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RESUMO

A produgdo de enzimas por fermentacdo semi-sélida (FSS) é influenciada por
diversos fatores de cultivo que afetam o crescimento microbiano e a produgao de
metabdlitos. O estudo de fatores como aeracdo e umidade do ar torna-se
indispensavel para a otimizagdo deste bioprocesso. Neste contexto, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar a produgao de protease pelo fungo Aspergillus
oryzae CCBP001 por FSS em biorreator de colunas. A FSS para a produgao de
protease utilizando o fungo filamentoso A. oryzae CCBP 001 ocorreu em condigdes
dindmica e estatica, visando observar o método que apresentou a maior produgao.
Para tanto foram testados os residuos agroindustriais: torta de canola, torta de
girassol, farelo de trigo, pelicula da améndoa de caju e farelo de algoddo como
substrato, observando o perfil de producdo em funcédo de diferentes atividades de
agua (Aw) iniciais obtidas pela adicdo de distintos volumes de agua para
umidificacdo. A producédo de protease em reator de colunas nas condigbes
otimizadas foi comparada com a produgcdo em Erlenmeyer, durante dez dias. Foram
avaliados procedimentos para recuperar, identificar, concentrar, e estocar o extrato
enzimatico produzido. Para a concentracdo do extrato enzimatico produzido
realizou-se estudo de secagem em “spray dryer” e acompanhou-se o tempo de
estocagem do extrato seco durante 90 dias. Com os resultados foi possivel
selecionar a torta de canola como o substrato onde apresentou uma produc¢éo 33%
superior aos demais substratos testados. No estudo das condigdes operacionais em
reator de colunas foi possivel avaliar a influéncia da vazao do ar, umidade relativa do
ar e umidade do substrato na produgdo de protease. A utilizagdo de glicose,
maltodextrina e carboximetilcelulose como adjuvantes se mostraram eficientes com
relacdo a manutengdo da atividade de protease durante o processo de secagem
utilizando “spray dryer”, onde foi possivel obter um produto seco com baixos valores
de umidade e Aw, importante para o processo de estocagem do extrato enzimatico.
A secagem por atomizagao do extrato enzimatico possibilitou concentrar e estocar a

enzima.

Palavras-chave: Protease, reator de colunas instrumentado, Erlenmeyer, secagem

por atomizagao, estocagem do extrato proteolitico.



ABSTRACT

Enzyme production by solid state fermentation (SSF) is influenced by several factors
that affect crop growth and production of microbial metabolites. The study of factors
such as aeration and moisture in the air becomes indispensable for this bioprocess
optimization. In this context, the present study aimed to assess the protease
production by Aspergillus oryzae CCBP001 by FSS bioreactor columns. The FSS for
the production of protease using the filamentous fungus A. oryzae CCBP 001
occurred in dynamic and static conditions in order to observe the method with the
highest production. Therefore, tested the agroindustrial waste: canola cake,
sunflower cake, wheat bran, almond cashew film and cottonseed meal as substrate,
observing the production profile for different water activity (Aw) obtained by initial
adding different volumes of water for humidification. Protease production in reactor
columns in the optimized conditions was compared to production in flasks for 10
days. Evaluated procedures to recover, identify, focus and store the enzyme extract
produced. For the concentration of the enzyme extract produced a study was
conducted in dry "spray dryer" and followed up the storage time of the dry extract for
90 days. From the results it was possible to select the canola cake as the substrate
where it presented a production 33% higher than the other substrates tested. In the
study of operating conditions in reactor columns was possible to evaluate the
influence of air flow, air humidity and substrate moisture in protease production. The
use of glucose, maltodextrin and carboxymethylcellulose as adjuvants proved to be
efficient with regard to maintenance of protease activity during the drying process
using a "spray dryer", where it was possible to obtain a dry product with low values of
humidity and Aw important for the storage process of enzyme extract. Spray drying of
the enzyme extract and concentrate stockpile allowed the enzyme.

