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RESUMO - A fermentagdo semi-sélida destaqua-se no aproveitamento e bioconversao
de residuos agroindustriais. O presente trabalho objetivou avaliar as condicdes de
extragdo da protease do meio semi-solido como agitagdo, pH e volume do tampdo de
extracdo. Os extratos enzimaticos foram obtidos adicionando tampao acetato 200 mM ao
meio fermentado e filtracdo. A atividade proteolitica foi determinada por método
espectrofotométrico utilizando solugdo de azocaseina como substrato. A agitacdo do meio
durante o processo de extracdo influenciou em um aumento de 17 % na obtencdo da
enzima, ja a diminuicdo do volume de tampao ocorreu a concentracdo da enzima no
extrato enzimatico em relagdo do controle. Quando variou o pH do tampao de extragdo e
da solucdo de azocaseina simultaneamente, a enzima apresentou atividade nos diferentes
pH avaliados, a maior produgio de protease observada foi de 395 U.g”' em 96 horas de
processo fermentativo, extraida em tampao acetato 200 mM pH 7,0 e pH 7,0 da solugao
de azocaseina.

PALAVRAS-CHAVE: torta de canola; pH; agitacao.

1. INTRODUCAO

Os microrganismos representam um
importante papel na producao de enzimas. As
enzimas de origem microbiana podem ser
obtidas a partir de técnicas que utilizam
fermentagdo submersa ou fermentagao semi-
solida. Na escala de producdo mundial de
enzimas microbianas, as proteases detém
aproximadamente 60% do total de vendas,
sendo 40% representado pelas proteases
microbianas (Rao et al., 1998).

Proteases fazem parte da classe de
enzimas capazes de hidrolisar ligacdes
peptidicas em moléculas de proteinas.
Constituem um dos mais importantes grupos
de enzimas industriais e apresentam uma
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larga aplicagdo em diferentes processos
industriais na industria de alimentos, téxtil,
farmacéutica, couro e detergentes (Phadatare
et al., 1993; Rao et al., 1998). As proteinases
destinadas a industria de detergentes
representa 30% do total da produ¢do mundial
de enzimas (Sandhya et al., 2005; Tunga et
al.,2003).

As proteases sao responsaveis pela
grande aplicacdo dos fungos nos processos
fermentativos. Aspergillus oryzae apresenta
um papel importante ao longo dos anos na
producao industrial de proteinases. Wang
(2005) relata que intimeros estudos foram
publicados sobre informagdes genéticas do
Aspergillus oryzae e caracterizagcdo de meios
para producdo de proteases. Diferentes
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linhagens de Aspergillus oryzae produzem
proteases acida (Vishwanatha et al., 2009),
neutra (Sandhya ef al., 2005) e alcalina
(Samarntarn et al., 1999)

O presente trabalho teve como objetivo
avaliar as melhores condigdes de extragao da
protease microbiana do meio fermentativo,
tendo a torta de canola como substrato. Para
isto, avaliaram-se agita¢ao, pH e volume do
tampao de extracao.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismo

A linhagem utilizada neste trabalho foi
Aspergillus oryzae IV pertencentes a colegao

de microrganismo do Laboratorio de
Bioprocessos da Embrapa Agroindustria
Tropical.

2.2 Preparacio do indculo

O microorganismo esporulado foi
disperso com 40 ml de solucdo 0,3 % (p/v)
de Tween 80 com auxilio de bastdo estéril
em condigdes assépticas. A concentragdao de
esporos na suspensdo obtida foi estimada
pela contagem em microscopio usando
Céamara de Neubauer ap6s a devida diluigao
da suspensao obtida.

2.3 Fermentac¢ao semi-solida

As fermentagdes foram realizadas com
40g de torta de canola umidificada em
Erlenmeyers de 500 ml. Os frascos foram
esterilizados a 121°C durante 15 minutos e
inoculados com suspensdao de esporos. O
conteido foi homogeneizado. Os frascos
foram incubados por 96 horas.

