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RESUMO

A fermentacdo em estado sélido é um processo microbiano que trata principalmente da
utilizacdo de residuos agroindustriais como meio de cultivo para microrganismos capaz de
promover a reducdo dos custos de obtencéo de compostos de valor agregado. . Desta forma,
estudos sobre a utilizacdo de diferentes substratos para a produgdo de proteases em meio
solido podem contribuir no sentido de se encontrar combinacbes ideais para se obter esse
tipo de enzima com altos rendimentos, utilizando substratos que possibilitem a reducéo dos
custos do processo de producdo em escala industrial. Este trabalho investigou a
caracterizacao fisica e quimica do meio durante o processo fermentativo. A torta de canola
mostrou-se potencial para a sintese de protease, como uma fonte fermentativa rica em
nutrientes necessarios para o crescimento do fungo e para a producdo da enzima.
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INTRODUCAO

Fermentacdo semi-solida (FSS) é definida como um processo fermentativo no qual o
crescimento do microrganismo e a formagdo dos produtos ocorrem na superficie do substrato
solido proximo a auséncia de agua livre, geralmente utilizando matéria-prima natural como
fonte de carbono e energia. A utilizagdo de residuos agroindustriais do processamento de
frutos e graos é certamente econdmica para producdo de compostos de valor agregado como
enzimas, &cidos organicos e aromas (PANDEY, 2003; RAIMBAULT, 1998).

Proteases, também conhecidas como peptidases ou proteinases, fazem parte da classe de
enzimas com a capacidade de hidrolisar ligacbes peptidicas em proteinas e fragmentos de
proteinas. Constituem um dos mais importantes grupos de enzimas industriais representando
aproximadamente 60% do total de enzimas comercializadas mundialmente. Sendo 2/3 do total
de vendas representado pelas proteases de origem microbiana (RAO et al., 1998; SANDHYA
et al., 2005).

Os fungos produzem uma ampla variedade de enzimas quando comparado com as bactérias,
por exemplo, diferentes linhagens de Aspergillus oryzae produzem protease acida, neutra e
alcalina, tanto por fermentagdo submersa como em estado sélido. A FSS vem recebendo



#5" XVII SIMPOSIO NACIONAL DE BIOPROCESSOS

Natal / RN 02 a 05 de agosto
2009

atencdo por apresentar vantagens em relacdo a fermentacdo submersa, como a natureza
extracelular da enzima, elevados niveis de atividade e produtividade, utilizacdo de residuos e
subprodutos agroindustriais como substrato (RAO et al., 1998).

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
protéico na formulacdo de ragGes para bovinos, suinos, ovinos e aves (OLIVEIRA e
FURTADO, 2001; TOMM, 2005).

Neste trabalho, determinou-se a caracterizagdo do meio ao longo do processo fermentativo
para a producao de proteases por fermentacdo semi-solida da torta de canola por A. oryzae.

MATERIAL E METODOS
Preparacéo do substrato solido

A torta de canola foi gentilmente doada pela unidade da 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.

Microrganismo

O microrganismo utilizado nesse estudo foi Aspergillus oryzae, da colegdo de
microrganismos do Laborat6rio de Bioprocessos da Embrapa Agroindustria Tropical, Ceara.

Preparacéo do meio para inoculacio

A fermentagdo foi conduzida em Erlenmeyers de 500 mL com 40 g de torta de canola
umedecida com &gua destilada (40 mL de H,O/100 g de torta de canola), conforme descrito
por Freitas, (2009). Os frascos foram esterilizados a 121°C durante 15 minutos e inoculados
com solucéo de esporos de 10’ esporos.g™. O contetido foi homogeneizado e os frascos foram
incubados em BOD a 20°C durante 96 horas, com amostras sendo retiradas a cada 24 horas.

Extracdo do complexo enzimético

A enzima foi extraida do meio pela adicdo de tamp&o acetato de sddio 200 mM pH 5,0 na
razéo 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
determinagdo da atividade enziméatica (GOMES, 1995).

