horas de
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fermentacdo que foi de 204 U.g”, apos este periodo ocorreu um decréscimo da atividade
enzimética.
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Figura 5 - Atividade de proteases produzida por A. oryzae IV no meio de fermentagdo com

adicdo de diferentes volumes de agua a torta.

Battaglino et al. (1991), utilizaram uma combinagdo de casca de arroz e farelo de
arroz com substrato da fermentacéo semi-sélida e avaliaram a influéncia da adi¢do de 4gua na
producéo de protease neutra por Aspergillus oryzae NRRL 2160. Observaram que o teor de
umidade entre 35-40% promoveu maior produgdo da enzima.

Sandhya et al. (2005) estudando a produgéo de protease por Aspegillus oryzae
1808 em farelo de trigo, mostraram que a maior producdo de enzima foi obtida com adicdo de
43,6% de umidade, com producéo de 30,5 U.g'1 de substrato.

Malathi e Chakraborty (1991) avaliaram a umidade do farelo de trigo para
producéo de protease alcalina por Aspergillus flavus e obtiveram a melhor produ¢édo em meio
com umidade inicial de 63%, observaram também que o aumento da adicdo de agua ao meio
reduziu a producédo da enzima.
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A produtividade méxima obtida foi observada no meio com adi¢do de 50 mL de
4gua obtendo 5,0 U.g*h™, com producéo de 121 U.g™" em 24 horas de fermentacéo. J& nos
meios com adi¢do de 25 mL de &gua a maior produtividade ocorreu em 48 horas de processo
fermentativo, obtendo valor de 3,1 U.g*h™ (150 U.g™). Os meios com adicéo de 75, 100, 125
e 150 mL de &gua apresentaram mesmo perfil, com pico de produtividade em 24 horas
(Figura 6).
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Figura 6 - Produtividade da producéo de proteases por A. oryzae IV no meio de fermentagéo

com adigdo de diferentes volumes de 4gua a torta.

A Figura 7 mostra a atividade de proteases em uma segunda etapa de adi¢do agua
ao substrato, uma vez que a maior producdo de proteases na etapa anterior ocorreu no meio
com adicdo de 25 mL de &gua. Com os valores testados, entre 10 e 50 mL, foi possivel
determinar a melhor proporcéo de &gua a ser adicionada a torta, que foi 40 mL (227 U.g™)
ap0ds 48 horas de incubagdo, ocorrendo uma diminui¢éo no tempo em relacdo a etapa anterior.

Nos meios com 10 e 20 mL de agua apresentaram baixos valores de atividade

enzimética. Isto pode ter ocorrido devido & baixa disponibilidade de &gua, ou seja, baixa
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solubilidade dos nutrientes do substrato (ZANDRAZIL e BRUNERT, 1981). A maior

producdo ocorreu em 96 horas de fermentacdo nos meios com 10 e 20 mL de &gua,

apresentando 4,2 U.g™" e 22,9 U.g™, respectivamente.

Atividade de Protease (U.g™)

—=— 10mL; —— 20mL; —&— 25mL; —w— 30mL; —— 40mL; —€—50mL

250
200 A
150
¥\
*
100
50 -
=
=
0 % ¥ r .
0 24 48 72 96
Tempo (h)

Figura 7 - Atividade de proteases produzida por A. oryzae IV no meio de fermentagdo com

adicdo de volumes de 4gua abaixo de 50 mL a torta.

A Figura 8 apresenta os valores de produtividade obtidos na etapa de adigdo de

volumes de 4gua com intervalos entre 10 e 50 mL a torta, a produtividade maxima obtida foi

observada no meio com adicdo de 50 mL de agua (5,0 U.g*h™), com producéo de 121 U.g*

em 24 horas de fermentagdo. No entanto, no meio com adi¢do de 40 mL apresentou uma

produtividade de 4,8 U.g".h™* em 48 horas de fermentacdo e uma produgdo de proteases

equivalente a 227 U.g™.
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Com os resultados obtidos nesta etapa, o volume de 4gua adicionado ao substrato

nas etapas seguintes foram 40 mL de agua para 100 g de torta de canola.
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Figura 8 - Produtividade da produgéo de proteases por A. oryzae IV no meio de fermentagéo

com adicao de volumes de agua abaixo de 50 mL na torta.

