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RESUMO

Muitos estudos sobre aplicacoes da fermentacdo semi-solida envolvem a agregacdo de valor
a residuos agroindustriais, uma vez que a base da economia brasileira atual estd voltada
diretamente a produgdo agroindustrial. Desta forma, estudos sobre a utilizacdo de diferentes
substratos para a producdo de enzimas pelo processo semi-solido podem contribuir no
sentido de se obter altos rendimentos, utilizando substratos que possibilitem a redugdo dos
custos do processo e producdo em escala industrial. O objetivo do presente trabalho foi
investigar a produg¢do de protease por Aspergillus oryzae em fermentacdo semi-solida
utilizando diferentes residuos agroindustriais como substrato e avaliar o efeito da adicdo de
diferentes volumes de dgua sobre a sintese da enzima. Dentre os residuos avaliados, o farelo
de algoddo foi o mais adequado para a producdo da enzima, alcangcando 290,9 U.g” de
protease em 48h de fermentagcdo em meio formulado continha 25mL de dgua para 100g de
residuo.
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INTRODUCAO

O termo fermentacdo em estado s6lido (FES), ou fermentagdo semi-sélida aplica-se aos
processos onde existe crescimento de microrganismos sobre ou dentro de particulas em matriz
solida, onde a quantidade de liquido presente garanta um nivel de atividade de dgua que
possibilite o desenvolvimento e metabolismo dos microrganismos, mas niao exceda a mixima
capacidade de ligacdo com a matriz sélida, ou seja, que ndo haja 4gua livre no meio
(RAIMBAULT, 1998).

A produgcdo de enzimas extracelulares por microrganismos em FES apresenta vérias
vantagens econdmicas quando comparada a fermenta¢do submersa, dentre as quais podemos
citar: o uso de agro-residuos industriais como substratos simples, requisito minimo de dgua e
producdo de metabdlitos de forma mais concentrada. Entre os vdrios grupos dos
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microrganismos utilizados em FES, fungos filamentosos sdo os mais explorados devido a sua
capacidade de crescer e produzir uma vasta gama de enzimas (CHELLAPAN, 2006).

Proteases constituem um dos grupos de grande importancia comercial, representando quase
60% do total das enzimas industriais do mercado (RAO et al.. 1998; BANERIJEE et al.,
1999). Estas enzimas sdo amplamente utilizadas em diversos setores industriais,
particularmente nos detergentes, produtos alimenticios, farmacéuticos, quimicos, couro e
seda, tratamento de residuos (KUMAR e TAKAGI, 1999).

Muitos estudos sobre aplicagcdes da FES envolvem a agregacdo de valor a residuos
agroindustriais, uma vez que a base da economia brasileira atual estd voltada diretamente a
producdo agroindustrial. A producdo ou processamento de diversos graos e insumos agricolas
envolve a geracdo de residuos que tém sido utilizados como substrato ou suporte para FES
(VARGAS, 2004). Dentre os residuos mais utilizados podemos citar os residuos de café
(borra, casca), bagaco de cana de acucar, farelos e torta de soja, trigo, gergelim, babacu,
canola, torta de girassol e bagaco de mandioca.

Desta forma, estudos sobre a utilizagdo de diferentes substratos para a producdo de
proteases em meio sélido podem contribuir no sentido de se encontrar combinagdes ideais
para se obter esse tipo de enzima com altos rendimentos, utilizando substratos que
possibilitem a redugdo dos custos do processo de produgdo em escala industrial. O objetivo do
presente trabalho foi investigar a producdo de protease por A. oryzae IV em fermentagdo
semi-sdlida utilizando diferentes residuos agroindustriais como substrato e avaliar o efeito da
adicao de diferentes volumes de dgua sobre a sintese da enzima.

MATERIAL E METODOS
Microrganismo

O microrganismo empregado foi A. oryzae IV, previamente selecionado como uma
linhagem produtora de proteases. A linhagem é mantida estocada (-18°C) na colecdo de
trabalho do Laboratério de Bioprocessos da Embrapa Agroindustria Tropical, Ceara.

Residuos agroindustriais empregados

Os residuos utilizados foram: torta de canola, torta de girassol, farelo de trigo, pelicula da
casca da castanha de caju, farelo de soja e farelo de algodao, gentilmente cedida pelas
empresas: Celena Alimentos, Embrapa Soja, Moinho Dias Branco, Iracema e Bunge.

Processo fermentativo

As fermentacdes foram conduzidas em erlenmeyers de S00mL com 40g de meio de cultivo,
onde os residuos agroindustriais foram umidificados com dgua. O meio baseou-se na adi¢do
de 4gua em diferentes proporcoes (25, 50, 75, 100, 125 e 150mL para cada 100g de substrato).
Os frascos foram esterilizados a 121°C durante 15 minutos e inoculados com suspensdo de
esporos (10’ esporos.g™). O conteddo foi homogeneizado. Os frascos foram incubados a 30°C
por 96 horas e as amostras eram coletadas a cada 24 h.



