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Resumo

O mercado global de enzimas em 2015 foi de US$ 8,18 bilhtes. As proteases
constituem um dos grupos mais importantes de enzimas industriais
representando aproximadamente um total de 65% no mercado mundial. O
presente estudo objetivou avaliar a estabilidade da protease microbiana do
fungo Aspergillus oryzae NRRL 1911 utilizando como substrato a torta de
canola por fermentagdo em estado sélido. Para o estudo da estabilidade a
enzima foi submetida a variagoes de temperaturas de 30 a 80°C com intervalos
de 5°C e em diferentes tampdes nos intervalo de pH 3,0 a 10 com intervalos de
0,5. Com detecgdo de atividade enzimatica por espectrofotometria. A enzima
apresentou aumento de 71,99% em atividade ao se trabalhar em condigbes
otimas de temperatura 50°C e pH 7,0 com 399,92 U.g-1. A enzima apresentou
também estabilidade em temperaturas de 30°C a 45°C devido a essas
temperaturas estarem abaixo da temperatura 6tima de 50°C. A enzima mostrou
ser estavel numa gama de pH com maiores atividades em pH 4,5; 7,0 e 8,5
com atividade de 49,79%, 64,14% e 49,1%, respectivamente. Portanto, sendo

uma enzima com potencial para aplicagé&o industrial.
1. Introdugéao
O mercado global de enzimas em 2015 foi de US$ 8,18 bilhdes.

Ondeesperam-se um crescimento significativo nos préximos oito anos por

conta da crescente aplicagdo em detergentes, produtos farmacéuticos,




alimentos e bebidas. Com destaque para os diversos setores de aplicagfes de
enzimas como pré-digestdo da comida para bebés, clarificagdo de sucos,
amaciamento de carnes, fabricagdo de queijos, conversdo de amido em
glicose. Além disso, as politicas governamentais favoraveis dos Estados
Unidos, Austria, Alemanha, Franga, ltdlia e Suécia a produgdo de biodiesel
aumentaréao a demanda até 2024 [1].

Biocatalisadores apresentam elevada seletividade e especificidade de
atuagdo sobre substratos frente aos catalisadores quimicos [3]. Esta
caracteristica favorece a utilizagao de enzimas em processos biotecnoldgicos e
industriais com maior expressividade no mercado mundial, principalmente as
proteases, carboidrases, lipases e fitases [4].

As proteases constituem um grupo importantes de enzimas industriais
representando aproximadamente um total de 65% no mercado mundial [5}.

A producdo de enzimas proteoliticas pelos microrganismos se tornou
uma alternativa atraente para aplicagdes especificas do ponto de vista
industrial, sendo utilizadas em diversas atividades como no processamento de
alimentos, bebidas, formulagdode detergentes, processamento de couro e pele,
amaciamento de carnes, formulagdo demedicamentos, industria téxtil, entre
outros, devido as melhorias nas técnicas de producao e purificagéo [6].

Entretanto, a produgéo industrial de enzimas é limitada devido aos
custos com substratos representando de 30 a 40% do custo envolvido na
produgdo de proteases, sendo sua otimizagdo de grande importéncia para
redugédo de custos produtivosdos processos fermentativos enzimaticos [7]. O
uso de substrato de baixo custo como os residuos agroindustriais representam
uma alternativa para reduzir esses custos [8].

Muitos substratos tém sido utilizados para produgédo de enzimas como
farelo de trigo [9], agua de maceragéo de milho {10], pectina [11}, farelo de soja
e de arroz [12] e torta de canola [13].

A canola ocupa o terceiro lugar entre as oleaginosas produzidas no
mundo. No Brasil a expansdo da cuitura obteve notoriedade nas duas ultimas
safras. Um levantamento mostra que foram colhidas 71,9 mil toneladas na
safra 2016, que representou um aumento de 31% em relagédo a safra anterior
[14].




A canola apresenta teor de dleo entre 34 a 40%, possui teores de
proteinas em torno de 34 a 38%, possui menores teores de acidos graxos
saturados de todos os Oleos vegetais e seu ciclo de produgdo de 100 a 130
dias. Devido ao teor de proteina de 34 a 38% apds a extragdo de dleo, a torta
de canola é usada na produgao de ragéo [15].