5.2.2 Influéncia da temperatura

A temperatura do processo € um importante fator na manutencao do sistema, pois

interfere no crescimento celular, formacéo de esporos, germinacéo e fisiologia microbiana, o

que afeta, em geral, a formacdo do produto desejado, pois cada microrganismo ou linhagem
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tém as suas proprias condigdes especiais para uma maxima producéo de enzima (BANERJEE,
MUKHERJEE e PATRA, 2005; GUERARD, GUIMAS e BINET, 2002).

Nas diferentes temperaturas de incubagéo testadas, todas apresentaram producéo
da enzima, porém as temperaturas de 15 e 40°C apresentaram menores valores de atividade de
proteases, estas ndo favoreceram o crescimento do fungo e a produgéo da enzima (Figura 9).

A maior atividade de proteases obtida foi observada no meio incubado a 20°C em
96 horas de fermentacdo (233 U.g™"). Uma reducgdo na atividade da enzima foi observada

quando se elevou a temperatura do processo a partir de 20°C.
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Figura 9 - Producéo de protease nos meios com diferentes temperaturas.

5.2.3 Influéncia da quantidade do in6culo

O in6culo é um importante fator bioldgico, pois estabelece o ponto de partida para
0 processo fermentativo. O tamanho deste, ao impactar na biomassa inicial, pode alterar as

taxas de consumo de nutrientes e formacdo de produtos. Para estudar a influéncia do tamanho



62

de indculo sobre a producdo de proteases foram adicionados 1,0x10% 1,0x10°% 1,0x10° e
1,010 esporos.g™* de meio.

A Figura 10 mostra os valores de atividade de proteases nas diferentes
concentragdes de indculo testadas. Observa-se que em todas as concentragOes testadas houve
producdo de proteases e que quanto maior a concentracdo de indculo, maior a producdo de
proteases. As concentragdes 10* e 10° esporos.g™ apresentaram os menores valores de
atividade. A maior atividade enzimética foi obtida no meio inoculado com concentragéo de

107 esporos.g™ no tempo de 96 horas de processo fermentativo (248 U.g™).
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Figura 10 - Atividade de proteases em fungédo do tempo de fermentacdo com diferentes taxas

de inoculagéo.

A adicdo de volume de in6culo na concentragdo 10° esporos.g™ acarretaria na
adicdo de um grande volume de &gua ao meio, aumentando muito o teor de umidade e

atividade de &4gua do meio.
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Sandhya et al. (2005) estudando o efeito da concentracdo de indculo na producéo
de protease neutra com Aspergillus oryzae NRRL 1808 em farelo de trigo, observou que
concentragdes de indculo acima de 10® esporos por grama de substrato ocorre uma queda na
producdo, justificando esta queda devido a maior formacéao de biomassa levando a escassez de
nutrientes no tempo de 72 horas de fermentagao.

Segundo Pandey (1994), a concentragdo de inoculo disponivel na cultura exerce
um significante papel na producédo de metabdlitos por fermentagdo semi-solida no que se
refere ao desenvolvimento microbiano e liberagdo dos produtos de interesse. A idade e a
concentragdo do indculo sdo pardmetros criticos para a producdo de enzimas, uma vez que 0
estado fisioldgico do microrganismo e sua concentragéo séo parametros que deverdo afetar de

forma significativa o desempenho da fermentacéo (SOARES et al., 2003).

5.2.4 Influéncia da suplementacéo do meio com fontes de fosforo

Apo6s o estudo da concentracdo de indculo no meio fermentativo, avaliou-se a
adicdo de fosfato de so6dio monobasico ao meio. A producdo de proteases no meio
suplementado foi comparada ao meio controle, este foi realizado com as melhores condigdes
determinada nas etapas anteriores (utilizando a linhagem A. oryzae 1V, volume de &gua
adicionada ao substrato de 40 mL, temperatura de incubagdo de 20°C e concentragdo de
indculo de 107 esporos por grama de substrato).

O meio com adicdo de fosfato apresentou valores crescente de produgdo de
proteases em todos o processo fermentativo. Em 24 horas de fermentagdo, a atividade
enzimética do meio com adicéo de fosfato e a fermentacéo controle apresentaram valores bem
proximos. Sem a presenca da fonte de fosforo, a atividade de proteases determinada atingiu
seu méximo com 96 horas de fermentagdo (349,4 U.g™). No meio suplementado com fosfato
a atividade de proteases atingiu seu maximo também com 96 horas de fermentacdo
(304,9 U.g") de acordo com a Figura 11. Este fato indica que a adicdo do fosfato ndo
influenciou positivamente o aumento da produgdo de proteases, obteve-se uma menor

produtividade, quando comparada a fermentagdo controle (Tabela 9).
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Figura 11 - Producéo de proteases nos meios com adi¢do de 1% de fonte de fosforo no meio.

