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RESUMO - O presente trabalho teve como objetivo determinar a atividade
proteolitica de extratos enzimdticos obtidos por miultiplas extracdoes e estudar a
producdo desta enzima durante reincubacdo de farelo de trigo em fermentagdo semi-
solida. Os meios foram esterilizados, inoculados com suspensdo de esporos e
incubados a 30°C durante 24h. Os extratos enziméaticos foram obtidos mediante adicao
de solugdo tampao ao meio fermentado e posterior filtracio em papel qualitativo. Os
meios fermentados foram submetidos a trés extracdes consecutivas, sendo coletadas
amostras a cada extragdo para andlises. Apds as extragdes, os meios foram reincubados
durante 72h, com amostras coletadas a cada 24h. Os resultados mostraram que apds a
primeira extragao (17,65 U.mL'l), a atividade proteolitica nos extratos foi decrescente,
havendo uma recuperacdo de 26,72 e 13,44% de atividade na segunda e terceira
extragdes, respectivamente, quando comparadas a primeira. J4 nos meios submetidos a
reincubacdo houve sintese de nova protease atingindo 30% da produgdo inicialmente
obtida.

PALAVRAS-CHAVE: protease, extragdes, reincubacao.

1. INTRODUCAO

Um grande ndmero de micro-
organismos nao-patogénicos € capaz de
produzir enzimas, dentre eles, os fungos
filamentosos sao particularmente
interessantes devido ao seu fécil cultivo e
producdio de enzimas extracelulares
potencialmente aplicdveis industrialmente
(GUIMARAES et al., 2006).
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Aspergillus oryzae é uma espécie
considerada ndo toxicogénica, apresentando
um longo histérico de wuso industrial
(VISHWANATHA, RAO e SINGH, 2009).
A histéria molecular do organismo A. oryzae
mostra que 0 mesmo tem a maior expansao
de genes  hidroliticos (135  genes
proteoliticos), tornando-o um  grande
produtor de proteases (MACHIDA et al.,
2005).
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As enzimas proteoliticas merecem
destaque, pois respondem por mais de 65%
de todo o mercado mundial de enzimas
(OSKOUIE et al., 2008), sendo 40% desse
total de proteases de origem microbiana
(RAO et al., 1998). Na induastria de
alimentos, algumas aplicagdes sdo bastante
conhecidas, como na fabricacdo de queijos,
clarificacdo de cerveja e producdo de

proteina  hidrolisada (VISHWANATHA,
RAO e SINGH, 2009). Estas enzimas
podem ser obtidas por fermentagcdo

submersa ou por fermentacdo semi-sélida
(FSS). A FSS constitui um processo de
grande importancia comercial visto a
possibilidade de produg¢do de indmeros
metabolitos de alto valor agregado, como
enzimas. A  produ¢do de enzimas
extracelulares por micro-organismos em
FSS apresenta varias vantagens econdmicas
quando comparada a fermentacdo submersa,
dentre as quais podemos citar: o uso de
agro-residuos industriais como substratos
simples, requisito minimo de d4gua e
producdo de metabdlitos de forma mais
concentrada (CHELLAPAN et al., 2006).

Um aspecto muito importante na
fermentacdo semi-sdlida € a recuperacdo
adequada dos metabdlitos produzidos. A
eficiéncia da extragdo é um fator critico que
determina a viabilidade econdmica da
fermentacdo semi-sdlida para produgdo 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 sao muito
ineficientes comprometendo diretamente a
exploracdo desse tipo de processo para
producdo de enzimas comerciais e em
grande escala (KUMAR e LOSANE, 1987,
RAMADAS et al., 1995, CASTILHO, 1997,
DANIEL et al., 1996, SANTOS, 2007).
Assim, parametros que envolvam esse tipo
de processo devem ser investigados
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continuamente a fim de aperfeicoar técnicas
e diminuir custos de producao.

O presente trabalho teve como
objetivo determinar a atividade proteolitica
de extratos enzimadticos obtidos por
multiplas extracdes e estudar a producdo
desta enzima durante reincubagdo de farelo
de trigo em fermentagao semi-sdlida.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Micro-organismo

O micro-organismo empregado foi A.
oryzae 1V, pertencente a colecdo de trabalho
do Laboratério de Bioprocessos da Embrapa
Agroindustria Tropical em Fortaleza-CE.

2.2 Preparacao do indculo

O micro-organismo foi cultivado em
dgar nutritivo a 30°C. As suspensdes de
esporos foram extraidas com 10mL de
solucdo estéril de 0,3% (v/v) tween 80. Em
seguida, 1mL da suspensdo de esporos foi
adicionada a frascos contendo 10g de farelo
de trigo enriquecido com 4mL de uma
solu¢do 1,7% m/v NaHPO4.H,0 e 2,0% m/v
(NH4)2SOy, incubados a 30°C por 4 dias. Os
esporos foram extraidos do farelo de trigo
com 50mL de solucdo 0,3% (v/v) tween 80
para contagem em camara de Neubauer.

