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RESUMO

Fermentacdo semi-solida um processo que acontece principalmente na superficie de
materiais solidos, que apresentam a propriedade de absorver ou conter 4gua, com ou sem
nutrientes solUveis. Proteases 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. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a adicdo de fontes de
fosforo e nitrogénio na producdo de proteases por fermentacdo semi-sélida de torta de
canola com A. oryzae. Os meios foram preparados a partir da torta de canola umedecida
com agua (40 mL de H,0/100g de bagago). A fermentacao foi conduzida em Erlenmeyers de
500 mL com 40 g de meio. Os frascos foram esterilizados a 121°C durante 15 minutos e
inoculados, em seguida, incubados por 96 horas. O extrato de levedura foi @ melhor fonte de
nitrogénio suplementar, porém a adicdo de fosfato ndo influenciou positivamente na
producéo de proteases.

Palavras-chave: Aspergillus oryzae; fosfato de sddio, nitrogénio orgénico e inorgénico.
INTRODUCAO

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 no mundo. Sendo 2/3 do total de
vendas representado pelas proteases de origem microbiana (Rao, 1998; Sandhya et al., 2005).

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 utilizagcdo de residuos agroindustriais do processamento de
frutos e gréos é certamente econdmica para producdo de compostos de valor agregado como
enzimas, acidos organicos e aromas. A FSS vem recebendo atengdo por apresentar vantagens
em relacdo a fermentacdo submersa: natureza extracelular da enzima, elevados niveis de
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atividade e produtividade, utilizacdo de residuos e subprodutos agroindustriais como substrato
(Pandey, 2003; Raimbault, 1998; Rao, 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, investigou-se a influéncia da adicdo fontes de fosforo e nitrogénio na
producéo de proteases fermentacdo semi-sélida de 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 4gua 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 adico 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 enzimética (Gomes, 1995).

Atividade enzimatica de protease

A atividade proteolitica foi determinada segundo a metodologia de Charney e Tomarelli
(1947), utilizando azocaseina como substrato e A&cido tricloroacético como agente de
precipitacdo. A formacdo do composto croméforo ocorreu pela adicdo de solucdo de
hidroxido de potassio 5N. A leitura da intensidade de cor ocorreu a 428 nm. Uma unidade de
atividade proteéasica foi definida como a quantidade de enzima que produz uma diferenca de
0,01 de absorbancia por minuto de reacdo entre o branco reacional e a amostra nas condigdes
de ensaio.
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Parametros estudados durante o processo fermentativo

Avaliaram-se, nesse trabalho, pardmetros que intensificassem a producdo de proteases por
A. oryzae. Para tal fim, estudou-se a adicdo de diferentes fontes de nitrogénio organico
(peptona e extrato de levedura) e inorganico (nitrato de sodio, sulfato de amdnio, nitrato de
amonio e uréia) e a suplementacdo de fosfato de sddio monobéasico como fonte de fésforo na
concentragdo de 1% em relagdo ao meio solido.

RESULTADOS E DISCUSSOES

O meio controle e 0 meio com adigdo de fosfato apresentaram valores crescentes na
producéo de proteases durante todo o processo fermentativo. Em 24 horas de fermentagéo, a
atividade enzimatica do meio suplementado com fosfato e a fermentacdo controle
apresentaram valores bem proximos. Sem a presenca da fonte de fésforo, a atividade de
proteases determinada atingiu seu méximo com 96 horas de fermentacéo (349,4 U.g™). No
meio suplementado com fosfato a atividade de proteases atingiu seu maximo também com 96
horas de fermentacéo (304,9 U.g™") de acordo com a Figura 1. Este fato indica que a adic&o do
fosfato ndo influenciou positivamente 0 aumento da producdo de proteases, obteve-se uma
menor produtividade, quando comparada a fermentacéo controle (Tabela 1).
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Figura 1 — Perfil comparativo da produgdo de proteases entre a fermentagdo controle e a
fermentacdo suplementada com 1% de fonte de fosforo.
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Pinto (2003) adicionou 1% de fosfato de sédio monobasico no farelo de trigo, obtendo um
aumento na producgdo de tanase de 182% em 24 horas de fermenta¢&o. Porém, neste estudo a
fonte de fosforo ndo influenciou na producéo de proteases.

Pode-se observar que em 24 horas de processo fermentativo os dois meios apresentaram
valores de produtividade muito proximos, durante todo periodo de fermentacdo houve um
aumento crescente na produtividade de ambos os meios analisados. O valor maximo de
produtividade do controle e do meio com adicdo de 1% de fosfato ocorreu no tempo de 96
horas com valores de 3,64 e 3,18 U.gh™, respectivamente. Porém, pode ter ocorrido uma
inibicdo na producdo de proteases pelo microrganismo na presenga do fosfato no meio
(Tabela 1).

Tabela 1 - Influéncia da adigdo de fosfato de sédio monobésico na produtividade de protease.

Tempo de Fermentagéo (horas)

24 48 72 96
Contgole1 0,73 1,97 3,79 3,64
(U.g™.h7)
Meio c/
NaH,PO, 078 oo . >
(U.g'h™

A producdo de proteases em todos os meios analisados ocorreu de forma crescente ao longo
do processo fermentativo, com pico de producdo em 96 horas. O meio com sulfato de aménio
apresentou menor producdo (256 U.g'). Os meios com adicéo de peptona, uréia e nitrato de
amonio apresentaram uma producdo de proteases com valores proximos aos valores obtidos
pela fermentagdo controle, esta apresentou maior producdo em 96 horas de fermentagdo
obtendo 350 U.g™*. Das fontes inorganicas, o nitrato de sodio apresentou maior producéo (366
U.g" em 96 horas), j4 os meios suplementados com fontes de nitrogénio organico foi o
extrato de levedura que apresentou maior producdo. Pode-se observar que adicdo de 1% de
extrato de levedura, em relacdo ao meio sélido, influenciou positivamente na maior producéao
de proteases, com producdo de aproximadamente 393 U.g" em 96 horas de fermentagéo
(Figura 2).
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Figura 2 - Producdo de proteases nos meios com adicdo de 1% de fonte inorgénica de
nitrogénio no meio fermentativo.

Alguns autores em seus estudos adicionaram fontes de nitrogénio para avaliar a influéncia
destas na producdo de proteases. Malathi e Chakraborty (1991) adicionaram fontes de
nitrogénio ao farelo de trigo, na producdo de protease alcalina por Aspergillus flavus.
Sumantha et al. (2006) suplementaram diferentes fontes de nitrogénio ao farelo de arroz para
producéo de proteases, utilizaram Rhizopus microsporus NRRL 3671.

CONCLUSOES

Resultados obtidos neste trabalho mostraram que a suplementagdo do meio com nitrogénio
exerceu positivamente para a produgdo de proteases, sendo o extrato de levedura a melhor
fonte de nitrogénio suplementar, sequida de nitrato de sodio.

A suplementacdo do meio fermentativo com fosfato de sddio ndo influenciou na producéo
de proteases.
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