A torta, subproduto proveniente do processo de extracdo do dleo,
apresenta-se como matriz suporte para varios processos biotecnholégicos, como
fonte rica em nutrientes e um excelente substrato para crescimento de
microrganismos, podendo ser utilizada na produgéo de enzimas, antibiéticos e
um excelente suplemento protéico na formulagéo de ragdes [13].

A crescente geragéo de residuos nas atividades agroindustriais no pais
e no mundo levou a preocupacdo acerca de métodos que podem ser criados
para o aproveitamento desses residuos de forma a diminuir o impacto
ambiental causado pelas atividades industriais.

Os processos biotecnol6gicos vém se destacando no cenario mundial,
exibindo caracteristicas econ0micas e operacionais que conferem vantagens
em relagdo aos processos quimicos convencionais no aproveitamento dos
subprodutos agroindustriais.

A fermentagdo em estado sdlido apresenta um papel de destaque no
aproveitamento de subprodutos agroindustriais. E um bioprocesso que oferece
a possibilidade de se utilizar residuos, os quais podem ser favoraveis ao
crescimento de microrganismos pela similaridade com ambientes naturais,
contribuindo para a economia do processo. Além disso, a produtividade é
geralmente maior quando comparado com outros processos [16).

Nesse contexto, o presente estudo objetiva avaliar a estabilidade da
protease microbiana do fungo Aspergillus oryzae NRRL 1911 utilizando como

substrato a torta de canola.

2. Material e métodos
A Figura 2.1 apresenta o fluxograma de obtengdo do extrato enzimatico

de protease nos experimentos.
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2.1 Matéria-prima
A torta de canola utilizada foi cedida gentilmente pela empresa Celena
Alimentos S/A, localizada em Eldorado do Sul, Rio Grande do Sul.
Farelo de trigo utilizado para a obtengdo do indculo foi obtido no
comércio da cidade de Imperatriz, Maranh&o.

2.2 Meios de fermentagio

Para a umidificagdo da torta de canola utilizou-se uma proporgéo de
100 g de farelo para 40 mL de agua destilada. Para umidificagéo do farelo de
trigo utilizou-se proporgéo de 100 g para 125 mL de agua destilada.

2.3 Microrganismo

A linhagem do fungo filamentoso utilizado foi Aspergillus oryzae NRRL
1911 doado pela Colegdo de Culturas do Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos e Servigo de Pesquisa Agricola




2.3.1 Manutengao da cultura

Esporos da linhagem Aspergillus oryzae NRRL 1911 foram
assepticamente transferidos para tubos de ensaio, contendo solo estéril e
estocados a -18°C. Os esporos foram reativados em trés etapas descritas a

seguir.

2.3.2 Ativagao da cultura

Na primeira etapa realizou-se a transferéncia das linhagens do fungo
para agar batata dextrose inclinado, previamente esterilizado a 121°C por 15
min, depois de inoculado foram incubados a 30°C por 7 dias em estufa e
posteriormente conservados a 4°C por 3 meses.

A segunda etapa consistiu na transferéncia dos esporos da primeira
etapa para novo agar batata dextrose inclinado com mesma composigéo,
depois de inoculados foram incubados a 30°C por 7 dias em estufa.

A Ultima etapa de ativagédo visou a produgéo de esporos utilizados na
inoculagéo do meio de fermentagdo. Para tal preparou-se um meio constituido
de 10,0 g de farelo de trigo e 4mL de uma solugéo 1,7% (m/v) NaPO4 e 2,0%
(m/v) de (NH4),S04. O meio foi esterilizado a 1atm a 121°C por 15 minutos.

Em seguida os esporos da segunda etapa de ativag&o foram suspensos
mediante a adi¢gdo de 5 mL de agua estéril nos tubos de ensaio. O volume de 1
mL da suspensédo de esporos foi utilizado como inoculo no meio com farelo de
trigo em frascos Erlenmeyers de 125 mL, o meio inoculado foi incubado a 30°C
por 5 dias em estufa. Apds a esporulagdo em farelo de trigo, o inoculo foi

conservado a 4°C, para ser utilizado nas fermentagdes.

