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RESUMO

Proteases representam importante classe de enzimas que respondem por
aproximadamente 60% do mercado mundial de enzimas, sendo 2/3 do total de vendas
representado pelas proteases de origem microbiana. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
producdo de proteases por fermentagdo semi-solida de torta de canola em condigdes
dinémicas utilizando reator instrumentado. As condicées das fermentagdes foram conduzidas
segundo um planejamento fatorial linear completo 2’ e delineamento composto central
(DCCR), variando-se a umidade relativa do ar, a umidade inicial do inéculo e a aeragdo. Os
melhores resultados obtidos em reator de colunas foi de 504U.g "base seca.

Palavras-chave: Proteases, Fermentagio semi-sélida, Aspergillus, Biorreator de colunas;
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INTRODUCAO

Fermentacdo semi-solida (FSS) € definida como um processo fermentativo no qual o
crescimento do microrganismo e a formagéo dos produtos ocorrem na superficie do substrato
s6lido préximo 2 auséncia de agua livre, geralmente utilizando matéria-prima natural como
fonte de carbono e energia. A utilizagio de residuos agroindustriais do processamento de
frutos e grios é certamente econdmica para produg¢do de compostos de valor agregado como
enzimas, 4cidos organicos e aromas. A FSS vem recebendo atengdo por apresentar vantagens
em relagio 3 fermentacio submersa: natureza extracelular da enzima, elevados niveis de
atividade e produtividade, utilizagdo de residuos e subprodutos agroindustriais como substrato
(PANDEY, 2003; RAIMBAULT, 1998; RAO et al., 1998).

Apesar das vantagens a FSS ainda apresenta dificuldades de aplicagdo em escala
industrial devido a dificuldade de controle e monitoragdo das varidveis durante o processo.
Isso ocorre devido 3 auséncia de 4gua livre no processo, a baixa condutividade térmica dos
substratos solidos e a baixa capacidade térmica do ar, que limitam a remogdo de calor
produzida pelo crescimento fimgico (WEBER et al, 1999). A literatura apresenta poucas
informagdes sobre instrumentagdo e automagdo aplicadas a processos de FSS. Neste contexto,
o objetivo deste trabalho foi avaliar a produg@o de proteases por fermentag¢do semi-sélida de
torta de canola em condigdes estaticas e dindmicas.
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MATERIAL E METODOS
Matéria-Prima
A torta de canola, subproduto do processo de extragdo do 6leo de canola, foi cedida

gentilmente pela empresa Celena Alimentos localizada em Eldorado do Sul no Rio Grande do
Sul.

Microrganismo

A linhagem utilizada foi o fungo filamentoso Aspergillus oryzae IV pertencente a
cole¢io de microrganismos do Laboratério de Bioprocessos da Embrapa Agroindustria
Tropical.

Preparacio do meio para inoculagio

O meio para a fermentagio semi-s6lido era constituido basicamente de torta de canola
umidificada com 4gua destilada. Para garantir a uniformidade das amostragens, o meio foi
preparado em béquer de polipropileno adicionando-se lentamente agua destilada a torta de
canola e realizada a homogeneizagfio. Os meios foram esterilizados a 121°C durante 15
minutos e inoculados com solugdo de esporos de 10’ esporos.g'l. O conteudo foi
homogeneizado e os frascos foram incubados em estufa a 20°C durante 96 horas.

Biorreator de colunas Intrumentado

Apds a selegio das melhores condigdes de operagdo da FSS em erlenmeyers foi
realizada estuda em biorreator do tipo colunas adaptado a partir do modelo de Raimbault and
Germon, (1976) com aeragdo forgada, em escala laboratorial, composto de 12 colunas (2,5 cm
de didmetro e 20 cm de comprimento) regularmente dispostas em banho termostatico. Depois
do periodo de fermentagfo, o sélido fermentado foi transferido para Erlenmeyers e a enzima
extraida pela adigio de 0,2 mol/L de tampéo acetato de sédio em pH 5,0 em cada frasco. A
suspensdo foi agitada a 100 rpm por 1 hora a 30°C, a solug@o enzimatica foi recuperada por
filtracdo. Os extratos de enzimas recuperadas foram armazenadas a -18°C para posterior
analise.

Planejamento Experimental

O delineamento fatorial 2° completo, resultando em 8 experimentos, incluindo 3
pontos centrais, foi utilizado para avaliar os efeitos da taxa de fluxo de ar, umidade relativa do
ar e umidade inicial do substrato sobre a eficiéncia da produgdo de protease. Os valores das
varidveis independentes e seus niveis codificados s3o apresentados na Tabela I. A selecdo dos
valores foi baseada em dados ndo publicados e em experimentos preliminares.

Tabela L. Varidveis codificadas e ndo codificadas do planejamento fatorial 2° completo.

Variaveis Niveis
-1 0 1
fluxo de ar — x1 12 24 36
Umidade relativa do 70 80
ar (%) —x2 60
umidade inicial do 30 40 50

substrato (%) — x3
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Foi aphcado um delincamento estatistico do tlpo composto central rotacional (DCCR).
O DCCR consistiu em um planejamento completo 2 com 4 pontos axiais e 3 repetigdes no
ponto central, totalizando 11 ensaios, objetivando-se a otimizagdo da atividade proteolitica
através da metodologia de resposta. Os valores das varidveis independentes e seus niveis
codificados sdo apresentados na Tabela II.

Tabela II - Valores das varidveis independentes utilizadas no DCCR.

