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RESUMO

As proteases sdo uma das enzimas mais importantes industrialmente. Estas sdo responsaveis
pela digestdo de proteinas, sdo biocatalisadores proteoliticos, tém sido utilizadas por muitos
séculos em diversos ramos industriais como laticinios, panificagdo e detergentes. A
fermentacdo semi-solida desempenha um papel de destaque no aproveitamento de residuos
solidos, pois, em virtude do crescimento microbiano, ocorre a sintese de diversos compostos,
além de agregar elevado valor aos produtos. Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo
avaliar o uso do farelo de trigo e torta de canola em cultivo semi-solido com diferentes
estirpes de Aspergillus oryzae para producdo de proteases. As linhagens estudadas foram
Aspergillus oryzae IV CCBP001, A.oryzae NRRL 2217, A.oryzae NRRL 2220, A.oryzae
NRRL 1694, A.oryzae NRRL 5590. Para 0 meio com torta de canola a umidificacdo foi
realizada com a adicdo de 40 mL de &gua para 100 g de farelo, ja para 0 meio contendo farelo
de trigo a propor¢do de agua foi de 125 mL para 100g de torta. Foram transferidos 40 g do
meio para erlenmeyer de 500 mL e autoclavados a 121°C por 15 minutos. A umidade dos
meios foi determinada utilizando balanca de determinacdo de umidade modelo RADWAG
MAC 210. Os meios foram inoculados com suspenséo de esporos, utilizando volume de 1mL
e incubados em estufa a 30 °C durante 96 horas, sendo que as amostras foram retiradas a cada
24 horas. A atividade de protease foi realizada conforme descrita por Charney e Tomarelli
(1947). O meio contento farelo de trigo apresentou uma umidade de 57,47 %, j4 0 meio com
torta de canola a umidade foi de 34,43%. Todas as linhagens produziram proteases, a maior
producio foi identificada quando utilizou-se a torta de canola com atividade de 135 U.g™ com
0 A. oryzae NRRL 1911, e a produtividade de 2,76 U.g™>.h™* em 48 horas. No meio com farelo
de trigo detectou-se atividade méxima de 121 U.g™ em 48 horas, e produtividade de 2,52 U.g"
Lh™ com a linhagem de A. oryzae 2220. Dessa forma, o cultivo semi-sélido é um potencial
para a producéo de proteases empregando torta de canola e farelo de trigo como substrato. Em
termos de produtividade a linhagem NRRL 2220 obteve os melhores resultados em 48 horas e
24 horas fermentacdo em farelo de trigo e torta de canola respectivamente, quanto a atividade
de protease a linhagem NRRL 1911 foi a maior produtora com 72 horas de fermentagcdo em
torta de canola.

Palavras- chave: Fermentacdo semi-solida. Proteases. Aspergillus oryzae.



ABSTRACT

Proteases are most industrially important enzymes. These are responsible for the digestion of
proteins are proteolytic biocatalysts have been used for centuries in various industries such as
dairy, bakery and detergents. The semi-solid fermentation plays a prominent role in the use of
solid waste, since by virtue of microbial growth, occurs to the synthesis of various
compounds, besides adding high value to products. n this context, this study aimed to evaluate
the use of wheat bran and canola pie in semi-solid with different strains of Aspergillus oryzae
for production of proteases. The strains studied were Aspergillus oryzae IV CCBP001,
A.oryzae NRRL2217, A.oryzae NRRL2220, A. oryzae NRRL1694, A.oryzae NRRL 5590.
Means for canola meal humidification was performed by adding 40 ml of water to 100 g of
bran, as for the wheat bran medium containing the ratio of water was 125 mL per 100g of pie.
40 g of the medium were transferred to a 500 mL Erlenmeyer flask and autoclaved at 121 ° C
for 15 minutes. Moisture was determined using the means of determining moisture balance
model RADWAG MAC 210. The media were inoculated with the spore suspension using a 1
mL volume and incubated at 30 °C for 96 hours, samples were taken every 24 hours. Protease
activity was performed as described by Charney and Tomarelli (1947). The media containing
wheat bran had a moisture content of 57.47% since the middle of canola meal moisture was
34.43%. All strains produced proteases, the highest production was identified when used
canola meal with activity of 135 Ug™ with A. oryzae NRRL 1911, since the yield was 2.76
Ug™h™ in 48 hours. In medium with wheat bran was detected maximum activity of 121 Ug™
in 48 hours with productivity of 2.52 Ug™.h™ with the strain of A. oryzae 2220. Thus, the
semi-solid cultivation is a potential for protease production employing canola pie and wheat
bran as substrate. In terms of productivity the NRRL 2220 had the best results com 48 and 24
hours fermented wheat bran pie and canola respectively, and the activity of the protease
NRRL 1911 strain was the largest producer in 72 hours of fermentation from canola pie

Keywords: Semi-solid fermentation. Protease. Aspergillus oryzae.
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1INTRODUCAO

Os setores agro-industriais e de alimentos produzem grandes quantidades de
residuos, tanto liquidos como sélidos. Comprovou-se que esses residuos podem apresentar
elevados problemas de disposicao final e potencial poluente, além de representarem, muitas
vezes, perdas de biomassa e de nutrientes de alto valor. Ao contrario do que acontecia no
passado, quando residuos eram dispostos em aterros sanitarios ou empregados sem tratamento
para racdo animal ou adubo, atualmente, conceitos de minimizagdo, recuperacao,
aproveitamento de subprodutos e bioconversdo de residuos sdo cada vez mais difundidos e
necessarios para as cadeias agro-industriais (ROCHA, 2010).

A preocupacao com a crescente geracao de residuos nas atividades agroindustriais
no pais e no mundo levou a pesquisa a reflexdo acerca de métodos que podem ser criados
visando o aproveitamento desses residuos de forma a diminuir o impacto ambiental causado
pelas atividades industriais. Atualmente os processos biotecnoldgicos tém conquistado um
lugar de destaque no desenvolvimento tecnologico mundial, exibindo caracteristicas
econbmicas e operacionais que conferem vantagens em relacdo aos processos quimicos
convencionais. O uso desses processos possibilita a producdo de um grande nimero de
metabdlitos de interesse industrial, incluindo enzimas, as quais podem ser obtidas a partir do
reaproveitamento de recursos naturais e de residuos da agroindlstria que podem ser
encontrados em abundancia no Brasil, contribuindo assim, para a reducdo de problemas
ambientais (MACIEL, 2006).

Nesse contexto, a fermentagdo semissolida desempenha um papel de destaque no
aproveitamento de residuos sélidos, pois em virtude do crescimento microbiano, ocorre a
sintese de diversos compostos, € um bioprocesso que oferece a possibilidade de se utilizar os
mais diversos tipos de residuos, os quais podem ser favoraveis ao crescimento de micro-
organismos pela similaridade com ambientes naturais, contribuindo, também para a economia
do processo. Além disso, a produtividade é geralmente maior quando comparado com outros
processos (ROCHA, 2010).

A fermentacdo semi-solida (FSS) consiste em uma técnica de crescimento de
micro-organismos sobre e no interior de particulas porosas Umidas (suporte ou matriz solida)
na qual o conteudo de liquido contido na matriz solida deve ser mantido em valores de
atividade de agua que assegure o conveniente crescimento e metabolismo celular, mas que

ndo exceda a capacidade méxima de retencdo de agua na matriz (PALMA,2003).
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Dentre os principais produtos da fermentagdo semissolida figuram as enzimas, as
quais séo produzidas comercialmente principalmente a partir de micro-organismos, devido em
grande parte a diversidade dos mesmos, facilidade e controle operacional e maior rendimento
em relacdo aos processos extrativos de tecidos animais e vegetais. Os fungos filamentosos
destacam-se na producdo enzimatica, pois sdo mais adaptaveis a ao processo semi-solido,
além de crescerem com pouca &gua e muitos sélidos presentes, além de sua forma de
crescimento, por meio de hifas, favorecer a colonizacdo do meio (MACIEL,2006).

Varios grupos de micro-organismos sdo capazes de produzir proteases por
processos de fermentacdo devido ao seu crescimento rapido. As proteases microbianas sdo
importantes porque elas atuam sobre diversos substratos especificos, podendo ser usadas em
diversas areas de bioguimica e biotecnologia. As proteases Sdo enzimas que ocupam uma
posicdo central com respeito as suas aplicacdes, constituem um dos grupos mais importantes
de enzimas industriais, sendo utilizada nas industrias de detergente, carne e de laticinios,
representando aproximadamente 60% do mercado total de enzimas (KUMAR et al., 2005).