2.3.3 Producgao do inéculo

Para produzir o indculo adicionou-se 40 mL de agua estéril no meio
com farelo de trigo da terceira etapa, em seguida realizou-se agitagdo manual
com bastdo de vidro por 5 minutos para que os esporos fossem transferidos
para a agua. Posteriormente realizou-se filtragdo em gaze estéril e 1 mlL da
suspensdo de esporos foi adicionado aos meios para iniciar o processo

fermentativo.




2.4 Fermentagdo em estado sélido

A massa do substrato foi colocada em um béquer de polipropileno,
adicionou-se fentamente agua destilada aos substratos nas proporgdes citadas
no item 2.2. Posteriormente, foram transferidos 40 g do meio umidificado para
Erlenmyer de 500 mL, didmetro interno de boca 50 mm, e levado a autoclave a
121°C por 15 minutos. Os meios foram inoculados com suspenséo de esporos,

com o volume de 1 mL e incubados em estufa a 30°C durante 72 horas.

2.5 Obtengédo dos extratos enzimaticos

A enzima foi extraida do meio fermentado pala adigdo de 100 mL de
tampao fosfato (pH 7,0) e homogeneizagdo manual por 5 minutos. Apos a
homogeneizagdo os Erlenmeyers foram novamente incubados em estufa a
30°C por 1 hora. Em seguida foi realizada uma filtragdo a véacuo utilizando
papel de filtro qualitativo e o sobrenadante utilizado na determinagéo da

atividade enzimatica.

2.6 Atividade enzimatica de protease

A atividade de protease foi realizada conforme metodologia descrita no
trabalho método colorimétrico para determinagéo de atividade proteolitica [17],
com adaptacgéo no estudo de produgéo de enzima proteolitica[13). As analises
foram realizadas em triplicata. A mistura de reagdes constitui de 1mL de
solugdo 0,5% (m/v) de azocaseina em tampéo fosfato 100 mM e pH7,0e 1 mL
de extrato enzimatico, sendo feita uma diluigdo de 1 mL extrato enzimatico para
100 mL de agua destilada.

A mistura reacional foi incubada a 50°C durante 40 minutos. Apés esse
tempo, a reagdo foi parada com adigdo de 1mL de solugdo de acido
tricloroacético (TCA) 10% (m/v).

Em seguida as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 15
minutos. Transferiu-se 2mL do sobrenadante contendo aminoécidos e
oligopeptideos de baixo peso molecular para um tubo de ensaio, e adicionou-
se 2 mL de KOH 5N, formando um composto com cor caracteristica que foi

quantificado por espectrofotémetro com comprimento de onda de 428 nm,




contra um branco preparado em condi¢Ges idénticas com modificagdo na

ordem da adi¢do de TCA e somente depois 0 extrato.

2.7 Estabilidade da enzima em diferentes temperaturas

Inicialmente foram adicionados 10 mL de extrato bruto dentro de um
Erlenmeyer (250 mL) de forma triplicata e submetido & determinada
temperatura que foi de 30°C a 80°C, com intervalos de 5°C, em agitador orbital
até que completasse 2:30 h.

Foram coletados 1 mL de extrato de cada Erlenmyer nos tempos 0, 30,
60, 90, 120, 150 min e transferido para Erlenmeyers previamente identificados
com o nimero correspondente da triplicata e o tempo descrito acima, e
conservados sob refrigeragao até completar todo o tempo da analise.

Em seguida foram adicionados 99 mL de &agua destilada aos
Erlenmeyers contendo 1 mL do extrato bruto. O processo de mistura reacional
e a determinacgéo da atividade enzimatica residual foi realizada de acordo com

a descricdo do item 2.7.

2.8 Estabilidade da enzima emdiferentes pH

Inicialmente foram preparados solugdo tamp&@o com diferentes pH.
Para pH entre 3-6 foram usados tampdo acetato, pH 6,5 a 8,0 utilizou-se
tampéo fosfato e para a faixa de pH 8,5 a 10 foram preparados com tampéo
borato.