Pinto (2003) adicionou 1% de fosfato de sddio monobasico no farelo de trigo,
obtendo um aumento na producéo de tanase de 182% em 24 horas de fermentacdo. Porém,
neste estudo a fonte de fésforo ndo influenciou na producéo de proteases.

A Tabela 9 apresenta os resultados da produtividade do meio suplementado com
fosforo e da fermentacdo controle. Pode-se observar que no tempo de 24 horas de processo
fermentativo os dois meios apresentaram valores de produtividade muito proximos. Durante
todo periodo de fermentagdo houve um aumento crescente na produtividade de ambos 0s
meios analisados. O valor mé&ximo de produtividade do controle e do meio com adigdo de 1%
de fosfato ocorreu no tempo de 96 horas com valores de 3,64 e 3,18 U.g™*h™, respectivamente.
Porém, pode ter ocorrido uma inibicdo na producdo de proteases pelo microrganismo na

presenca do fosfato no meio.
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Tabela 9 - Influéncia da adigdo de fosfato de sddio monobésico na produtividade de protease.

Tempo de Fermentagéo (horas)

24 48 72 96
Contzole1 0,73 1,97 3,79 3,64
(U.g™.h™)
Meio c/
NaH,PO, 0,78 0,94 3,24 3,18
(U.gt.h?h

5.2.5 Influéncia da suplementacdo do meio com fontes de nitrogénio

Apos o estudo da adigdo de fosfato ao meio fermentativo, avaliou-se a influéncia
da suplementagéo do meio com 1% de diferentes fontes organica e inorganica de nitrogénio,
em relacdo ao meio s6lido. A producéo de proteases no meio suplementado foi comparada ao
meio controle, este foi realizado com as melhores condigbes determinadas nas etapas
anteriores (utilizando a linhagem A. oryzae IV, volume de agua adicionada ao substrato de 40
mL, temperatura de incubagdo de 20°C e concentracdo de inéculo de 107 esporos por grama
de substrato e sem adi¢éo de fontes de nitrogénio). Observa-se na Figura 12, que em todos 0s
meios suplementados com fontes de nitrogénio houve producéo de proteases. A producédo de
proteases em todos os meios analisados ocorreu de forma crescente ao longo do processo
fermentativo, com pico de produgéo em 96 horas. O meio com sulfato de amonio apresentou
menor producdo (256 U.g"). Os meios com adigdo de peptona, uréia e nitrato de aménio
apresentaram uma producdo de proteases com valores proximos aos valores obtidos pela
fermentacdo controle, esta apresentou maior produgdo em 96 horas de fermentacdo obtendo
350 U.g™. Das fontes inorganicas, o nitrato de sodio apresentou maior producéo (366 U.g"
em 96 horas), ja os meios suplementados com fontes de nitrogénio organico foi o extrato de
levedura que apresentou maior producédo. Pode-se observar que adi¢cdo de 1% de extrato de
levedura, em relacdo ao meio solido, influenciou positivamente na maior producédo de

proteases, com producao de aproximadamente 393 U.g" em 96 horas de fermentagéo.
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Alguns autores em seus estudos adicionaram fontes de nitrogénio para avaliar a
influéncia destas na producdo de proteases. Malathi e Chakraborty (1991) adicionaram fontes
de nitrogénio ao farelo de trigo, na producdo de protease alcalina por Aspergillus flavus.
Sumantha et al. (2006) suplementaram diferentes fontes de nitrogénio ao farelo de arroz para

producdo de proteases, utilizaram Rhizopus microsporus NRRL 3671.
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Figura 12 - Producéo de proteases nos meios com adicdo de 1% de fonte inorgénica de

nitrogénio no meio fermentativo.
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5.2.6 Influéncia do periodo de incubagéo