Neste contexto, este trabalho propde a utilizacdo da torta de canola e farelo de
trigo como substrato para producdo de proteases por fermentacdo semi-sélida assim como
selecionar a linhagem de fungos do género Aspergillus que apresente maior producdo de
protease nas condic¢des determinadas.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Avaliar o uso do farelo de trigo e a torta de canola na producdo de proteases por

fermentacao semi-solida utilizando diferentes linhagens de Aspergillus oryzae.

2.2 Objetivos especificos

e Selecionar uma linhagem de Aspergillus oryzae dentre as seis linhagens
estudada potencialmente produtora de proteases.
e Auvaliar qual substrato é mais eficiente para producao de proteases.

e Determinar o melhor tempo de fermentacao para cada linhagem de A. oryzae
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3REVISAO DA LITERATURA

3.1 Fermentacéo Simi-sdlida

A utilizacdo da fermentacdo semissélida (FSS) e seus principios para a producao
de alimentos esta relatada desde o ano 1000 a. C., na China, onde se produzia molho de soja.
No ano 500 a.C., os chineses, iniciaram a producdo de “Chiang”, que ¢ obtido a partir da FSS
e no Japdo e sudoeste da Asia, desde 1000 a.C esse tipo de fermentacdo ja era utilizada
(ARAUJO, 2004).

O termo fermentacdo semi-sélida, ou fermentacdo em estado solido (FSS), ou
fermentacdo em meio semi-sélido € definido como o processo de crescimento de micro-
organismos sobre substratos solidos sem a presenca de agua livre no meio. A agua presente
nesses sistemas encontra-se ligada a fase sélida, formando uma fina camada na superficie das
particulas (RAIMBAULT, 1998; PANDEY, 2003).

Segundo Palma (2003), a fermentacdo semi-sélida consiste em uma técnica de
crescimento de micro-organismos sobre particulas porosas uUmidas. O interior dessas
particulas funcionam como suporte ou matriz sélida na qual o contetido de liquido contido na
matriz sélida deve ser mantido em valores de atividade de dgua que assegure 0 conveniente
crescimento e metabolismo celular, mas que ndo exceda a capacidade maxima de retencédo de
agua na matriz.

Para Pandey (2003) na fermentacao semissolida o substrato ndo fornece apenas 0s
nutrientes para 0s micro-organismos, ele age também como suporte para 0 crescimento
celular. Os substratos para FSS séo, em geral, residuos ou subprodutos agroindustriais. Sao
recursos naturais produzidos em grandes quantidades, e se ndo forem reaproveitados podem
tornar-se problemas ambientais. A estrutura desses materiais tem como seus principais
componentes celulose, hemicelulose, lignina, amido, pectina e proteinas, 0 que 0s caracteriza
como materiais extremamente heterogéneos, e que servem como fonte de carbono para o
crescimento dos micro-organismos.

O Brasil apresenta um grande potencial para a produgdo agricola. Os setores agro-
industriais e de alimentos produzem grandes quantidades de residuos ou subprodutos tanto
liquidos como sélidos. Esses residuos séo potenciais poluentes, ao descartar esses residuos, ha
perdas de biomassa e de nutrientes de alto valor. Dessa forma, a fermentagdo semi-sélidas e
apresenta como uma tecnologia capaz de propor caminhos alternativos para os residuos

gerados, diminuindo possiveis problemas ambientais, bem como de agregar valor a essas
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matérias-primas, por meio da producdo de substancias de interesse econdmico, como enzimas,
acidos organicos, aromas, pigmentos e agentes de controle bioldgico de pragas, entre outros, e
com isso contribuir para uma maior diversificagdo do agronegdcio nacional
(SANTANA,2012).

No Brasil desde 1986, uma série de projetos de pesquisa estdo sendo realizados
para a agregacdo de valor a produtos agricolas tropicais e subprodutos por fermentagdo semi-
solida, estas pesquisas estdo sendo desenvolvidas devido as grandes quantidades de residuos
gerados nos setores agro-industriais e de alimentos por este pais (SOCCOL;
VANDENBERGHE, 2003).

A técnica de fermentacdo semissélida tem sido extensamente explorada devido as
vantagens oferecidas no cultivo de fungos filamentosos. O grande potencial para o
reaproveitamento desses residuos € principalmente a producdo de enzimas através de fungos
filamentosos, os quais tém recebido a maioria das atengdes nas pesquisas, pois apresentam
capacidade de crescimento em baixos niveis de agua e as condicGes de cultivo se assemelham
com o habitat natural dos fungos. A matéria organica presente nos residuos é usada como
fonte de energia para o crescimento e 0 carbono para a sintese de biomassa celular e dos
produtos do metabolismo microbiano (GRAMINHA et al., 2008; HASAN, 2002).

O processo semi-sélido apresenta algumas limitagdes, que devem ser
consideradas. Sendo este um processo exotérmico, ha dificuldade de remocéo do calor gerado
pelo metabolismo microbiano. Além disto, a heterogeneidade da mistura na FSS dificulta o
controle do crescimento celular e de parametros como temperatura, pH, agitacdo, aeracdo e

concentragéo de nutrientes e produtos (PALMA, 2003).

3.2 Fatores que influenciam na fermentacao semi-solida

Hé aspectos importantes que devem ser considerados no desenvolvimento geral de
um bioprocesso quando se utiliza fermentacdo semi-sélida. Esses fatores incluem selegdo de
micro-organismos e substratos adequados, otimizacao dos parametros de processo, isolamento
e purificacdo do produto. Além disso, a umidade do meio, a temperatura e o pH sdo fatores
que determinam o rendimento e a qualidade do produto final (MACEDO, 2008).

Segundo Pandey (2002), o controle de determinadas variaveis se faz necessario
para a obtencdo de produtos com caracteristicas constantes e uniformes. Nesse contexto, a
observagdo desses fatores e o controle em relacdo a cada um deles oferece um melhor

resultado no processo de fermentacdo semi-solido.



17

3.2.1 Sele¢do do Substrato

Os substratos utilizados no processo de fermentacdo semi-sélida sdo simples, séo
usados geralmente residuos agroindustriais ricos de carboidratos ou proteinas. Quando ha
necessidade é adicionado 4gua ao meio, ou nutrientes para fornecer carbono e nitrogénio ou
minerais (PANDEY, 2003).

A selecdo adequada do substrato é de fundamental importancia para o sucesso de
qualquer tipo de fermentacdo. Selecionar e definir a natureza do substrato sélido empregado
na FSS depende de Vvérios fatores, principalmente aqueles relacionados ao seu custo e
eficiéncia. Neste contexto, a utilizacdo de subprodutos agroindustriais torna-se um atrativo
para este processo. A aplicacdo destes materiais em bioprocessos tornou-se importante sob o
ponto de vista ambiental, reduzindo problemas relacionados ao seu manejo inadequado e
consequentes danos ambientais. Além disso, seu baixo custo e grande disponibilidade fazem
dos mesmos excelentes matérias-primas alternativas para varios processos industriais.
(SILVA et al., 2005).

As investigacdes sobre a selecdo de um substrato adequado, na fermentacédo
semissdlida concentram-se principalmente em torno de culturas e residuos agroindustriais
tropicais. Os substratos solidos utilizados séo constituidos basicamente, de polimeros
organicos que se caracterizam pela insolubilidade em agua e pela capacidade de promover o
crescimento microbiano, mesmo sem a adi¢do de nutrientes suplementares. Dentre estes estdo
as culturas como a mandioca, soja, beterraba, batata doce e sorgo. Nesse contexto, farelos,
cascas, bagacos e outros sdo materiais também sdo considerados viaveis para a bio-
transformacdo. S&o recursos naturais renovaveis e produzidos em grandes quantidades,
algumas vezes, faz com que se tornem um problema ambiental (PANDEY; SOCCOL,;
MITCHELL, 2000).

A escolha do meio de cultura é tdo essencial para o sucesso do processo
fermentativo quanto a escolha do micro-organismo. Nem sempre 0 meio que permite o
melhor desenvolvimento do micro-organismo favorece a formagdo dessas enzimas. A
producdo otimizada e os parametros que afetam a sintese enzimatica devem ser investigados
sempre, pois as condi¢cdes 0timas variam entre os diferentes micro-organismos, assim como
para diferentes enzimas (BRAVO et al., 2000).
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3.2.2 Selegdo do micro-organismo

A selecdo adequada do micro-organismo € um dos fatores mais importantes
quando se trata de FSS. Pois estes devem possuir alta eficiéncia na conversao do substrato em
produto, além de permitir a liberacdo rapida para o meio. Além disso, ndo devem produzir
substancias incompativeis com o produto (PANDEY, 1992).