Os experimentos foram realizados para pH variando de 3 a 10, com
intervalo de 0,5 unidade, totalizando quinze experimentos. A avaliagdo do efeito
do pH foi realizada através da adicdo de 1 mL de extrato bruto em 99 mL do
tampao correspondente ao pH e agitado em Shaker orbital durante duas horas
a 30°C.

Em seguida foi retirado 1mL do extrato diluido em Erlenmeyer e
transferido para tubos centrifuga contendo 1 mL de azocaseina previamente
ambientado em banho Maria a 50°C, em triplicata.

Para determinagéo da atividade enzimatica em diferentes pH, seguindo
as mesmas etapas descritas no item 2.7 na temperatura reacional, que foi 50°C

para todas as amostras [17].




3. Resultados e discussoes

3.1 Estabilidade em temperatura

Os resultados dos ensaios de estabilidade frente a diferentes
condigbes de temperaturas do extrato bruto de protease produzido por
Aspergillus oryzae NRRL 1911 por fermentagdo em estado sélido em torta de
canola sédo apresentados na figura abaixo. Foram consideradas as atividades

residuais de protease verificadas a cada 30 minutos, no intervalo de 0-150

minutos.
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Figura. 1. Efeito da aplicagdo de diferentes temperaturas na estabilidade enzimatica em
intervalo de tempo de 150 minutos
Fazendo uma média dos valores obtidos no tempo 0 min para os 11

ensaios, a atividade encontrada foi de 399,92 U.g™", com aumento em 71,99%
de atividade comparado a literatura modelo que obteve atividade enzimatica de
234,32 U.g-1 de protease obtida de Aspergillus oryzae por fermentagdo em
estado sélido de torta de canola sem a utilizagédo das condigdes 6timas de pH e




temperatura [18]. Podendo ser justificado que desde a extragdo e
caracterizagéo, a temperatura e o pH utilizado foram os ideais da enzima,
dessa forma evitando alterages na atividade enzimatica.

A temperatura desempenha um papel importante na produgédo de
enzimas por microrganismos sendo necessario aplicar as condigdes otimizadas
para obtengé@o de maior rendimento [19].

Conforme observado na Figura 1, a enzima apresentou estabilidade
nas temperaturas de 30°C a 45°C durante 150 minutos de incubagéo. Na
temperatura de 45°C houve uma redugéo de atividade a partir dos 30 min.
Obtendo uma atividade de 260,2 U.g™'(+0,14) no tempo final de incubagéo.

Em estudo da caracterizagdo de protease de Aspergillus tamarri a
enzima obteve estabilidade a 40°C com atividade residual de 90% [20]. Valor
que condiz com esta pesquisa, onde a enzima manteve ao final da incubagéo
com 89,5% de sua atividade.

Ja nas temperaturas de 50, 55 e 60°C a enzima apresentou perda de
atividade a partir de 30 min, com atividade de 347,9 U.g™'(£0,07), 294,2 U.g’
(+0,05) e 230,6 U.g"(£0,04) respectivamente. Nos tempos seguintes de
incubagéo resuitou em perda de atividade para 19,47%, 17,98% e 0,72% no
tempo de 150 minutos de incubagao.

Ao investigarem o efeito do periodo de incubagio de lipase em
diferentes tempos, autores constataram que a méxima atividade lipolitica
ocorreu nos primeiros 30 min, observando uma redugdo com aumento do
tempo de incubagio [21]. Resultados que corroboram com o presente estudo.

As temperaturas de 65°C a 80°C na Figura 1, a enzima apresentou
perca de atividade também nos primeiros 30 min incubacédo, devido a
desnaturagéo proteica. Com atividade final de 0,37%, 0,34%, 0,20% e 0,0%
para as temperaturas de 65, 70, 75 e 80°C, respectivamente.

O mesmo aconteceu com o estudo da produgdo de enzimas
proteoliticas cultivadas de Armillaria mellea, onde temperatura de incubagéo

acima de 60°C a atividade decresceu rapidamente [22].