Nas etapas anteriores, a maior producdo de proteases ocorreu no ultimo tempo de
amostragem do processo fermentativo (96 h), portanto nesta etapa avaliou-se o tempo de
fermentacdo para observar o pico maximo na producdo e depois o declinio. As condi¢des do
processo fermentativo nesta etapa foram as mesmas utilizadas na fermentacdo controle da
etapa anterior (utilizando a linhagem A. oryzae 1V, volume de dgua adicionada ao substrato de
40 mL, temperatura de incubacdo de 20°C e concentracdo de indculo de 10" esporos por
grama de substrato). Optou-se pela ndo adi¢do do extrato de levedura, uma vez que, em maior
escala acarretaria em aumento de custos ao processo, ja que a produtividade no meio com
suplementagéo de extrato de levedura ndo apresentou diferenca em relagéo a fermentagdo sem
adicdo de fontes de nitrogénio. Em 96 horas a produtividade da fermentagdo com extrato de

levedura foi 4 U.gh™ e para a fermentacéo controle foi de aproximadamente 3,7 U.g*h™.
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Figura 13 - Producdo de proteases testando o periodo de incubacéo.

A Figura 13 mostra o perfil fermentativo durante 240 horas de fermentagdo

avaliando a influéncia do tempo de incubacéo do fungo na producdo de proteases, observa-se
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que a producdo méxima de proteases ocorre no tempo de 96 horas (336 U.g™") e uma queda na
producdo em 120 horas de fermentacao.

Sandhya et al. (2005) compararam a producéo de proteases por A. oryzae NRRL
1808 por fermentacdo semi-solida e submersa, e ambos 0s processos observou que apds 72

horas mostrou um répido declinio no rendimento da enzima.

5.2.7 Influéncia da suplementacio do meio com fontes de carbono

Apos a etapa de estudo da influéncia do tempo de fermentacdo, onde observou
que a maior producéo de proteases ocorreu em 96 horas, nesta etapa analisou-se a influéncia
da suplementacdo de fontes de carbono apenas no tempo de 96 horas de fermentagdo. A
producdo de proteases no meio suplementado foi comparada ao meio controle, este foi
realizado com as melhores condi¢bes determinadas nas etapas anteriores (utilizando a
linhagem A. oryzae IV, volume de agua adicionada ao substrato de 40 mL, temperatura de
incubaco de 20°C e concentracdo de indculo de 107 esporos por grama de substrato, porém
sem adicédo de fontes de nitrogénio).

A Figura 14 mostra os resultados dos meios suplementados com diferentes fontes
de carbono (sacarose, glicerol e glicose), estas em diferentes concentrages (1; 2; 3; 4; 5; 7,5;
10; 12,5 e 15 % em relagdo ao meio sdlido) e a fermentacdo sem adicéo de fonte de carbono.
Os meios suplementados com glicerol apresentaram produgdo crescente até a concentragéo de
5%, em concentracbes acima de 5% verificou-se uma queda na producdo, podendo ter
ocorrido uma inibigdo nestas concentragdes para a producgdo de proteases. A maior produgéo
da enzima nos meios suplementados com sacarose ocorreu na concentracdo de 7,5% com
atividade de 385 U.g". No meio com adicio de glicose na concentragdo de 1% obteve-se
producdo de 351 U.g™ de proteases, ja nas concentracBes entre 2% e 5% apresentaram uma
leve queda na producdo. Porém, as concentracdes acima de 5% de glicose apresentaram um
perfil crescente de producdo. No meio sem suplementacédo de fontes de carbono (controle)

obteve-se 350 U.g™ de atividade enzimatica.
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A maior producdo ocorreu nos meios com adigdo de glicose na concentragdo de
7,5% obtendo 452 U.g™. Os resultados mostram a adicdo de glicose com fonte de carbono

influenciou positivamente na produgéo da enzima.
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Figura 14 - Produgdo de proteases com adigdo de fontes de carbono.

5.2.8 Caracterizacao da torta de canola durante o processo fermentativo

Nesta etapa realizou-se experimento em triplicata para analisar as caracteristicas
fisico-quimicas durante todo o periodo fermentativo nas melhores condi¢des obtidas, porém
sem suplementagdo de nutrientes ao meio.

A Figura 15 mostra o crescimento do fungo na torta de canola durante o periodo
fermentativo, na etapa de caracterizagdo. Em 24 horas o aspecto do meio é muito préximo do

aspecto do meio em 0 hora, uma vez que 0 microrganismo esta adaptando-se as condi¢des do
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meio. O meio no tempo de 48 horas é possivel observar uma mudanca na coloracéo, ja em 72
e 96 horas o aspecto do meio muda, sendo visivel o crescimento do microrganismo, mudando

a coloracéo do meio.

