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RESUMO

Um aspecto muito importante na fermentacdo em estado solido é a recuperacdo adequada
dos metabolitos produzidos. A eficiéncia da extracdo é um fator critico que determina a
viabilidade economica da fermentacdo semi-solida para producdo de enzimas. Nao menos
importante que a eficiéncia da extracdo, o conhecimento sobre as caracteristicas de atuagdo
de uma enzima sdo indispensdveis para sua aplicacdo. Neste contexto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar as condigcbes de recuperagcdo de protease produzida por Aspergillus
oryzae 1V em fermentagcdo semi-solida utilizando torta de girassol como substrato, através
dos seguintes pardametros: volume de extrator, agitacdo e pH da solucdo extratora. Os
resultados obtidos mostraram que a utilizacdo de 200mL de solugdo extratora para cada 40g
de meio fermentado permitiram uma maior recuperacdo da enzima que apresentou atividade
proteolitica mdxima (185,5 U. g'l ) em pH 5,0. A agitacdo ndo mostrou um efeito significativo
sobre a recuperagdo da protease.

Palavras-chave: extracdo, agitacdo, atividade proteolitica.
INTRODUCAO

As enzimas proteoliticas constituem um dos mais importantes grupos de enzimas
produzidas comercialmente (UYAR e BAYSAL, 2004), e tém aplicacio em diferentes
industrias, como de alimentos, téxtil, farmacéutica e de detergentes (HORIKOSHI, 1999;
KANEKAR et al, 2002; MADIGAN et al, 1996).

Todas as enzimas sio sensiveis a concentracdo de fons H" no meio, existindo uma zona de
pH em que a atividade enzimdtica € méaxima. As proteases sdo classificadas em 4cidas,
neutras e alcalinas em relacio a faixa de pH em que as atividades sdo 6timas (SANDHYA et
al, 2005).

Proteases dcidas sdo endopeptidases, com massas moleculares no intervalo 30-45 kDa, que
dependem de 4cido aspartico para a sua atividade catalitica e mostra atividade maxima em pH
baixo. Proteases dcidas oferecem uma variedade de aplicagdes nas industrias de bebidas e
alimentos (VISHWANATHA et al, 2009) e apresentam faixa 6tima de pH entre 2,0 e 4,0
(GIONGO, 2006). As proteases neutras sdao ativas em uma faixa estreita de pH, entre 5,0 e
8,0, e possuem baixa termotolerancia. Algumas destas proteases, como as metaloproteases,
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necessitam de fons metdlicos divalentes para melhorar suas atividades enzimaticas (SEONG
et al, 2004). Sao bastante utilizadas na industria de alimentos por possuirem a funcdo de
hidrolisar aminoécidos hidrofébicos, restritos ao pH neutro, consequentemente reduzindo o
amargor das proteinas hidrolisadas nos alimentos (SANDHYA et al, 2005). J4 as proteases
alcalinas sdo caracterizadas pela sua alta atividade em pH alcalino, grande especificidade pelo
substrato, elevada resisténcia a altas temperaturas e pela sua capacidade de resistir a
ambientes com baixa atividade de dgua (TAKAMI et al., 1990). Este grupo de enzimas
apresenta melhor producdo em uma faixa de pH de 6,0 a 13,0 (TARI e GENCKAL, 2006).
Fungos do género Aspergillus sdao bastante explorados na producao de enzimas proteoliticas.
Dados encontrados na literatura revelam que fungos desse género tém capacidade de sintetizar
os trés tipos de proteases: dcida (VISHWANATHA et al, 2009), neutra (SANDHYA et al,
2005) e alcalina (HAJJI et al, 2008).