2.3 Substrato

A matéria-prima utilizada como
substrato foi o farelo de trigo gentilmente
cedido pelo Moinho Dias Branco.

2.4 Processo fermentativo

As fermentacdes foram conduzidas em
erlenmeyers de S00mL com 40g de meio de
cultivo, baseado em farelo de trigo
umidificado. Os frascos foram esterilizados,
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inoculados com suspensdao de esporos e
incubados a 30°C por 24h. Para a realizacao
da etapa de reincubagdo, o0s meios
inicialmente fermentados foram submetidos
as extragdes e reincubados por um periodo
de 72h com coleta de amostras a cada 24h.

2.5 Determinacoes de umidade e
atividade de agua (Aw)

A umidade inicial nos meios foi
determinada segundo metodologia descrita
em Instituto Adolf Lutz (IAL, 2004). A
atividade de 4gua foi medida em aparelho
AQUALAB Decagon modelo CX-2.

2.6 Obtencao dos extratos
enzimaticos e reincubacao do meio
fermentativo

A extracdo do complexo enzimadtico
foi realizada pela adicdo de 200mL de
solucao tampao acetato 200 mM pH 5,0 aos
meios fermentados e mantidos a 30°C por
60 minutos. O complexo enzimético foi
obtido por filtragdo com papel qualitativo. A
fase liquida resultante foi recolhida e
conservada a -18°C em frascos rosqueados
para andlises. As fermentagdes conduzidas
nas primeiras 24h de incubacdo foram
submetidas a trés extracdes consecutivas
com coleta dos extratos enzimdticos a cada
extracdo. J4 nos meios que passaram por
reincubacdo, o processo de extracdo foi
unico em cada tempo avaliado.

2.7 Atividade proteolitica

A atividade proteolitica foi
determinada segundo a metodologia de
Charney e Tomarelli (1947), utilizando
azocaseina como substrato e 4cido
tricloroacético como agente de precipitagao.
A formagao do composto croméforo ocorreu
pela adicdo de solu¢do de hidréxido de
potdssio SN. A leitura da intensidade de cor
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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 condig¢des
de ensaio.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A recuperacdo mdaxima observada
ocorreu durante o periodo de incubagado e no
extrato enzimdtico obtido na 1* extracdo
(ponto  correspondente ao tempo de
reincubacdo zero (0) da Figura 1), atingindo
17,65 U.mL™. Quanto as extracdes, oS
resultados mostraram que apds a primeira
extracdo, a atividade proteolitica nos
extratos foi decrescente, havendo uma
recuperacdo de 26,72% (4,72 U.mL'l) €
13,44% (2,37 U.mL'l) de atividade na
segunda e terceira extragoes,
respectivamente, quando comparadas a
primeira (Figura 1). Estes dados evidenciam
que a maior parte da enzima foi recuperada
j4 na primeira extragdo, mas também
mostraram que quantidades remanescentes
das proteases sintetizadas pelo fungo
continuaram presentes no meio
fermentativo. Diante do exposto, é valido
avaliar-se até que ponto a realizacdo de
multiplas extracdes para a recuperacio
adicional de enzimas produzidas durante um
processo fermentativo € vantajosa do ponto
de vista econdmico, visto que essa operacao
pode implicar em uma reducdo nos custos,
por exemplo, diminuindo o nuimero de
fermentacdes necessdrias para se conseguir
uma determinada quantidade de enzimas,
além da economia com substrato, energia e
diminui¢do do tempo de obtencao.

N

Nos meios submetidos a reincubagao
houve sintese de nova protease durante todo
o periodo avaliado, atingindo até 30% da
producdo inicialmente obtida (Figura 1).
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Figura 1 — Atividade proteolitica de extratos enzimaticos obtidos por multiplas extracdes
e sintese de proteases durante reincubacgdo de farelo de trigo em fermentagdo semi-sélida.

Essa queda observada pode ser A umidade apresentou um aumento de
explicada pela mudangca no perfil de 53,2% para 86,5% na primeira extragdo,
umidade e Aw provocada pela adicdo da mantendo valores préximos nos meios
solugdo tampao durante as extragdes e submetidos as extragdes subseqiientes
consequente absor¢do pelo substrato. (Figura 2).
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Figura 2 - Perfil de umidade e Aw nos meios submetidos a multiplas extragdes.
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Freitas, Castro e Pinto (2009), S. G., CHANDRASEKARAN, M.
avaliaram a producdo de protease durante Production,  purification and  partial

reincubacdo de torta de canola, e observaram
queda na produgdo de 52,7%; estes mesmos
autores atribuiram este fato ao aumento da
umidade e Aw. Acufa-Arguelles et
al.,(1994) afirmam que a quantidade de dgua
presente no meio afeta o metabolismo
microbiano levando a modificacdes na
membrana celular, nos mecanismos de
transporte e na sintese enzimatica.

4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos evidenciaram a
viabilidade da realizacdo de extragcdes
subsequentes para uma maior recuperacio
da enzima e que a reincubacdo ndo se
mostrou uma alternativa eficaz na sintese de
protease.
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