3.3 Estabilidade em pH
Os restultados dos ensaios de estabilidade frente a variagées de pH do

extrato bruto de protease produzido por Aspergillus oryzae NRRL 1911 por




fermentagdo em estado sélido em torta de canola séo apresentados na Figura
2.

Estabilidade em pH
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Fig. 2. Efeito da aplicagéo de diferentes pH na estabilidade enzimatica em intervalo de tempo
de 2 horas
A enzima mostrou estabilidade em ampla faixa de pH com atividade

significativa em 4,5 e pH 8,5 com valores de 350,6 U.g™ (+0,01) e 349 U.g”
(x0,00) respectivamente.

Utilizando as condigdes étimas de pH 7,0 foi observado no presente
estudo que a enzima apresentou um aumento de atividade de 64,14% (384,2
U.g" +0,01) em sua atividade. Na literatura utilizada como modelo comparagéo
da atividade proteolitica obtiveram 234,06 U.g' de atividade [18].
Demonstrando que com aplicagdo da condigdo 6tima da enzima ha um
aumento da atividade. Trabalhar nas condigdes otimizadas para a enzima,
assegura que a integridade do sitio de agdo da enzima, através da sua
conformacgao espacial.

Estudo da caracterizagdo proteolitica de Aspergillus oryzae, em
condigbes semelhantes a este estudo, mostrou que a enzima apresenta
estabilidade em pH préoximo a neutralidade. Resultado semelhante foram

obtidos por outros autores para o pH 7,0 [24,25].




Os autores de estudos relacionados ainda mencionam que uma das
caracteristicas mais importantes das enzimas, especialmente a enzima
industrial, estd em ser ativa numa ampla faixa de pH [23].

No estudo da caracterizagdo de protease, com Aeribacillus pallisus
incubados a 40°C por 2 horas, mostram que a enzima apresentou estabilidade
em ampla faixa de pH, que variaram de pH 5,0 a 12,0, com atividade residual
acima de 100% nos pH 7,0 e 8,0. Corroborando com o presente trabalho que
manteve sua atividade acima de 100% entre pH 7,0 e 8,0 [26].

Na faixa de pH é&cido a enzima teve expressiva estabilidade, mesmo
sendo considerada neutra devido ao seu 6timo pH de atividade ser 7,0. Tendo
maior atividade em pH 4,5 nesta faixa.

Autores ao avaliarem AMP aminase de Aspergillus oryzae a diferentes
pHs para estudo da estabilidade foi obtido estabilidade da enzima nos
intervalos de pH entre 4,0 a 6,0 [27]. Sendo observado o mesmo neste
trabalho, onde a enzima apresentou estabilidade nessa mesma faixa de pH,
com atividade maxima em pH 4,5 dessa faixa. Resultados em condigbes
semelhantes de microrganismos diferentes na mesma faixa de pH foram
reportados por outros autores {28,29].

Na zona do pH alcalino observou-se uma queda da atividade nos pH
de 7,5 e 8,0, sendo a maior atividade obtida em pH 8,5. Valores superiores de
pH a atividade decresce. Em pH 10 a enzima mantém apresentou atividade de
40,25% (94,2 U.g" +0,00) demonstrando parte das enzimas proteoliticas

permanecem ativas nesta faixa de pH.
4. Conclusao

A torta de canola apresentou-se como bom indutor na producdo de
enzima. A enzima foi estavel em temperaturas de 30°C a 45°C durante as duas
horas e meia de exposi¢édo, podendo ser considerada de bom desempenho e
podendo ser aplicada em processos industriais com temperatura brandas por
periodo longo. Foi estavel nas temperaturas de 50 e 55°C nos primeiros 30
min, podendo também ser aplicada em processos industriais com temperatura

médias por um periodo menor de exposi¢éo ao calor.




Quanto ao pH, a enzima mostrou ser estavel numa gama de pH como
maiores atividades em pH 4,5; 7,0 e 8,5. Com atividade de 49,79%, 64,14% e
49,1%, respectivamente. Portanto sendo uma enzima para aplicagdo na
indlstria em condigbes que utilize pH em torno da neutralidade com as demais

biocatalisadores.
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