Um aspecto muito importante na fermentagdo em estado sélido € a recuperacdo adequada
dos metabolitos produzidos. A eficiéncia da extracdo € um fator critico que determina a
viabilidade econdmica da fermentacdo semi-sélida para producdo de enzimas (SANTOS,
2007). Diferentes autores discutem sobre a necessidade de maiores estudos sobre técnicas de
recuperacdo de enzimas em meios semi-sOlidos, pois as existentes ainda sdao muito
ineficientes comprometendo diretamente a exploracdo desse tipo de processo para produgdo
de enzimas comerciais e em grande escala (KUMAR e LOSANE, 1987, RAMADAS et al,
1995, CASTILHO et al, 1997, DANIEL et al, 1996, SANTOS, 2007).

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi determinar as melhores condi¢des de
recuperagdo de protease obtida a partir de um processo fermentativo em estado sélido; para
isto avaliou-se a utilizacdo de diferentes relagdes volume de extrator por massa de meio
fermentado, o efeito da agitacdo e do pH da solucdo extratora.

MATERIAL E METODOS

Microrganismo: o microrganismo empregado foi A. oryzae 1V, previamente selecionado
como uma linhagem produtora de proteases. A linhagem € mantida estocada (-18°C) na
colecdo de trabalho do Laboratério de Bioprocessos da Embrapa Agroindustria Tropical,
Ceara.

Preparacio dos meios de inoculacido: as fermentacdes foram conduzidas em erlenmeyers de
500mL com 40g de meio de cultivo, baseado em torta de girassol umidificada na propor¢ao
de 50mL de 4gua para cada 100g de torta. Os frascos foram esterilizados a 121°C durante 15
minutos e inoculados com suspensdo de esporos na concentragio de 10’ esporos.g'l. 0]
conteddo foi homogeneizado e incubado a 30°C por 24h. Todas as condicdes de cultivo foram
previamente determinadas como ideais para producdo de proteases por A. oryzae IV.

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 formacdo do composto cromoéforo
ocorreu pela adi¢do de solug¢do 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 reagcdo entre o branco
reacional e a amostra nas condicdes de ensaio.
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Influéncia dos volumes de extrator e da agitacio na atividade proteolitica: a extragdo do
complexo enzimdtico foi realizada pela adi¢do de solucdo tampao acetato 200 mM pH 5,0 aos
meios fermentados e mantidos a 30°C por 60 minutos. O estudo das condi¢des de extracao
envolveu a utilizacdo de diferentes volumes de extrator (100, 200, 300 e 400mL para cada 40g
de meio fermentado) e agitacao (0, 50, 100 e 150rpm). O complexo enzimadtico foi obtido por
filtracdo com papel qualitativo. A fase liquida resultante foi recolhida e conservada a -18°C
em frascos rosqueados para andlises. A atividade enzimadtica nessa etapa foi determinada
utilizando a solu¢@o de azocaseina em pH 5,0.

Influéncia dos pH’s de extracio na atividade proteolitica: utilizou-se tampdo acetato
200mM para os valores de pH de 4,0 e 5,0, e tampao fosfato 200mM para valores de pH 6,0,
7,0 e 8,0. A solugdo extratora teve seu pH verificado antes e apds o processo de extracdo por
método potenciométrico. A atividade enzimatica nessa etapa foi realizada utilizando a solugao
de azocaseina em trés faixas de pH: 4cida (pH 5,0), neutra (pH 7,0) e alcalina (pH 8,0).

RESULTADOS E DISCUSSOES
Influéncia dos volumes de extrator e da agitaciao na atividade proteolitica
A solucdo extratora manteve sua caracteristica tamponante ao longo do processo de
extracdo, o que pode ser observado pelas pequenas variagdes nos valores de pH apds a

extracdo (Tabela 1).