2.4 Efeitos
processos

dos parametros de
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variaveis de

Diferentes
foram estudadas e observadas seus efeitos

Pprocessos

sobre a produg¢do da protease por
fermentagdo  semi-solida. Variacdo da
velocidade de agitagdo na etapa de extracao
enzimadtica, variagdo do volume do tampao
de extracdao e variagao do pH do tampao de
extracdo (4,0; 5,0; 6,0; 7,0 e 8,0), pH de
determinagdo da atividade proteolitica (4,0;
5,0; 6,0; 7,0 € 8,0).

2.4.1 Influéncia dos volumes de extrator

Para verificar a influéncia do aumento do
volume do tampdo de extragdo ao meio so6lido
utilizou diferentes volumes de extrator (100,
200 e 300 mL para cada 40g de meio
fermentado) sendo 100 mL o volume
controle. A extra¢ao do complexo enzimatico
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 complexo enzimatico foi obtido
por filtragdo com papel qualitativo. A fase
liquida resultante foi recolhida e conservada
a -18°C em frascos rosqueados para analises.

2.4.2 Agitacio do meio enzimatico na
extraciao da enzima

O estudo das condigdes de extragao
envolveu a agitacdo do meio enzimatico
adicionado do tampao de extracdo, nesta
etapa fez-se o controle (extragdo sem
agitacdo) e o meio nas mesmas condigdes sob
agitacdo (100 rpm) em Shaker orbital Tecnal-
TE 420 durante 1 hora. 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 analises.

2.4.3 Influéncia dos pH’s de extracio na
atividade proteolitica

Para avaliar o efeito do pH do tampao de

extracdo da enzima no meio sélido e da
solucdo de azocaseina na determinacdo da
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atividade enzimatica utilizou-se tampao
acetato 200 mM para os valores de pH 4,0 e
5,0, tampao fosfato 200mM para valores de
pH 6,0, 7,0 e 8,0. A solucdo extratora teve
seu pH verificado antes e apds o processo de
extragdo por método potenciométrico. A
atividade enzimatica nessa etapa foi realizada
utilizando a solug@o de azocaseina nas faixas
de pH: 4,0; 5,0; 6,0; 7,0 ¢ 8,0.

2.4 Obtencao do extrato enzimatico

A extra¢do do complexo enzimatico foi
realizada pela adi¢do de solugdo tampao
acetato 200 mM aos meios fermentados e
incubados a 30°C por 1 hora. O complexo
enzimatico foi obtido por filtragdo com papel
qualitativo. O sobrenadante foi armazenado a
temperatura de -18°C para analises.

2.5 Determinacdo da 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 formagdo do composto croméforo ocorreu
pela adicdo de solugdo de hidroxido de
potéassio 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 diferenca de 0,01 de
absorbancia por minuto de reacdo entre o
branco reacional e a amostra nas condi¢oes
de ensaio.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Influéncia do volume do extrator
na atividade proteolitica

O estudo da adi¢do de diferentes
volumes de extrator ao meio semi-solido ¢
importante para observar o poder de observar
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o poder de absor¢do do tampao pelo substrato
¢ a determinagdo do volume necessario para
a liberagdo da enzima presente no meio
fermentado.

De acordo com a Figura 1 pode-se
observar que o aumento do volume de

extrator promoveu uma diminui¢do na
recuperagdo da atividade proteolitica, a partir
do meio sélido. Devido a enzima estd mais
concentrada no meio fermentado, o volume
de 100 mL foi suficiente para a extragao total
da enzima, promovendo uma maior atividade
proteasica. O uso de volumes de extrator a
partir de 200 mL mostrou uma diminui¢ao
nos valores de atividade proteolitica
recuperada total (Figura 1).
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Figura 1 — Efeito da variagdo do volume de
extrator enzimatico (100, 200 e 300 mL) na
determinagdo da atividade proteolitica do
extrato enzimatico.

Ghildyal ef al., (1991) afirmam que em
fermentagdo semi-solida, € essencial que o
processo de extracdo mantenha uma
importante caracteristica deste tipo de
cultivo: a obtencdo do produto de forma
concentrada. A producdo 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 100 mL de solucao
extratora para cada 40g de meio fermentado
(razdo de 2,5:1), visando a extracdo do
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complexo enzimatico de forma concentrada e
eficiente, com conseqiiente diminuicdo dos
custos operacionais. Esse resultado mostra-se
compativel ao relatado por Santos (2007),
que estudando as condigdes de extragao de
poligalacturonase em fermentagdo semi-
solida.