Segundo Costa (1996) os micro-organismos mais usados em FSS sdo os fungos
filamentosos, por possuirem grande capacidade de crescer na auséncia de agua livre,
versatilidade nas aplicacdes e facilidade de adaptacdo e manipulagéo.

Fungos filamentosos tais como Mucor, Rhizopus, Aspergillus e Penicillium séo os
mais importantes utilizados na FSS, pois crescem naturalmente em frutas e grdos ou sobre

residuos agricolas lignoceluldsicos e amilaceos (NIGAM; SINGH, 1994).

3.2.3 Umidade e Atividade de agua

Na FSS, a 4gua esta relacionada a dois pardmetros que sdo a atividade de agua
(aw) e a umidade. A a, € um parametro termodinamico relacionado ao potencial quimico da
agua, ou seja, a quantidade de moléculas de &gua disponiveis nas vizinhangas imediatas das
particulas do substrato. J& a umidade, diz respeito a porcentagem de agua na massa total do
meio. Para o entendimento da FSS, a umidade tem se mostrado menos elucidativa que a
atividade de agua, pois esta Ultima afeta diretamente o crescimento microbiano e a sintese de
metabolitos (PINTO et al., 2005).

A agua representa um papel primordial na FSS, pois é responsavel pela difusdo de
solutos, gases e metabolitos inibitorios, bem como pela absorcao celular. A umidade do meio
e a atividade de agua influenciam no processo semi-sélido, pois 0 micro-organismo possui um
limite de agua para desenvolver suas atividades metabolicas e seu crescimento. Uma pequena
variacdo nos valores 6timos causa um grande distdrbio no crescimento e no metabolismo dos
micro-organismos (PANDEY, 2003).

Na FSS a quantidade de &gua presente no meio é funcdo da capacidade de
retencdo da fase solida, esta quantidade deve ser suficiente para 0s micro-organismos se
desenvolverem sem destruir a estrutura solida ou reduzir a porosidade do substrato ou do
suporte. O teor de agua ideal para o crescimento celular deve formar uma pelicula de 4gua na

superficie, facilitando assim a dissolucdo e a transferéncia de nutrientes e oxigénio do meio
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para 0 micro-organismo. Porém, 0s espacos entre as particulas devem permanecer livres para
permitir a aeracdo do meio e a dissipagéo de calor (GERVAIS; MOLIN, 2003).

O nivel de umidade do substrato € um dos fatores que mais influenciam o
processo e varia de acordo com a natureza do substrato, tipo de produto final e necessidade do
micro-organismo. A umidade representa a porcentagem de agua na massa total de meio. O
teor de umidade do substrato deve variar entre 12% até cerca de 80%. Abaixo do limite
minimo, 0s micro-organismos ndo se desenvolvem (SANTOS 2007).

Dessa forma, atividade de &gua a, € um dos fatores que determina o micro-
organismo a ser utilizado na fermentagdo semi-solida. Os valores de a,, na ordem de 0,95 —
0,98 podem ser considerados tipicos para os meios das fermentacdes semi-sélida. Este nivel
de a, € ideal para o crescimento de fungos, especialmente os filamentosos (MITCHELL,;
KRIEGER; STUART, 2000).

Altos valores de umidade podem causar aglomeragdo das particulas sélidas,
reduzindo a porosidade do meio e restringindo a difusdo de gases. Os baixos valores de
umidade permitem que substancias alcancem concentrac@es inibitérias no meio, limitando o
crescimento dos micro-organismos (MITCHELL;BEROVIC;KRIEGER, 2002).

3.2.4 Temperatura

A FSS é caracterizada por ser um processo exotérmico, pois grandes quantidades
de calor sdo liberadas, dessa forma, a temperatura é diretamente proporcional a atividade
metabdlica do micro-organismo. Para os fungos filamentosos, a temperatura influencia
diretamente na germinacdo dos esporos, crescimento e formacéo de produtos. A temperatura é
um fator critico, devido ao acumulo do calor metabdlico gerado, nesse contexto, o calor
gerado deve ser dissipado. J& que altas temperaturas ndo sao favoraveis para o crescimento
dos micro-organismos e para a formacéo do produto (PINTO et al., 2006).

Em fermentacdo semissdlida é essencial o controle da temperatura do sistema, na
faixa propicia ao crescimento do micro-organismo, para possibilitar a eficiéncia do processo.
As temperaturas muito baixas sdo desfavoraveis ao crescimento dos micro-organismos e a
outras rea¢des bioquimicas. Ja as temperaturas elevadas afetam a esporulagéo e o crescimento
celular (HASAN et al., 1998).

A maioria dos micro-organismos utilizados no processo semi-sélido sdo
mesofilos, com uma temperatura étima de crescimento em torno de 30°C. Nesse contexto,

elevadas temperaturas do meio levam a uma reducdo no crescimento microbiano,ou até a
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interrupcdo na producdo de substdncias de interesse. A secagem do meio sdlido é outro
problema ocasionado por aumentos na temperatura, com diminui¢do dos niveis de umidade do
meio. Isso pode conduzir a diminuicdo nos valores de a,, tornando-os inibitorios ao
crescimento celular. Dessa forma, o controle da temperatura durante o processo fermentativo
precisa ser rigoroso, € o maior problema encontrado na FSS. Para tanto, a escolha de
biorreatores e condi¢Ges operacionais adequados é fundamental para a boa condugdo do
processo (RODRIGUES, 2005).

A producdo de enzimas depende da temperatura, mas nem sempre a temperatura
Otima da sintese de uma determinada enzima coincide com a temperatura Otima de
crescimento de micro-organismo. E preciso considerar que a temperatura 6tima da atividade
de uma enzima para um substrato pode diferir da temperatura 6tima de crescimento e daquela
da sintese enzimatica (FEDATTO, 2004).

3.25pH

O pH durante o processo semi-sélido € um dos pardmetros mais criticos, no
entanto dificilmente se conseguira controla-lo devido a heterogeneidade e a consisténcia do
material (DEL BIANCHI, 1990).

E um dos pardmetros que deve ser avaliado para a escolha do micro-organismo a
ser utilizado, ja que existem valores de pH minimo, 6timo e maximo para o desenvolvimento
de cada micro-organismo. Geralmente os fungos preferem pH baixo (4,5 — 6,0) e as bactérias
pH préximos a neutralidade (6,5 — 7,0). O pH do meio afeta 0 metabolismo dos micro-
organismos por alterar sua producdo enzimatica. Embora o pH seja um fator relevante para a
otimizacdo dos processos semi-sélidos o controle e monitoramento deste parametro durante a
FSS, ndo € facil de ser realizado (PERAZZO NETO, 1999; PANDEY, 2003).

No entanto, muitos meios de cultivo utilizados em FSS apresentam uma boa
capacidade tamponante, diminuindo a necessidade de controle desta varidvel (PALMA,
2003). Lonsane et al.(1985) mencionam que em cultivos em estado s6lido, 0 monitoramento
e o controle desta variavel geralmente ndo sdo feitos, devido as dificuldades técnicas, e este
problema muitas vezes é evitado com o uso de substratos com elevada capacidade

tamponante.

3.3 Fungos filamentosos
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Os fungos se apresentam em grande variedade de formas e tamanhos. Os
cogumelos, o fermento biologico usado na culinaria e o bolor de pdo sdo alguns fungos bem
conhecidos no cotidiano. Estima-se que existam em torno de 1,5 milhdes de espécies de
fungos, mas apenas cerca de 72 mil ja foram descritas. Os fungos vivem em praticamente
todos os ambientes, mas principalmente onde ha matéria organica em abundancia, ja que,
diferentemente das plantas precisam de uma fonte externa de alimento. Nas florestas tropicais,
uma simples folha esta sujeita a invasdo de milhares de esporos de fungos, e estes podem se
desenvolver na superficie dos o¢rgdos das plantas ou penetrar nos tecidos (OKI,
FERNANDES, 2008).

Representam 0 grupo mais importante de micro-organismos utilizados em
processo semi-solido devido suas propriedades fisiologicas e bioquimicas. Apresentam
crescimento com formacdo de hifas que favorece a colonizagdo do meio, apresentam
tolerdncia a baixa atividade de agua e altas pressées osmoticas (RAIMBAULT, 1998; DEL
BIANCHI, 1990).

Em substratos sélidos podem crescer diferentes tipos de micro-organismos como
bactérias, leveduras e fungos filamentosos. A facilidade de crescimento em meios com baixos
valores de pH e pequena quantidade de &gua, além de possuirem a capacidade de produzir
esporos, o0 que facilita o preparo do inoculo e a estocagem das células na forma vegetativa
por longos periodos de tempo, sdo caracteristicas que fazem com que os fungos filamentosos
sejam mais atrativos para utilizacdo na fermentacdo semissolida (MITCHELL et al., 2000;
DURAND, 2003).