Tabela 1-pH’s das solucoes extratoras antes e apos a extracio

pH do extrator pH do extrator antes da pH do extrator apds a
extracao extracao
4,0 4,07 4,48
5,0 5,08 5,36
6,0 6,03 5,94
7,0 7,05 6,76
8,0 7,94 7,42

O aumento do volume de extrator promoveu um aumento na recuperacdo da atividade
proteolitica, a partir do meio sélido. Devido a presenca de distintos metabdlitos no meio
fermentado, o volume de 100mL nao foi suficiente para a extracdo total da enzima,
provavelmente ocasionado pela saturagdo do meio liquido. O uso de volumes de extrator
superiores a 200mL mostrou valores similares de atividade proteolitica recuperada total
(Figura 1). GHILDYAL et al (1991) afirmam que em fermentacdo semi-solida, é essencial
que o processo de extracdo mantenha uma importante caracteristica deste tipo de cultivo: a
obten¢do do produto de forma concentrada. A produ¢do de um extrato diluido pode destruir
este aspecto economicamente vantajoso dos sistemas semi-solidos. Nesse contexto, elevadas
razdes volume de extrator por massa de meio devem ser evitadas. Desta forma, sugere-se a
utilizacdo do volume de 200mL de solu¢do extratora para cada 40g de meio fermentado
(razdo de 5:1), visando a extracdo do complexo enzimético de forma concentrada e eficiente,
com conseqiiente diminuicao dos custos operacionais. Este valor se mostra igual ao relatado
por SANTOS (2007), que estudando as condi¢cdes de extracdo de poligalacturonase em
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fermentacao semi-solida verificou que esta razdo foi a mais adequada para recuperagcdao da
enzima. A agitacdo da suspensdo ndo mostrou um efeito significativo sobre a recuperacdo da
protease. Contudo, notou-se uma tendéncia de redu¢do com o aumento da agitacdo. (Figura

1).
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Figura 1 — Efeito da agitacao e dos volumes de extrator na recuperaciao da protease.
Influéncia dos pH’s de extracao na atividade proteolitica

Todos os extratos enzimaticos obtidos utilizando-se solu¢des extratoras com diferentes pH’s
apresentaram atividade proteolitica, onde destacaram-se as amostras analisadas na faixa dcida
(pH 5,0), alcancando uma producdo de 185,5 U.g” de protease (Figura 2). No geral, as
amostras analisadas nas faixas neutra e alcalina apresentaram resultados inferiores (Figura 2).
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Figura 2 - Efeito do pH da solucio extratora na atividade proteolitica
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A grande diversidade de enzimas produzidas por fermentacdo semi-solida € largamente
relatada na literatura, dentre as quais podemos citar proteases dcidas, alcalinas e neutras.
VISHWANATHA (2009), ao estudar a estabilidade de uma protease produzida por A. oryzae
MTCC 5341, verificou que a enzima permanecia estavel em uma faixa de pH entre 2,5 ¢ 6,5 e
apresentou atividade méaxima nos pH’s entre 3,0 e 4,0. SEONG et al. (2004), estudando uma
protease produzida por Streptomyces tendae, observou que a atividade mdaxima da enzima
ocorreu em pH 6,0, mantendo-se estavel em uma faixa de 4,0 a 9,0. IKASARI e MITCHELL
(1996), avaliaram o efeito do pH de andlise na atividade de protease produzida por Rhizopus
oligosporus, utilizando um intervalo de 1,5 a 11. Os resultados encontrados por estes autores
revelaram que a enzima apresentou atividade em pH’s entre 1,5 e 5,0, com maxima atividade
em pH 2,0. GERMANO et al. (2003), estudando a estabilidade de protease produzida por
Penicillium sp. em fermentacdo semi-sélida verificou que a enzima manteve-se estdvel em
pH’s entre 6,0 e 9,0. Os dados encontrados na literatura condizem com os obtidos neste
trabalho, principalmente no que diz respeito a estabilidade da protease em relagdo ao pH.
Todos os relatos remetem a enzimas com atuagdo em ampla faixa de pH, sejam elas acidas,
alcalinas ou neutras.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho revelaram que 200mL de solugdo extratora para cada
40g de meio fermentado permitiu uma maior recuperagido da enzima. A agitacio nao mostrou
um efeito significativo sobre a recuperacdo da enzima. O pH da solugdo extratora ideal foi
5,0. A enzima apresentou atividade em toda a faixa de pH testada, tendo atividade proteolitica
maxima em pH de andlise 5,0, atingindo 185,5 U.g'l.
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