Figura 15 — Imagens dos meios inoculados ao longo do processo fermentativo.

Na Tabela 10 séo apresentados os valores obtidos nos tempos de 0 a 96 horas,
com amostragem a cada 24 horas. A atividade de proteases apresentou um pico de producéo
no tempo de 72 horas, obtendo valor méximo de aproximadamente 270 U.g™, e em 96 horas
observou-se uma queda na produgédo. Analisando o perfil do pH do meio ao longo do processo
fermentativo, pode-se afirmar que houve um leve aumento, apresentou valor de 5,93 em 0 h e
7,0 em 96 horas, este aumento pode esta relacionado as caracteristicas da protease produzida
pelo fungo em estudo. Houve uma diminuigdo nos valores de umidade e consequentemente na
atividade de agua no intervalo de 0 h a 96 h. A concentragcdo de amido também foi diminuida

ao longo do tempo, sendo utilizado para formagdo da biomassa microbiana. Houve uma



71

reducgdo no teor de proteina durante o processo, 0 h apresentou valor de 49,05% e em 96 h de

42,08%, sendo utilizado pelo microrganismo para crescimento e formagéo da enzima.

Tabela 10 — Caracteriza¢do do meio durante o processo fermentativo.

Parametros

Tempo Atl\:jlcejade pH Umidade Cinzas Proteina Lipideos Amido Carboid_r?tos Ay
(h) proteases Totais
0 0 5,93 38,07+0,02 7,31+0,03 49,05+0,31 1,17 4,35 42,47 0,967
24 22,0 5,87 35,04+0,06 6,92+0,01 46,74+0,34 0,92 2,93 45,41 0,952
48 191,18 6,11 36,26+0,35 7,53+0,25 47,62+0,41 2,02 2,56 42,83 0,948
72 269,56 6,61 35,37+0,12 7,84+0,06 41,72+0,04 1,06 2,01 49,38 0,943
96 237,6 7,06 3541+0,89 7,40+1,09 42,08+0,08 2,29 1,55 48,23 0,939

! Carboidratos totais = 100 — (Extrato Etéreo + Proteina + Cinzas). Valores foram obtidos a partir da média de 3

amostras e determinados em base seca.



6. CONCLUSOES
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O Aspergillus oryzae 1V foi a linhagem que apresentou maior capacidade de producéo
de proteases, dentre as linhagens testadas.

A variacdo da adicdo de 4gua na torta influenciou na producédo de proteases, sendo 40
mL em 100 g de torta a melhor proporcéo adiciona.

A temperatura 6tima para a incubacdo de A. oryzae IV para a producdo de proteases
foi de 20°C.

A concentracdo de in6culo influenciou na producdo de proteases. A melhor
concentracao para producao da enzima foi 10" esporos.g™ de meio.

A adicdo de fosforo ao meio ndo apresentou influéncia na producéo de proteases.

A adicdo de fontes de nitrogénio apresentou influéncia positiva na producdo de
proteases, sendo o extrato de levedura a melhor fonte de nitrogénio suplementar,
seguida de nitrato de sodio.

O melhor periodo de fermentagdo para producgdo de proteases foi 96 horas, maiores
periodos de fermentacdo ndo influenciou na produgéo da enzima.

A adicdo de glicerol e glicose aumentaram a sintese de protease, sendo 5,0 e 7,5% as
melhores concentragdes adicionadas, respectivamente.

A maior producdo de proteases obtida foi de 452 U.g™" em 96 horas de processo
fermentativo, nos meios suplementados com 7,5% de glicose.

A torta de canola mostrou ser um substrato apropriado para produgéo de proteases nas
condicdes fermentativa estudadas.
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e  Estabelecer um processo de sele¢do de linhagens de Aspergillus oryzae direcionado

para a producdo de proteases.
e Auvaliar a adi¢do simultanea de fonte de nitrogénio e carbono.

e Testar diferentes tortas para serem utilizadas como substrato para producgdo de

proteinases.
e Otimizacdo das condicOes de extragdo da enzima.

e Aplicar as condigOes otimizadas no processo de fermentacdo em Erlenmeyer para um

reator de coluna.

e Estudar aspectos referentes aos tratamentos finais do processo como caracterizagéo e

recuperacdo da enzima.
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