A producéo de enzimas por fungos filamentosos é influenciada pelas condic6es de
cultivo, em particular da umidade do meio de cultura, tipo de fonte de nutrientes, temperatura
de cultivo, além de outros fatores (COUTO,2006). Espécies do género Aspergillus produzem
grande nimero de enzimas extracelulares, muitas das quais sdo aplicadas na biotecnologia
(KNUF; NIELSEN, 2012).

Na fermentacdo semi-solida, os fungos representam 0s micro-organismos mais
promissores, pela variedade de produtos de seu metabolismo e devido ao desenvolvimento na
forma de hifas que permite a eles maior penetragdo no substrato e nas regifes porosas entre
particulas da matéria-prima, sendo a espécie de Aspergillus Niger de grande destagque
(RODRIGUES et al., 2009).
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Mais de 200 espécies de fungos do género Aspergillus podem ser encontradas na
natureza. Sdo fungos aerdbicos, amplamente utilizados na producgdo de alimentos e produtos

como acidos gluconico, citrico e galico (LIMA, 2012).
3.3.1 Aspergillus oryzae

O Aspergillus oryzae € um fungo filamentoso utilizado na culinaria e na producédo
de bebidas alcodlicas (LIMA, 2013). Ndo produz aflatoxinas e sua longa historia de uso na
inddstria alimentar provou sua seguranca. O A. oryzae tem genes envolvidos no metabolismo,
particularmente aqueles para a sintese secundaria dos metabdlitos. O Aspergillus oryzae tem a
maior extensao de genes hidroliticos, codificados como proteases alcalinas, acidas e neutras
(MACHIDA et al., 2005).

O Aspergillus oryzae produz proteases acidas, neutras e alcalinas. As proteases
fangicas sdo ativas numa faixa ampla de pH que vai de 4 a 11 e exibem ampla especificidade
para o substrato, no entanto possuem baixa tolerancia ao calor (RAO et al., 1998).

Estirpes de Aspergillus oryzae sdo conhecidas na literatura por se desenvolver em
culturas em estado sélido, em especial relacionadas a culinaria japonesa. Além disso, a
espécie é descrita como sendo capaz de produzir e secretar grande nimero de proteinas, em
especial enzimas, fato também apontado pela analise do genoma do micro-organismo. Além
disso, sabe-se que 0A. Oryzae secreta um nimero maior de proteinas quando crescido em
estado sélido quando comparado ao crescimento em estado liquido (MACHIDA et al, 2008).

O genoma de A. oryzae foi completamente sequenciado por Machida (2005) e
colaboradores. Quando comparado com o genoma de duas outras espécies do género
Aspergillus, A. nidulanseA. fumigatus, foi constatado que o genoma de A. oryzae é de 25 a
30% maior do que das outras duas espécies citadas. Este aumento é notado principalmente em
COGs (cluster ofortologousgroup) relacionados ao metabolismo, em especial ao metabolismo
secundario.

Estudos realizados por Chutmanop (2008) e colaboradores estudaram a producéo
de proteases por Aspergillus oryzae em fermentacdo semi-solida utilizando farelo de arroz
tailandés, verificou-se que o teor de umidade inicial teve um efeito mais forte sobre a
producdo de proteases do que pH inicial. A maior atividade de protease foi de 1200U.g™
alcancada dentro de 4 dias de fermentagdo, com uma proporcao de 0,33 de farelo de trigo e

teor de umidade de 50%, o pH inicial de 7,5 e a temperatura de incubagéo de 30 °C. A adicédo
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de farelo de trigo foi necesséria devido a porosidade do farelo de arroz tailandés ser
insuficiente.

A producdo de proteases e amilases foi investigada, utilizando o Aspergillus
oryzae o koji como substrato, contendo 60% de soja e farelo de trigo, com o objetivo de
aplicar esse substrato para acelerar a producdo de molho de peixe que dura em torno de 2
anos. Verificou-se que atividades de proteases neutras e alcalinas de koji aumentou
rapidamente ap0s 24 horas de fermentacdo. Apos 48 horas de fermentacdo, o koji de soja
apresentou a maior atividade protease neutra a 84,38 U/g de peso seco. No entanto, a
atividade da protease alcalina foi levemente aumentada e a atividade foi menor do que
protease neutra. A maior atividade protease alcalina foi encontrada no final da fermentagéo
periodo em 41,35 U/g de peso seco. Dessa forma os autores concluiram que o koji de soja
fermentado a 48 horas pode ser utilizado como uma fonte de enzima ativada para acelerar a
fermentacdo molho de peixe (CHANCHAROONPONGA;SHEUB;HSIEHB, 2012).

Castro, Freitas e Pinto (2009) investigaram a producéo de protease por Aspergillus
oryzae IV em fermentacdo semissolida utilizando diferentes residuos agroindustriais como
substrato (torta de canola, torta de girassol, farelo de trigo, pelicula da casca da castanha de
caju, farelo de soja e farelo de algodao) e avaliaram o efeito da adicdo de diferentes volumes
de &gua sobre a sintese da enzima. Os autores verificaram que dentre os residuos avaliados, 0
farelo de algoddo permitiu uma maior sintese enzimatica, alcancando 290,9 U.g™* de protease
em 48horas de fermentacdo, e o meio formulado continha 25mL de agua para 100g de
residuo. Eles concluiram também que a adicdo de volumes maiores de agua aos substratos
prejudicou a producdo da enzima pelo micro-organismo com exce¢do do farelo de trigo que
aumentou a sintese da enzima com maiores volumes de agua.

Sabe-se que para a producdo de proteases, a presenca de um alto teor de proteinas
no meio de cultivo, pode servir como indutor para a producdo dessa enzima pelo micro-
organismo. Dessa forma Castro e Pinto (2009) estudaram a influéncia da composicdo do
substrato utilizado. O estudo foi realizado com o micro-organismo A. Oryzae IV e como
substrato tortas de girassol: uma com alto teor de lipideos e a outra submetida a um processo
de deslipidificacdo parcial. Os resultados que foram encontrados mostraram que a sintese de
proteases por A. oryzae IV em fermentacdo semi-sélida foi influenciada pela composicao
fisico-quimica dos residuos, onde a torta de girassol submetida ao processo de
deslipidificacdo mostrou-se mais adequada para a sintese de proteases, alcancando producéao

méxima de 270 U.g™* em 48horas de fermentac&o.
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3.4 Enzimas

Quimicamente, as enzimas sdo proteinas com uma estrutura quimica especial,
contendo um centro ativo, denominado apoenzima, e um grupo ndo protéico, denominado
coenzima. As enzimas sdo substancias coloidais termolabeis de peso molecular relativamente
elevado, formadas por moléculas de proteinas composta de cadeias entrelagadas de
aminoacidos. Enzimas sdo, portanto, biocatalisadores das reacGes organicas. A velocidade da
reacdo catalisada é proporcional a concentracdo de enzimas. As enzimas estdo sendo cada vez
mais aplicadas em diferentes setores industriais, destacando-se as industrias de alimentos e
bebidas, téxtil, papeleira e farmacéutica, devendo-se isto, principalmente, a algumas
vantagens operacionais como especificidade de reacdo e alta eficiéncia de converséo, com
pouca formacdo de metabdlitos secundarios. Destaca-se, ainda, que as reacdes enzimaticas,
via de regra, acontecem em condicBes brandas de temperatura e pH, o que significa, para as
industrias, uma reducéo nos custos operacionais (PALMA, 2003).

A producdo mundial de enzimas é um crescente dominio da biotecnologia, com
vendas anuais de aproximadamente 2 bilhdes de dolares. Nos ultimos 40 a 50 anos o uso de
fungos filamentosos para producéo industrial de enzimas cresceu rapidamente. Entre esses, 0s
fungos do género Aspergillus sdo os mais empregados na producédo de enzimas extracelulares
(LIMA, 2012).

A aplicagdo industrial de enzimas é determinada pela sua atividade,
especificidade, estabilidade de armazenamento, disponibilidade e custos. A atividade de uma
enzima € influenciada pela sua concentracdo e do substrato, concentracdo de cofatores,
presenca e concentracdo de inibidores, potencial idnico, pH, temperatura e tempo de reacédo
(FREITAS, 2009).

Uma das caracteristicas notaveis das enzimas quando comparadas com
catalisadores quimicos sdo a especificidade pelo substrato e a especificidade em promover
somente uma reacdo bioquimica com seu substrato, em condi¢Bes brandas de reacdo e
menores problemas ambientais e toxicologicos. Elas sdo divididas em seis grandes classes,
baseadas no tipo de reacdo que elas catalisam. As seis classes representativas das enzimas
industriais sdo: Oxiredutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases (SANTOS,
2007).