Keywords: Protease, reactor columns instrumented, Erlenmeyer, spray drying,
storage proteolytic extract.
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Introducao



1. Introducdo

1. INTRODUGAO

Enzimas tém sido usadas por centenas de anos. Apresentam no cenario
mundial um crescente aumento nas vendas ao longo dos anos. A industria mundial
de enzimas teve um faturamento de US$ 1,5 bilhdo em 1998, US$ 1,8 bilhdo em
2002 e 2,8 bilhdes em 2009 (KOBLITZ, 2010). Segundo Novozymes (2012), 2010 foi
um ano muito forte a partir de uma perspectiva de vendas, a alta demanda no
negdécio de enzimas resultou em crescimento de 12% nas vendas em relacao a 2009
apresentando um faturamento de 3,4 bilhdes, os setores industriais responsaveis
pelo crescimento de vendas no mercado mundial de enzimas foram as industrias de
detergentes, biocombustiveis e tecnologia de alimentos.

Dentre os setores que se beneficiam da tecnologia enzimatica estdo as
industrias de alimentos, processamento de fibras naturais, papel e celulose,
producdo de farmacos e o de tratamento de efluentes industriais. Atualmente,
fabricantes de alimentos e bebidas estdo enfrentando uma demanda crescente por
produtos de qualidade, com menos aditivos e conservantes. E as enzimas
desempenham um papel fundamental em trazer o alimento mais nutritivo e atraente,
utilizando uma tecnologia limpa (COELHO, SALGADO e RIBEIRO, 2008).

As caracteristicas dos processos enzimaticos e a biodegradabilidade dos
seus efluentes atendem as exigéncias das normas ISO, que estabelecem padrdes
de qualidade dos produtos, orientam-se as caracteristicas dos processos de
producao e dao énfase ao menor consumo energético e ao baixo impacto ambiental
(POLITZER e BON, 2006).

As enzimas proteoliticas representam 60% do mercado mundial de venda de
enzimas, sado aplicadas em diversos ramos industriais como, a industria de
detergente, alimentos, couro, téxteis, Oleos e gorduras, cosméticos, papel e
farmacéutica (MUTHULAKSHMI et al., 2011; MOFTAH et al., 2012).

Industrialmente uma das principais fontes produtoras de enzimas sao os
micro-organismos. Estes sao considerados fontes atrativas e de baixo custo na
producao de metabdlitos, podendo ser cultivados em grandes quantidades e em
tempo relativamente curto. Acrescenta-se ainda a vantagem da produgéo n&o estar
condicionada as questdes sazonais e geograficas e pela possibilidade de uso de
matéria-prima pouco dispendiosa como os residuos agroindustriais (SHARNA,
CHISTI e BANERJEE, 2001; POLITZER e BON, 2006).
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O Brasil apresenta grande potencial para a busca de novos extratos
enzimaticos microbianos uma vez que € inigualavel a quantidade e variedade de
produtos naturais, incluindo a notavel biodiversidade microbiana a ser estudada,
para aplicagdo imediata ou apds melhoramento genético, visando a producgédo de
enzimas por processos fermentativos, transformando residuos em produtos uteis de
maior valor agregado (ZIMMER et al., 2009).

Os processos fermentativo semi-sélido utilizam como substratos residuos da
agricultura servindo estes como fontes de carbono e energia para produzir
substancias de alto valor agregado, sendo comparativamente mais compensadores
em relacdo ao custo e a produtividade quando comparado com 0S processos
submersos. Tem se mostrado vantajoso para o crescimento de fungos filamentosos,
uma vez que simula o habitat natural destes micro-organismos, justificando a maior
produtividade quando comparada ao processo de fermentagdo submersa (FSm).
Além disso, as enzimas produzidas pela FSS sdo menos susceptiveis a problemas
de inibigdo por substrato e também possuem uma estabilidade maior a variagcbes de
temperatura e pH, e menor volume de efluente produzido (HOLKER et al., 2004).

Micro-organismos s&o utilizados na geragcdo de diferentes produtos por
processos fermentativos em funcdo da facilidade de crescimento e adaptagdo em
diferentes ambientes, diversidade bioquimica e manipulagdo genética. As bactérias,
leveduras e fungos apresentam aplicagéo nos processos fermentativos semi-sélido.
Porém, os fungos filamentosos destacam-se por apresentarem melhor capacidade
de crescimento neste tipo de processo, possibilitado pelo modo de crescimento das
hifas e sua tolerdncia a sistema com baixa atividade de agua e alta pressao
osmotica. Caracteristicas que tornam os fungos eficientes e competitivos no
processo de bioconversdo de residuos como excelentes substratos sélidos
(KAPNOOR e MULIMANI, 2010). Entre os fungos de maior aplicagdo industrial
incluem espécies de Aspergillus sp., como A. oryzea, A. niger, A. awamori, A.
nidulans; Trichoderma reesei e Mucor michie (BON; FERRARA; CORVO, 2008).