3.2 Influéncia da
extraciao da enzima

agitacio na

A agitagdo durante o periodo de
extracdo enzimatica ¢ um fator importante
podendo facilitar a liberagdo da enzima das
particulas do meio solido durante o processo
de extragdo. Neste estudo a agitacdo da
suspensao mostrou um aumento de 17 %
sobre a recuperacdo da protease em relacao
ao controle (Figura 1). Porém em uma
producdo em larga escala deve-se levar em
consideragdo os gastos adicionais com a
energia utilizada para agitacdo e verificar se é
vidvel ou ndo a adicdo da agitacao durante o
processo de extracao.
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Figura 2 — Efeito da agita¢ao do meio
enzimatico na determinagdo da atividade
proteolitica do extrato enzimatico.

3.3 Influéncia dos pH’s de extracio
na atividade proteolitica

O pH do meio fermentativo influéncia
na afinidade da enzima com o substrato e no
estado de ionizacdo dos componentes
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reacionais. As enzimas apresentam elevada
atividade na faixa de pH em torno do seu pH
otimo. Neste trabalho todos os extratos
enzimaticos obtidos utilizando-se solugdes
extratoras com diferentes pH’s apresentaram
atividade proteolitica nas faixas de pH
utilizadas durante a analise. A interagao entre

as duas varidveis produziu diferentes
respostas na atividade proteolitica. Os
extratos enzimadticos obtidos com tampdes
pH 4,0 e 5,0, apresentaram valores inferiores
de atividade em todas as faixas de pH de
analise avaliadas quando comparadas aos
obtidos com extratores de pH’s 6,0; 7,0 e 8,0.
O valor méximo de atividade proteolitica
observado ocorreu quando tanto o pH da
solucdo extratora quanto o pH de analise foi
7,0, atingindo 371 U.g"' (Figura 3).
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Figura 3 — Efeito da variacdo do pH da
solucao extratora e pH de andlise na
determinagdo da atividade proteolitica do
extrato enzimatico.

A grande diversidade de enzimas
produzidas por fermentacdo semi-solida ¢
largamente relatada na literatura, dentre as
quais podemos citar proteases dacidas,
alcalinas e neutras. Vishwanatha (2009), ao
estudar a estabilidade de uma protease
produzida por Aspergillus oryzae MTCC
5341, verificou que a enzima permanecia
estavel em uma faixa de pH entre 2,5 ¢ 6,5 ¢
apresentou atividade méaxima nos pH’s entre
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3,0 € 4,0. Seong et al. (2004), estudando uma
protease produzida por Streptomyces tendae,
observou que a atividade maxima da enzima
ocorreu em pH 6,0, mantendo-se estdvel 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 11,0. Os resultados
encontrados por estes autores revelaram que
a enzima apresentou atividade em pH’s entre
1,5 e 5,0, com méxima atividade em pH 2,0.
Os dados encontrados na literatura condizem
com 0s obtidos neste trabalho,
principalmente no que diz respeito a
estabilidade da protease em relacdo ao pH.
Todos os relatos remetem a enzimas com
atuacdo em ampla faixa de pH, sejam elas
acidas, alcalinas ou neutras.

4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostraram que
na etapa de extragdo da enzima o aumento do
volume de solug¢do extratora ao meio semi-
solido ndo apresentou maior recuperagdo da
enzima, sendo 100 mL o volume mais
adequado, uma vez que nesta condigdo
obteve-se os maiores valores de atividade
enzimatica (298 U.g™). A agitacdo dos meios
a 100 rpm em ‘Shaker’ durante o periodo de
extracdo enzimatica contribuiu para um
aumento de 17 % na recuperagdo da enzima
do meio semi-sélido em relacdo ao controle.
A combinacdo do pH do tampao de extracao
com o pH de andlise na determinacao da
atividade proteolitica apresentou maiores
valores de atividade de protease quando
utilizou-se pH 7.0 tanto da solucdo extratora
quanto o pH de analise.
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