O desenvolvimento do processo de producdo de enzimas, em escala industrial, de

qualidade satisfatoria e custos que permitam sua comercializagdo, requer um trabalho
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laborioso, caro e interdisciplinar. Faz-se necessario o conhecimento técnico-econémico da
relacdo entre linhagem, o meio de producdo, o processo de fermentacdo, os métodos de
recuperacdo e a demanda de mercado (ROCHA,2010).

A producdo de enzimas por processos fermentativos € um vasto campo da
biotecnologia no qual ainda tem muito para se conhecer e explorar. Estes processos
viabilizam economicamente a producdo de enzimas em quantidades industriais. Sistemas de
fermentacdo semi-solida (FES) e liquida ou submersa (FSM) tém sido utilizados para
producdo de proteases (SANDHYA et al., 2005)

3.4.1 Proteases

Dentro da classe das Hidrolases, encontra-se a subclasse das enzimas proteoliticas
ou proteases, enzimas que hidrolisam ligac6es peptidicas de proteinas e peptideos(RAO et al.,
1998). Possuem um importante papel em todos os processos fisioldgicos, indo da quebra geral
de proteina para nutriente a regulacdo da morte celular programada (POZA et al., 2001).

As proteases podem ser empregadas em varios ramos industriais, dentre eles
pode-se citar: Panificacdo para hidrolisar o glaten, indUstria de carne no processo de
amaciamento, inddstria de queijos no desenvolvimento de sabor, aroma e textura dos mesmos.
Além disso, podem ser usadas em formula¢BGes para uso hospitalar para digerir e dissolver
residuos organicos. Na panificacdo, também sdo utilizadas para hidrolisar o glaten para a
obtencdo da maciez da massa (ROCHA, 2010).

A maior aplicacdo de proteases ocorre na industria de detergentes, processamento
de carne e queijo, recuperacdo de prata em filme fotografico, producdo de medicamentos,
processamento de residuos proteinaceos e sintese de peptideos (ANDRADE et al., 2002).

As proteases constituem um dos grupos mais importantes de enzimas industriais,
sendo utilizadas em diversos segmentos da industria e representam aproximadamente 60% do
mercado total de enzimas (KUMAR et al., 2005).

As proteases constituem um grupo muito grande e complexo de enzimas, que
diferem em propriedades, tais como especificidade de substrato, sitio ativo e mecanismo
catalitico, pH e temperatura 6tima perfil de estabilidade. A especificidade da enzima
proteolitica é regulada pela natureza do aminoécido e outros grupos funcionais a ser
hidrolisado. As proteases sdo presente em todos os seres vivos e desempenham um papel
importante em condigdes fisioldgicas normais e anormais, catalisando varias reacdes

metabolicas. Este grupo é significativa a medida que ndo sO governa reacOes proteoliticas,
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mas também regula vérias cascatas enzimaticas, o que acaba levar a todas as reagdes
metabdlicas envolvendo a desagregacdo de gorduras e hidratos de carbono (SUMANTHA;
LARROCHE; PANDEY, 2006).

As proteases podem ser de origem animal, microbiana e vegetal, as primeiras séo
aquelas preparadas em grandes quantidades. Sua producdo geralmente depende da
disponibilidade de gado para o abate. As principais proteases de origem animal s&o tripsina
pancreatica, quimotripsina, pepsina e quimosina (RAO et al., 1998).

As proteases de origem vegetal sdo dependentes de alguns fatores, como a
disponibilidade de uma grande &rea para o cultivo e as condi¢des climaticas para o 6timo
crescimento. As proteases vegetais mais conhecidas sdo a papaina e a bromelina, das quais a
papaina tem longa histdria de uso. Séo ativas em pH 5,0 a 9,0 e estaveis as temperaturas de
80°C a 90°C (RAO et al., 1998).

As proteases de origem microbiana representam a principal fonte de proteases
comercializadas, devido a sua ampla diversidade bioquimica. De maneira geral, 0s micro-
organismos sao preferidos 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 (RAO et al., 1998). As proteases microbianas sdo importantes porque
elas atuam sobre diversos substratos especificos, podendo ser usadas em diversas areas de
bioquimica e biotecnologia (BARATA et al., 2002).

A producdo de enzimas proteoliticas microbianas por processo fermentativo
geralmente sdo extracelulares, que podem ser produzido tanto por fermentacdo submersa e
fermentacdo semi-sélida. S&o a Unica classe de enzimas que ocupam uma posi¢cdo central
devido as suas aplicacdes fisioldgicas e comercial. Sua grande diversidade, e especificidade e
sua faixa de acdo tém atraido a atencdo de biotecnologistas no mundo (POZA et al, 2001).

Existe um grande grupo de micro-organismos que sintetizam proteases durante a
fermentacdo devido ao seu crescimento rapido, com aplicacdo em diversos campos
industriais. Micro-organismos também sdo preferidos em relagdo a plantas e animais, devido a
sua facilidade de manipulacdo genética, gerando novas enzimas com uma caracteristica
especifica ou simplesmente para superproducdo da enzima (POZA et al., 2001; RAO et al.,
1998).
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3.5 Torta de canola

A canola (Brassicanapus L. e Brassicacampestris L.) e uma oleaginosa
pertencente a familia das cruciferas e ao género Brassica. O nome vem de CANadianQil,
LowAcid (canola) e encontra-se oficialmente definida nas normas canadenses de alimentos e
sementes(TOMM, 2007).

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 o uso da
marca exigiam que o 0leo tivesse menos de 2% de acido erucico e os componentes sélidos da
semente deviam conter menos de 30 u moles de glucosinolato por grama (ALBUQUERQUIE,
2006).

A canola é uma oleaginosa de inverno, originada do melhoramento genético da
colza, e que contém baixos niveis dos fatores toxicos, acido erdcico e glucosinolatos. E
indicada para rotacdo de culturas, paradiversificagdo agricola e como cobertura vegetal para
proteger o solo durante o inverno. Dela se extrai 0 6leo de canola, que vem a ser o produto
mais saudavel para esta categoria pelos baixos teores de gordura saturada (BERTOL;
MAZZUCO, 1998).

A canola vem sendo cultivada no Brasil desde 1974, as regides de destaque na
producdo de canola sdo: Sul e Centro-Oeste. A espécie cultivada no pais é uma selecdo
geneticamente modificada da colza (Brassicanapus). E uma oleaginosa da familia crucifera
que possui de 40-46% de 6leo no gréo, e de 34-38% de proteina no farelo. Além do alto teor
de oleo, apresenta excelente qualidade pela composicdo em &cidos graxos. O interesse dos
produtores no plantio de canola tem crescido em funcdo da garantia de compra e preco pago,
constituindo-se alternativa de cultura de inverno (TOMM, 2007).

As plantac@es brasileiras de canola concentram-se, principalmente, no Rio Grande
do Sul e Parana, mas também com algumas lavouras no Mato Grosso do Sul e Santa Catarina.
A cultura vem apresentando um leve aumento de area e producdo para asafra de 2014. O
aumento de area e producdo, principalmente no Rio Grande do Sul, foi motivada por um
clima mais favoravel na época do plantio. No “Oitavo Levantamento de Safra”, realizado pela
Conab, em maio de 2013, estimou-se uma producéo para a safra 2012/2013 em torno de 60,5
mil toneladas, devendo provavelmente ficar em 16,3% maior que a safra de 2012, com area
estimada em 43,8 mil hectares aumento de 3,3%. Quanto a produtividade é previsto 1.381
Kg/ha, com aumento de 12,6%, se comparada com a da safra 2011/2012 (CONAB, 2013).
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Segundo a EMBRAPA Trigo (2007), a Europa é onde se concentra a principal e
maior producdo de canola mundial, com destaque para a Alemanha, que é a principal
produtora de biodiesel. Com base na canola (rape seed), os alemaes estruturaram um
importante programa de producdo de 6leo diesel vegetal que, em 2007, foi responsavel por
gerar um milhdo de toneladas do combustivel. A canola é a terceira oleaginosa mais
importante no agronegdcio mundial. Desta forma, ela é cultivada extensivamente na Europa,
Canada, Asia, Austrdlia e Estados Unidos. Duas espécies dominam a producéo:
Brassicanapus Le Brassica rapa L.

A torta de canola é um subproduto do processo de extracdo do 6leo de canola,
apresentando como uma excelente fonte de proteina, 34 a 38%, e constituindo um excelente
suplemento proteico na formulacdo de racGes para bovinos, suinos, ovinos e aves
(OLIVEIRA; FURTADO, 2001).