Atividade enzimatica de protease

A atividade proteolitica foi determinada segundo a metodologia de CHARNEY e
TOMARELLI (1947), utilizando azocaseina como substrato e &cido tricloroacético como
agente de precipitacdo. A formacdo do composto cromoforo ocorreu pela adigdo de solugdo
de hidrdxido de potassio 5N. A leitura da intensidade de cor ocorreu a 428 nm. Uma unidade
de atividade proteasica foi definida como a quantidade de enzima que produz uma diferenca



#5" XVII SIMPOSIO NACIONAL DE BIOPROCESSOS

Natal / RN 02 a 05 de agosto
2009

de 0,01 de absorbancia por minuto de reacdo entre o branco reacional e a amostra nas
condicdes de ensaio.

Parametros estudados durante o processo fermentativo

Com o objetivo de determinar as caracteristicas fisico-quimicas do meio fermentativo foram
determinados: umidade (IAL, 2004), cinzas (IAL, 2004), proteinas (método de Kjeldahl,
recomendado pela AOAC, 1975), lipideos (IAL, 2004) e carboidratos (Método da diferenca
de 100, subtraindo o teor de proteinas, lipideos, cinzas e umidade), além do teor de amido
(método AOAC, 1992 e Miller, 1959), pH e atividade de &gua (método do higrémetro de
ponto de orvalho em aparelho AQUALAB Decagon modelo CX-2).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Houve uma diminui¢do da umidade, este fato deve-se ao ressecamento do meio durante o
periodo fermentativo. A concentragdo de amido também foi diminuida durante o processo
fermentativo, sendo utilizado para formag&o da biomassa microbiana. Houve uma redugdo 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 microrganismo para crescimento e formagéo da enzima
(Tabela 1).

Tabela 1 — Caracterizacao fisico-quimica do meio durante o processo fermentativo.

Tempo Umidade  Cinzas Proteina  Lipideos Amido Carb0|d_ratos
(h) Totais
0 38,07+0,02 7,31+0,03 49,05+0,31 1,17 4,35 42,47
24 35,04+0,06 6,92+0,01 46,74+0,34 0,92 2,93 45,41
48  36,26+0,35 7,53+0,25 47,62+041 2,02 2,56 42,83
72 35,37+0,12 7,8440,06 41,72+0,04 1,06 2,01 49,38
96  35,41+0,89 7,40+1,09 42,08+0,08 2,29 1,55 48,23

Valores foram obtidos a partir da média de 3 amostras e determinados em base seca.

Observou-se a maior producdo de proteases no tempo de 72 h, obtendo aproximadamente
270 U.g™ (Figura 1). Sandhya et al. (2005) compararam a producdo de proteases por A.
oryzae NRRL 1808 por fermentacdo semi-solida e submersa, e ambos 0s processos observou
que apos 72 horas mostrou um rapido declinio no rendimento da enzima. Em contrapartida, a
velocidade de formacdo da enzima até 48 horas e houve uma queda nos tempos amostras
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seguinte. O valor méximo de produtividade foi de aproximadamente 5 U.g*h™ em 48 horas
(Figura 2).
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Figura 1 — Atividade de proteases durante o processo fermentativo.
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Figura 2 — Produtividade com amostra retiradas entre 0 e 96 horas.
Analisando o perfil do pH do meio ao longo do processo fermentativo (Figura 3), 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 enzima sintetizada pelo fungo em estudo.
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O pH é uma variavel importante em qualquer processo bioldgico, havendo valores de pH
minimo, 6timo e maximo para o desenvolvimento de cada microrganismo.
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Figura 3 — pH do meio durante o processo fermentativo

Os valores da Ay estéo relacionados com o teor de umidade do meio. Com o ressecamento
do meio, fator indicado pela queda nos valores da umidade do meio, os valores de atividade
de dgua também decresceu ao longo do periodo fermentativo.
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Figura 4 — Atividade de agua dos meios de cultivo

Em conseqliéncia da reducdo da umidade, o meio de cultura apresentou também reducédo
nos valores de Aw (Figura 4). Isto em parte pode ser explicado pala absor¢do de agua pela
cultura em crescimento e pela perda para a fase gasosa. Desta forma, uma reducédo do
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crescimento e da sintese de protease seria um desdobramento esperado da reducdo continuada
da Aw. A atividade de agua esta relacionada a quantidade de agua livre disponivel para o
desenvolvimento do microrganismo. O teor de umidade mostra a concentracdo de agua
existente no material em estudo.

CONCLUSOES

Meio semi-sélido baseado em torta de canola mostra potencial para a sintese de proteases, a
torta apresentou-se como uma fonte fermentativa rica em nutrientes necessarios para o
crescimento do fungo e para a producdo da enzima.
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