Varidveis B

-1,41 -1 0 +1 +1,41
Umidade do ar (%) X1 66 70 80 90 94
Umidade do substrato % X2 16 20 30 40 44

Extracio do complexo enzimatico

A enzima foi extraida do meio pela adigo de tamp3o acetato de sédio 200 mM pH 5,0
na razdo de 100 mL de solugdo por 40 g de meio fermentado, permanecendo incubado em
estufa a 30°C por um periodo de 1 hora, filtrada com papel de filtro qualitativo e utilizada na
determinag¢do 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 acido tricloroacético como agente
de precipitacio. A formagdo do composto croméforo ocorreu pela adigdo de solugdo de
hidréxido de potassio SN. 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 diferenga de
0,01 de absorbancia por minuto de reag#io entre o branco reacional e a amostra nas condigdes
de ensaio.

RESULTADOS E DISCUSSOES

O estudo das varidveis operacionais do reator em colunas foi empregado um
plancjamento fatorial completo. Avaliou-sc o efcito e a significancia de 3 variaveis
mdependentes umidade do substrato (%), umidade relativa do ar (%) e vazdo do ar (mL. min’

') através de um delineamento 2*, com 3 (Tabela I). Os valores das varidveis independentes e
as respostas para as atividades en21mat1cas de protease sdo apresentados na Tabela III, onde
observou-se que 0 méaximo valor de produggo enziméatica alcangado foi de 355 U.g’ ! quando o
reator estava operando nas condi¢des de méxima umidade relativa do ar e umidade do
substrato, variando apenas a vazdo do ar em valores de méximo e minimo testados. Estes
resultados mostram que a vazao do ar ndo interfere em uma maior produgdo de protease.

Tabela I11. Planejamento fatorial 2° completo com atividade da protease (U.gh.

S el

Umidade  Fluxo Atividade de

Ensaios U;?:::g :tgo relativa de ar protease (U.g
doar (vazdo) D)
-1 -1 -1 244,06

2 1 -1 -1 259,375
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-1 1 1 305,46

1 1 4 355,47

-1 A 1 195,31

1 -1 1 261,41

=4 1 1 284,22

8 1 1 1 355,31

9 (C) 0 0 0 295,0
10 (C) 0 0 0 294,38
11 (C) 0 0 0 285,31

A partir dos resultados obtidos no planejamento fatorial, desenvolveu-se um novo
planejamento de experimentos baseado no dehneamento composto central rotacional (DCCR)
através de um planejamento fatorial completo 2%, com quatro pontos axiais e trés pontos
centrais e os resultados de atividade de protease obtldos representados na Tabela IV, a vazio
do ar foi fixada em 12 mL.min". A maior atividade de protease foi obtida nos meios
fermentativos com umidade do substrato inicial de 40% e incubado com umidade relativa do
ar de 90%.

Tabela IV. Ensaios, niveis de umidade relativa do ar, umidade do substrato e atividades de
protease (U.g™).

Umidade . . .
Ensaios relativado 0L e e et (09
ar (x1)
1 -1 -1 163,671875
2 -1 1 379,166667
3 1 -1 387,5
4 1 1 504,166667
5 -1,41 0 476,785714
6 1,41 0 482,589286
7 0 -1,41 43,1547619
8 0 1,41 450,334821
9 (C) 0 0 470,535714
10 (C) 0 0 444,196429
11 (C) 0 0 457,142857

A umidade relativa do ar, dentro da faixa estudada, nfo se mostrou um efeito
significativo na produgdo enzimatica, ja as umidades do substrato lineares e quadréticas foram
significativas (Figura I).
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Figura I. Diagrama de Pareto mostrando as variaveis significativas com p<0,1.

Na validaco estatistica dos modclos aplicou-sc analisc de varidncia (ANOVA) para
calculo do valor F (Teste Fisher), os resultados s3o apresentados na Tabela V. A verificagéo
dos resultados mostra a superioridade no valor de F calculado frente ao do F tabelado, fato
que valida o modelo na regido estudada com 90% de confianga. O teste F mostrou que o
modelo utilizado se ajustou adequadamente com os dados experimentais, sendo 7,04 vezes
maior que o F tabelado.

Tabela V. Analise de varidncia (ANOVA) das respostas da umidade do substrato € umidade
relativa do ar.

—— r . Soma dos Graus de Média dos
Variaveis Estatisticas Quadrados Liberdade Quadrados
Regressao 69260,55 2 69260,55
Residuo 25296,76 8 3162,10
Total 94557,31 10
F(Modelo) 21 ’90
R2 0,897
Nivel de confianga 90%
Ftab (2;8; 0,1)= FTabe|ado= 3’11

7,04

Modelo I apetado

A superficie de resposta resultante do modelo para produgdo de proteases apresentada
na Figura II observou-se que as melhores condigdes obtidas foram nos pontos centrais.
Valores de umidade do substrato abaixo de 30% levaram a um afastamento da regido de
6timo. Como reportado por Acufia-Arguelles et al. (1994), Raghavarao et al. (2003), os baixos
teores de umidade inicial reduzem a produgdo enzimdtica, pois causam alteragdes
morfolégicas na membrana do fungo limitando o transporte por difus3o e osmose, afetando
com isto 0 metabolismo microbiano. Portanto, ressalta-se o a manuten¢do de um equilibrio
adequado entre a disponibilidade de 4gua, expansdo do substrato e efeitos de difusdo do
oxigénio. Visto que o ar utilizado para aeragdo do meio foi previamente umidificado,
dificuldades no sentido de secagem no substrato foram prevenidas neste sistema.
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Figura II. Gréfico de contorno mostrando as regides dtimas para umidade do substrato e
umidade relativa do ar

CONCLUSOES
A utilizagdo do bioreator instrumentado proporcionou o acompanhamento do meio
semi-solido sobre condi¢des controladas durante todo o processo. A vazdo do ar ndo
favoreceu para uma maior produgdo de protease ¢ que a umidade do substrato mostrou maior
significincia estatistica para a produc@o enzimatica.
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