As caracteristicas fisicas e quimicas da torta de canola durante o processo de FSS,
para sintese de proteases foram determinadas por Freitas (2009) e colaboradores. Houve uma
reducdo no teor de proteina durante o processo, no inicio do processo apresentou valor de
49,05% e em 96 h de 42,08% sendo utilizado pelo micro-organismo para crescimento e
formagdo da enzima. Houve uma diminuicéo da umidade, no inicio encontrava-se em torno de
38% e ao final obteve-se uma umidade de 35%, este fato ocorreu devido ao ressecamento do
meio durante o periodo fermentativo. Os valores de atividade de 4gua também decresceram ao
longo do periodo fermentativo. A concentracdo de amido também foi diminuida durante o
processo fermentativo, segundo os autores este componente foi utilizado para formacdo da
biomassa microbiana. O pH do meio sofreu um aumento durante a fermentacdo, apresentou
valor de 5,93 em 0 h e 7,0 em 96 horas, este aumento relatado pelos autores pode esta
relacionado as caracteristicas da enzima sintetizada pelo fungo em estudo.

A Torta de canola foi usado como substrato para sintese de proteases por Freitas
(2009), no estudo foi testado as linhagens de Aspergillus Niger e Aspergillus oryzae 1V.
Todas as linhagens estudadas produziram proteases. A maior atividade foi obtida em 48 horas
com Aspergillus oryzae IV, sendo de aproximadamente 60 U.g™ durante todo o processo
fermentativo. Quanto a adi¢cdo de agua a melhor producdo foi obtida nos meios com

proporcao de 40 mL de 4gua para 100 g de torta na temperatura de incubacéo de 20°C.
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3.6 Farelo de Trigo

O trigo ocupa o primeiro lugar em volume de producdo mundial, sendo aplicado a
uma enorme diversidade de produtos. Devido a importancia mercadologica e a vasta
aplicabilidade do trigo, pesquisas sdo cada vez mais incentivadas, com o proposito de
implementar melhorias focadas em determinadas &reas de atuacdo, como nutricdo e salde,
pesquisa e desenvolvimento de novos produtos e ciéncia e tecnologia (SCHEUER et al.
2011).

A palavra trigo provém do vocabulo latino triticum, que significa quebrado,
triturado, numa referéncia a atividade que se deve realizar para separar o grdo de trigo da
camada que o reveste. O termo trigo destina-se tanto a planta como as sementes comestiveis
dela originadas (LEON, 2007).

O farelo de trigo € o principal e mais abundante subproduto da moenda de gréos e
consiste em um recurso alimentar renovavel e pouco explorado (YUAN; WANG; YAO,
2008). O farelo de trigo € retirado do grdo no processo de refinamento industrial, ndo se
caracteriza como fonte de lipidios porque esses se encontram fortemente concentrados no
gérmen, que é separado durante o processo de beneficiamento do cereal. Entretanto, apresenta
em sua composicdo 14% de proteinas, 6% de cinzas, 60% de carboidratos, além de fibras e
compostos funcionais (SILVEIRA; BADIALE-FURLONG, 2007).

O farelo de trigo é constituindo de tecidos botanicos distintos, exteriores ao
nacleo do trigo, o qual é representado pelo pericarpo e as camadas superficiais da aleurona. A
parte mais externa € o pericarpo, que recobre toda a semente e é composta por 6 camadas que
sdo a epiderme, hipoderme, remanescentes da parede celular ou células finas, células
intermedidrias, células cruzadas e células tubulares). O pericarpo € rico em fibras e minerais
(ABITRIGO, 2008). A composicao fisico-quimica do farelo de trigo é apresentada na Tabela
1.

Tabelal- Composicdo fisico-quimica do farelo de trigo

Composicao (g/100g) Conteado (%)
Umidade 9,00
Cinzas 6,81
Proteinas 14,48
Lipidios 4,26
Fibra Alimentar 45,24

Fonte: Sant”Ana et al (2000)
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Segundo Cho, Clark e Uribe-Saucedo (2004), o farelo de trigo comercial
geralmente contém uma fragdo do embrido do trigo e uma pequena quantidade de
endosperma, visto que é dificil realizar uma separacdo limpa, ou seja, com 100 % de
eficiéncia. O farelo representa em torno de 12 a 15% do gréo de trigo e é composto de cerca

de 45 a 50% de fibra alimentar, sendo por volta de 95% desta, insoltvel.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Matéria-Prima
A torta de canola foi cedida gentilmente pela Embrapa Agroindustria Tropical. O farelo de

trigo foi adquirido no comercio local.

4.2 Meios de fermentacéo

Para a umidificacdo da torta de canola utilizou-se uma proporcao de 100 g de farelo
para 40 mL de &gua destilada. Ja para o farelo de trigo por ser muito higroscopico utilizou-se
a proporcdo de 100g de farelo para 125 mL de &gua destilada. Utilizou-se estas proporcées
devido a estudos realizados por Freitas (2013).

4.2.1Determinacao de umidade dos substratos

A umidade do farelo de trigo e torta de canola foi determinada utilizando a
balanga de determinagdo de umidade por infravermelho RADWAG MAC (2010). A umidade

dos meios foi determinada ap0s esterilizacdo, que corresponde ao tempo zero de fermentacao.

4.3Micro-organismos

Inicialmente, realizou-se selecdo de linhagens de fungos filamentosos do género
Aspergillus, de modo a definir a melhor producdo de proteases entre as existentes na colegéo
de trabalho do Laboratorio de Bioprocessos da Embrapa Agroinddstria Tropical e na Colegéo
de Culturas ARS (Servigo de Pesquisa Agricola) dos Estados Unidos.
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Tabela 2- Linhagem dos fungos do género Aspergillus

Cadigo Espécie Origem Instituicéo

IV CCPB001 Aspergillus oryzae Desconhecida Embrapa Agroindustria
Tropical

NRRL2220 Aspergillus oryzae Colecgdes de culturas ARS  Embrapa Agroinddstria
Tropical

NRRL5590 Aspergillus oryzae Colecdes de culturas ARS  Embrapa Agroinddstria
Tropical

NRRL1911 Aspergillus oryzae Colecgdes de culturas ARS  Embrapa Agroindustria
Tropical

NRRL 2217 Aspergillus oryzae Colecgdes de culturas ARS  Embrapa Agroindustria
Tropical

NRRL1694 Aspergillus oryzae Colecdes de culturas ARS  Embrapa Agroinddstria
Tropical

CCPB-Colegdes de culturas agroindustriais NRRL- Laboratdrio de PesquisaRegional do Norte (USDA)

4.3.1 Manutencéo das culturas

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.

4.3.2Ativacao das culturas

O primeiro repique que consistiu na transferéncia dos esporos armazenados em
solo estéril a -18 °C para um agar batata dextrose inclinado. No segundo repique, os fungos do
primeiro repique foram transferidos para um novo agar batata dextrose inclinado. Para o
terceiro repique os fungos do segundo repique foram transferidos para um meio com farelo de
trigo

Para a primeira etapa de ativacdo (primeiro repique), preparou-se 0 meio de
cultura com 4gar batata dextrose, este meio foi esterilizado a 121°C por 15 minutos, em

seguida foi transferiu-se o agar para tubos de ensaio que foram inclinados para obter maior
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area de crescimento dos fungos. Posteriormente as linhagens foram inoculadas e incubadas a
30°Cpor 7 dias em estufa, apos este periodo foram conservados a 4°C por até 3 meses.

Na segunda etapa de ativacdo (segundo repique), as linhagens da primeira etapa
de ativacdo foram transferidas para um novo agar batata dextrose inclinado eincubadas a 30°C
por 7 dias em estufa.

A (ltima etapa de ativacdo (terceiro repique)visou a produgdo dos esporos
utilizados na inoculacdo do meio de fermentacdo. Para tanto preparou-se um meio constituido
de 10,0 g de farelo de trigo e 4mL de uma solucdo 1,7% (m/v) NaHPO4 e 2,0% (m/v)
de(NH,4)2S0O,4. O meio foi esterilizado a 1atm a 121°C por 15 minutos. Em seguida 0s esporos
da segunda etapa de ativacdo foram suspensos mediante a adi¢do de 5 mLde &gua estéril nos
tubos de ensaio. O volume de 1mL da suspencdo 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 7 dias. Apos a esporulagdo em farelo de trigo, o inoculo foi conservado a 4°C,
para ser utilizado nas fermentagdes. A Figura 1 representa as trés etapas de ativacdo dos

fungos.

Figural- Esquema de ativacdo das linhagens de fungos
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18°C (7dias emestufa (7 diasemestufaa  esporos da 2° etapa de
a30°C) 30°C ativagdo em 10g de farelo

com 4 ml de uma solugéo de
1,7% (m/v) NaHPOq e 2,0%
(m/v) de(NH4)280..