Q;‘\M%“W XVII SIMPOSIO NACIONAL DE BIOPROCESSOS

.0 %

Natal / RN 02 a 05 de agosto
2009

Determinacio da atividade de agua (Aw)

A atividade de 4gua nos meios formulados e autoclavados foi medida pelo método do
higrometro de ponto de orvalho em aparelho AQUALAB Decagon modelo CX-2.

Obtencao do extrato enzimatico

A extracdo do complexo enzimatico foi realizada pela adi¢dao de 200 mL de solu¢do tampao
acetato 200 mM pH 5,0 aos meios fermentados e mantidos a 30°C por 60 minutos. O
complexo enzimatico foi obtido por filtragdo com papel qualitativo. A fase liquida resultante
foi recolhida e conservada a -18°C em frascos rosqueados para andlises.

Determinacio da atividade proteolitica

A atividade proteolitica foi determinada segundo a metodologia de CHARNEY e
TOMARELLI (1947), utilizando azocaseina como substrato e &acido tricloroacético como
agente de precipitacdo. A formagao do composto croméforo ocorreu pela adicdo de solucdo
de hidréxido de potdssio SN. A leitura da intensidade de cor ocorreu a 428 nm. Uma unidade
de atividade protedsica 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
condic¢des de ensaio.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A melhor medida da concentracdo de dgua, em termos de propriedades fisico-quimicas, nos
materiais, refere-se a determinagdo de sua atividade de dgua (Aw), ou seja, do teor de dgua
livre, a qual estard disponivel para reacdes fisicas, quimicas e microbioldgicas, permitindo o
desenvolvimento e reproducdo dos microrganismos. Os residuos possuiam diferentes valores
de Aw antes da adi¢do de dgua, onde a pelicula da casca da castanha de caju apresentou o
menor valor (0,42) e o farelo de soja apresentou o maior valor (0,69) (Figura 1). Observou-se
que independente da matéria-prima utilizada, a Aw mostrou-se similar para cada quantidade
de 4gua adicionada (Figura 1). Com relacdo a influéncia de Aw na sintese de enzimas
extracelulares, valores de Aw entre 0,95 e 0,98 sao considerados 6timos para a produgao de
enzimas por fungos filamentosos em fermentacdo semi-sélida, valores estes encontrados para
todos os substratos utilizados neste estudo (MITCHELL er al.,, 2000; MACIEL, 2006;
ALCANTARA et al., 2008).



5™ XVII SIMPOSIO NACIONAL DE BIOPROCESSOS

Natal / RN 02 a 05 de agosto
2009

0,8 =&—Torta de canola
é —&-Torta de girassol
©
é 0.6 =4 Farelo de trigo
()]
° -~ Farelo de soja
B 04
.'Csi == Pelicula da casca da
E castanha de caju

=@-Farelo de algodao
0,2 A
O T T T T T 1
0 25 50 75 100 125 150

Volume de agua (mL)

Figura 1 — Comportamento de Aw nos residuos frente a adicao de agua.

Todos os residuos utilizados como substrato permitiram a sintese de proteases em todos 0s
volumes de dgua avaliados, com excecdo da pelicula da casca da castanha de caju, onde a
atividade proteolitica sé foi detectada nos tempos de 24h e 48h mediante a adicdo de 125mL
de 4gua para cada 100g de residuo com produ¢dao média de 15,16 U. g'1 de protease (Figura 2).

Em termos gerais, a adicdo de volumes maiores de 4dgua aos substratos prejudicou a
producdo da enzima pelo fungo; este fato s6 ndo foi observado para o farelo de trigo, que
manteve uma producdo crescente a medida que as por¢des de dgua eram adicionadas,
alcancando méxima producao em 24h de fermentagdo com 211,2 U. g'1 de protease quando o
meio formulado continha 125mL de dgua para cada 100g de residuo (Figura 2). Para todos os
outros residuos, os picos de producdo concentraram-se nos meios adicionados de dgua na
faixa de 25 a 75mL. A maxima producdo foi observada quando 25mL de dgua foram
adicionados a 100g de farelo de algoddo, alcangando 290,9 U.g'1 de protease em 48h de
fermentacgao (Figura 2).
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Figura 2 - Efeito da adicao de agua sobre a sintese de protease utilizando diferentes
residuos como substrato: torta de canola (A), torta de girassol (B), farelo de trigo (C),
farelo de soja (D), pelicula da casca da castanha de caju (E) e farelo de algodao (F).

CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostraram que a maior parte dos residuos agroindustriais avaliados
apresenta grande potencial para a producdo de proteases em fermentagdo semi-sélida. No
geral, a sintese de proteases foi prejudicada quando maiores volumes de 4dgua foram
adicionados, com excecao do farelo de trigo. A pelicula da casca da castanha de caju foi a que
menos favoreceu a produc¢do da enzima. Dentre todos os residuos avaliados, o farelo de
algoddo permitiu uma maior sintese enzimadtica, alcancando 290,9 U.g'1 de protease em 48h
de fermentagdo, onde o meio formulado continha 25mL de dgua para 100g de residuo.
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