{Estufa 7 dias a 30°C)

4.3.3 Producéo do Inoculo

Para produzir o inoculo adicionou-se 40 mL de agua estéril no meio com farelo de

trigo (3° etapa de ativacdo), em seguida realizou-se uma agitacdo manual com bastdo de vidro
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por 5 minutos para que os esporos fossem transferidos para a agua. Posteriormente realizou-se
uma filtragdo com gase estéril e 1 mL da suspensdo de esporos foi adicionado aos meios para

iniciar o processo fermentativo. A Figura 2 apresenta as etapas para producao de inoculo.

Figura 2- Procedimento para produzir a suspensdo de esporos

. - Fermentacéo:
3° Etapa de Ativacio: . B
Fllt'rs_u;ao com &axe Adicdo de ImL da suspensad
J}dlcmno'u-_se 40mL de ;Is;:nr:)].gmeuagﬁo e de esporos nos meios (trigo e
agua s tertl, com retirada de 1mL da canola) foram incubados a
agitagdo manual suspenciio de 30°C em estufa por 96 horas.
esporoa para As amostras foram retiradas
inocular nos meios as cada 24 horas ( 24, 48, 72
e 96 horas)

4.4 Fermentacdo semi-sdlida em frasco Erlenmeyer

A massa de substrato foi colocada em um béquer de polipropileno, adicionou-se
lentamente agua destilada aos substratos nas proporcdes citadas no item 4.2. Posteriormente,
foram transferidos 40 g do meio umidificado para Erlenmeyer de 500 mL, diametro interno de
boca de 50 mm, e levado a autoclave a 121 °C por 15 minutos. Foram reparados quatro
Erlenmeyers para os tempos de fermentagdo de 24, 48, 72 e 96 horas. Os meios foram
inoculados com suspensdo de esporos, com o0 volume de 1mL e incubados em estufa a 30 °C

durante 96 horas como mostra a Figura 3. Amostras foram retiradas a cada 24 horas.




Figura 3- Fermentacdo dos meios em estufa

4.5 Obtencdo dos Extratos Enzimaticos
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A enzima foi extraida do meio fermentado, pela adicdo 100 mL de agua destilada

e homogeneizacdo manual por 2 minutos. Logo ap6s a homogeneizacgéo os erlenmeyers foram

novamente incubados em estufa a 30 °C por um periodo de 1 hora. Em seguida foi realizada

uma filtracdo a vacuo utilizando papel de filtro qualitativo e o sobrenadante utilizado na

determinacdo da atividade enzimética. A Figura 4 apresenta um esquema ilustrativo da

extracdo enzimatica.

Figura 4- Preparo para obtencdo do extrato enzimatico

— —
K y ( }
e Adigiio de
Meio incubado 100 mL de
a 30°C por 96 agua
horas destilada

AN

Homogeneizacio
manual por 2
minutos.,
Descanso por 1
hora em estufa

fi @\
—_— .}/‘ ¢
a}/\#ﬁ/‘”/

Filtragdo em bomba a
Vacuo, utilizando papel de
filtro

4.6 Atividade enzimatica de protease

A atividade de protease foi realizada conforme Charney e Tomarelli (1947), as

andlises foram realizadas em duplicata. A mistura de reacdo constituiu de 1mL de solucdo
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0,5% (m/v) de azocaseina em tampéo acetato 50 mM e pH 5,0 e 1 mL do extrato enzimatico,
sendo que foi realizada uma diluicio de 1 mL extrato enzimético para 50 mL de agua
destilada. A mistura reacional foi incubada a 37 °C durante 40 minutos. Apds este tempo, a
reacdo foi parada com adicdo de 1mL de solucdo de &cido tricloroacético 10% (m/v),
objetivando a precipitagdo do substrato ndo digerido pelas enzimas proteoliticas. Em seguida
as amostras foram submetidas a centrifugacdo a 3000 rpm por 15 minutos. Transferiu-se 2mL
do sobrenadante contendo aminoacidos 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 foi quantificado por espectrofotdémetro com comprimento de onda de 428
nm, contra um branco preparado em condi¢fes idénticas, mas utilizando 1mL de &gua
destilada em substituicdo a amostra. A Figura 5 representa as etapas para determinacdo de

atividade de protease.

Figura 5- Procedimento para determinacéo da atividade enzimatica de protease
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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¢cdes de reacdo estabelecidas. A atividade enzimatica foi determinada de

acordo com a equagéo:

_ (((Média 3.~ Brance g, )«Diluicio [U,
3

A

1)
Onde:

A = atividade em U/g de substrato

Média Abs = média das Absorbancias

Branco enz = branco enzimatico (substituicdo do extrato enzimatico por agua destilada)
Diluicéo= dilui¢do do extrato enzimatico

Ut = 0,01 unidade de absorbancia

t = tempo de reacdo em minutos

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Umidade dos substratos

A umidade dos substratos foi determinada no tempo zero de fermentacdo, ap6s o
processo de esterilizacdo do meio.

A umidade do meio com torta de canola foi de 34,43%, Freitas (2009) e
colaboradores ao realizarem a caracterizacdo da torta de canola durante o processo
fermentativo para producdo de proteases, encontraram no tempo zero, no inicio do processo
fermentativo uma umidade de 38,07%. Todavia a diferenca nas umidades é em decorréncia da
umidade do préprio farelo, pois dependendo das condi¢bes de armazenamento este pode
absorver o perder 4gua para 0 ambiente.

Para 0 meio com farelo de trigo determinou-se uma umidade de 54,47%, a
umidade deste meio foi mais alta devido a proporcéo de 4gua ser maior, 125 mL para 100 g de
farelo. Utilizou-se esta proporcéo de 4gua no farelo de trigo através de estudo realizado por
Castro et al., (2009, na avaliacdo do efeito da adicdo de diferentes volumes de agua sobre a

sintese da protease, o farelo de trigo, manteve uma producdo crescente a medida que as
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porcOes de agua eram adicionadas, alcangando méxima producdo em 24h de fermentagdo com
211,2 U.g™" de protease quando omeio formulado continha 125mL de 4gua para cada 100g de
farelo com A. Oryzae IV.

O farelo de trigo foi empregado como substrato por Chutmanop (2008) e
colaboradores para a producdo de proteases por Aspergillus oryzae (Ozykat-1) em
fermentacdo semi-solida utilizando farelo de arroz tailandés, verificou-se que o teor de
umidade inicial teve um efeito mais forte sobre a producéo de proteases do que pH inicial. A
maior atividade de protease de 1200U.g* alcancada dentro de 4 dias de fermentagdo, com
uma proporcao de 0,33 de farelo de trigo e teor de umidade de 50%, o pH inicial de 7,5, e a
temperatura de incubacdo de 30 °C. A adicdo de farelo de trigo foi necessaria devido a
porosidade do farelo de arroz Tailandés ser insuficiente.

A umidade de 60% em farelo de trigo foi determinada por Vishwanatha et al.,
(2010) para a producdo de proteases em cultivo semi-sélido utilizando Aspergillus oryzae
MTCC 5341 e obteve-se uma atividade de protease de 8.64 9 10°U.g™ em 120 horas de

fermentacao.

5.2 Producéo de proteases

Todas as linhagens de Aspergillus oryzae estudadas produziram proteases em torta
de canola. A Figura 6 apresenta os resultados da producdo de proteases nos processos
fermentativos. A maior atividade de protease ocorreu em 72 horas, sendo uma producdo
aproximada de 136 U.g™, com o Aspergillus oryzae NRRL1911. A maior produtividade para
esta linhagem ocorreu em 48 horas de fermentacdo com uma produtividade equivalente a 2,7
U. gt.h(Figura 7) onde detectou-se uma atividade de 132,5U.g™. A produtividade de
protease esta relacionada com a quantidade de protease que foi produzida em cada tempo de
fermentacéo.

Observa-se que a atividade de proteases de 132 U.g™ em 48 horas da estirpe de
Aspergillus Oryzae IV e NRRL 1911 sdo equivalentes, no entanto, a producdo do primeiro

decresce ao longo do processo fermentativo.
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Figura 6- Atividade de protease para diferentes linhagens de Aspergillus Oryzae em torta de
canola
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A Figura 7 apresenta a produtividade de proteses ao longo do tempo. A maior
produtividade no decorrer do processo fermentativo foi detectada em 24 horas pela linhagem
NRRL 2220, sendo esta producdo de 4,1 U.g".h"' e atividade equivalente a 99 U.g™, no
entanto, esta linhagem apresentou atividade constante em torno de 100 U.g™* ap6s 24 horas de
fermentagdo. A maior produtividade para todas as linhagens encontra-se em 24 de
fermentacdo e a menor em 96 horas. Esse comportamento sé ndo foi observado para a

linhagem NRRL 1911 que teve sua maior produtividade de 2, 76 U.g™.h™ em 48 horas.
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Figura 7- Produtividade de proteasespelas diversas linhagens de Aspergillus oryzae em torta
de canola
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Freitas (2009) realizou um estudo com estirpes de A.Oryzaee A. Nigerem torta de
canola. Verificou-se que a maior atividade foi obtidaem 48 horas com Aspergillus oryzae 1V,
sendo de aproximadamente 60 U.g™” durante todo oprocesso fermentativo. Em 24 horas
detectou-se 57 U.g™ obtendo uma produtividade de 2,3U.g".h™. No presente estudo, a
linhagem A. oryzae IV apresentou o segundo melhor desempenho na producéo de proteases,
com ativividade méaxima de 132 U.g™ em 48 horas de fermentacdo como mostra a Figura 7 e
sua maior produtividade (3,66 U.g".h™) ocorreu em 24 horas de fermentacéo (Figura 6).

Murthy e Naidu (2010) estudaram a fermentacdo semi-sdélida com Aspergillus
oryzae CFR 305como potencial para a producdo de proteases. Cascas de café de diversos
cultivares foram utilizados como substratos. A casca do café cereja com umidade inicial de
50% a 27 °C incubada por 5 dias dentre os diferentes substratos mostrou —se a mais eficiente
na producdo da enzima com atividade de 7.539 U de enzima por grama de substrato
fermentado (U/gss). A casca de café mostrou ser um étimo substrato para o processo semi-

solido utilizando fungos filamentosos em 5 dias de fermentacdo, assim como a torta de canola
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utilizada nesse estudo, porém a maior atividade de proteases (136 U.g™) em torta de canola foi
em 3 dias de fermentagéo (72 horas).

Sabe-se que diversos fatores influenciam no processo fermentativo, tais como
temperatura, pH, umidade, atividade de agua, volume de inoculo, dentre outros. As
caracteristicas fisicas e quimicas da torta de canola durante o processo de FSS com A. oryzae
IV, para sintese de proteases foram estudadas por Freitas et al., (2009). Os resultados obtidos
mostraram que houve uma reducdo no teor de proteina durante o processo, no inicio do
processo apresentou valor de 49,05% e em 96 h de 42,08% sendo este componente utilizado
pelo micro-organismo para crescimento e formacdo da enzima. Houve uma diminui¢do da
umidade, no inicio encontrava-se em torno de 38% e ao final obteve-se uma umidade de 35%,
este fato ocorreu devido ao ressecamento do meio durante o periodo fermentativo. Dessa fora,
isso explica a queda na atividade de proteases em 96 horas de fermentacéo, pois ha reducéo de
umidade e atividade de agua assim como decresce a quantidade de proteinas presente no
substrato, ja que este componente é utilizado pelo micro-organismo para a formacdo da
enzima.

As atividades de proteases em farelo de trigo sdo apresentadas na Figura 8.
Observa-se que todas as linhagens estudadas produziram proteases, a maior atividade de
protease, equivalente a 121 U.g™, foi detectada em 48 horas com o A. oryzae NRRL 2220.
Como mostra a Figura 9 a maior produtividade para esta linhagem foi em 48 horas com uma
produtividade equivalente a 2,52 U.g".h™ , a producdo de protease por esta linhagem
apresentou um rapido crescimento em 48 horas mas em 72 e 96 horas de fermentacdo esta
producdo sofreu um forte declinio.

A literatura ndo relata os motivos do declinio na atividade de protease no decorrer
do processo fermentativo. No entanto, acredita-se que esta queda na producéo de préteses seja
em razdo do consumo da enzima pelo fungo, para quebrar as cadeias de aminoacidos que
ainda estdo presentes no meio para que possam ser usados como nutrientes. Dentre as
linhagens estudadas aquela que apresentou uma menor queda na producéo de proteases foi a
NRRL 2217.
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Figura 8- Atividade de protease pelas diferentes linhagens de Aspergillus Oryzae em farelo de
trigo
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A Figura 9 apresenta a produtividade de proteases no decorrer do processo
fermentativo em farelo de trigo. A produtividade méxima foi de 2,52 U.g™.h™* com a linhagem
de A. oryzae 2220 em 48 horas de fermentacéo e atividade de 121 U.g™ Esta linhagem foi a

gue obteve uma maior produtividade de protease para a torta de canola em 24 horas.
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Figura 9- Produtividade de proteases pelas diversas linhagens de Aspergillus oryzaeem
farelo de trigo
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A atividade méxima de proteases (Figura 8)para a linhagem de A. oryzae IV com
farelo de trigo foi de 93 U.g™ em 78 horas de fermentacéo. No entanto, Freitas (2013) obteve
melhores resultados de atividade de protease para o farelo de trigo, em seu estudo sobre a
influéncia da quantidade de dgua em diversos substratos para producdo de proteases (torta de
canola, torta de girassol, farelo de trigo, pelicula da casca da castanha de caju, farelo de soja e
farelo de algoddo) em fermentacdo semi-solida com Aspergillus oryzae IV. O farelo de trigo
manteve uma producdo crescente a medida que as porcdes de agua eram adicionadas,
alcancando maxima produgdo em 24horas de fermentacdo, com 211,2 U.g™ de protease
quando o meio formulado continha 125mL de 4gua para cada 100g de substrato.

Resultados inferiores de atividade de protease em farelo de trigo foram encontrados
por Sandhya et al., (2005). Ao realizarem um estudo comparativo para avaliaram a

viabilidade da fermentacao submersa (FSM) e da fermentagdo semi-solida (FSS) na producéo
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de uma protease neutra, com fungos de diferentes linhagens de Aspergillus oryzae e
Penicillium, 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 FSM. Os autores verificaram que a melhor linhagem testada para a
producdo de protease neutra foi A. oryzae NRRL 1808. Em ambos os sistemas de
fermentagdo, o farelo de trigo foi 0 melhor substrato. Os melhores resultados para FSS foram
obtidos com teor de umidade inicial de 43,6%, quando inoculados com 1mL de suspenséo de
esporos (10%esporos) e incubadas a 30°C por 72horas,onde obtiveram 31,2 U.gde atividade
de protease .

O teor de proteinas de 49,05%na torta de canola foi determinado por Freitas (2009) no
inicio do processo fermentativo. Para o farelo de trigo o teor de proteinas foi determinado por
Sant”Ana et al (2000) que obteve 14,48% de proteinas em sua composi¢do. Dessa forma, a
producdo de proteases em torta de canola é superior devido a maior quantidade de proteinas
em sua composicdo, ja que este componente € utilizado pelo micro-organismo para
crescimento e formacdo da enzima.

No presente estudo, verificou-se que todas as estirpes estudadas sdo produtoras de
proteases em ambos 0s substratos, no entanto, as maiores atividades de protease foram
determinadas em torta de canola com a linhagem de A. oryzae NRRL 1911, apresentando
maior atividade em 72 horas de fermentagdo (136 U.g™), ja a maior produtividade (4,1 U.g"
! h™!) foi obtida com a linhagem de A. oryzae NRRL 2220 em 24 horas de fermentac&o. Dessa
forma em termos de producdo a melhor linhagem foi a linhagem NRRL 1911 e o melhor
substrato a torta de canola. Em relacdo a produtividade a melhor linhagem foi a NRRL 2220
tanto em farelo de trigo como em torta de canola, porém produtividade em torta de canola (4,1
U.g*.h™) foi superior ao farelo de trigo, que obteve a maior produtividade de 2,52 U.g™".h*

em 48 horas de fermentacao.
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6 CONCLUSAO

Todas as linhagens avaliadas produziram proteases em ambos os substratos, torta de
canola e farelo de trigo. O torta de canola nas condicOes estudadas foi o mais eficiente, com
atividade maxima de protease equivalente a 135 U.g™ em 72 horas de fermentacdo com a
linhagem de A. oryzae NRRL 1911. Para o farelo de trigo a maior producdo ocorreu em 48
horas, com a linhagem NRRL 2220 onde detectou-se atividade maxima de 121 U.g™. Dessa
forma, as linhagens estudadas produzem proteases em cultivo semi-sélido empregando torta

de canola e farelo de trigo como substrato.



45

7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Determinar as condi¢bes Otimas de atividade da enzima produzida pelas
linhagens estudadas: pH e temperatura;

e Auvaliar os efeitos da umidade e temperatura de incubacdo durante o processo
fermentativo;

e Otimizacdo das condigdes de extracdo da enzima.
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