Contudo, a FSS ainda apresenta dificuldades em sua aplicagdo em escala
industrial devido a dificuldade de controle e monitoracdo das variaveis durante o
processo, que ocorrem por causa da auséncia de agua livre, baixa condutividade

térmica dos substratos solidos e a baixa capacidade térmica do ar, que limitam a
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remogao de calor produzido pelo crescimento do micro-organismo (FARINAS et al.,
2011).

Neste contexto, o presente estudo propde a producdo de proteases de A.
oryzae CCBP 001 por fermentacdo semi-sélida e avaliar efeito das variaveis
operacionais durante o processo. Para tal fim, inicialmente estudou-se a producgao
de protease utilizando tortas de canola, girassol, farelos de trigo, algodao, pelicula
da casca da castanha de caju como substrato na produgao de enzimas proteoliticas.
Posteriormente, utilizando a torta de canola, estudou-se o efeito da suplementagao
com glicose e extrato de levedura, a realizacdo do processo fermentativo em reator
de coluna instrumentado e frasco Erlenmeyer, mudanca do pH de extragdo e
determinacao da enzima, purificagdo parcial do da protease e estudo secagem em

“spray dryer” do extrato enzimatico.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um bioprocesso para obtengao e

recuperacao de proteases de Aspergillus oryzae CCBP 001.

1.2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o potencial de diferentes residuos e co-produtos agroindustriais
como substratos na producdo de enzimas proteoliticas no processo
fermentativo semi-sélido.

Avaliar o efeito da suplementacdo do meio com glicose e extrato de
levedura como fonte de carbono e nitrogénio, respectivamente.

Estudar os parametros operacionais da FSS utilizando reator de coluna
instrumentado na producao de protease.

Avaliar o efeito da mudanca do pH de extragdo e na atividade enzimatica
proteolitica.

Caracterizar parcialmente as proteases contidas no extrato enzimatico.
Realizar estudo de secagem por atomizagao e tempo de estocagem do

extrato enzimatico proteolitico.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Enzimas proteoliticas

Enzimas proteoliticas (EC 3.4) pertencem ao grupo de hidrolases que
catalisam a reacdo de hidrdlise das ligagbes peptidicas das proteinas e podem
apresentar atividade sobre ligagdes éster e amida (KOBLITZ, 2010). Estudos
demonstram que as proteases conduzem modificagdes seletivas especificas em
proteinas e na maioria dos casos, a protedlise € direcionada e limitada a clivagem de
ligacdes peptidicas especificas da proteina (BEYNON e BOND, 1996; RAO et al.,
1998).

Segundo a Unido Internacional de Bioquimica (IlUB) as enzimas proteoliticas
classificam-se em seis grupos de acordo com o tamanho molecular, propriedades
elétricas, com a sua especificidade ao substrato e modo de acdo (BEYNON e
BOND, 1996). Sao classificadas pelo modo de agdo em exopeptidases (atuam nas
extremidades da cadeia polipeptidicas) e endopeptidases (agem nas ligagbes no
interior da cadeia protéica). As proteases exopeptidases dividem-se em:
aminopeptidases, carboxipeptidases, serina-proteases, cisteina-proteases ou
proteases sulfidrilicas, proteases asparticas ou acidas e metalo-proteases
(KOBLITZ, 2010).

As proteases executam diversas fungdes fisioldégicas complexas, tendo como
principal fungao biolégica a hidrdlise de proteinas e estdo envolvidas nos processos
de digestdo, ativacdo de enzimas, coagulacdo do sangue e no transporte de
proteinas através da membrana. De maneira geral, proteases extracelulares
catalisam a hidrdlise de proteinas em moléculas menores para consequente
absorcao pela célula, enquanto proteases intracelulares possuem um papel vital na

regulagdo do metabolismo (RAO et al., 1998).

2.1.1 Fontes de obtencao das proteases

As proteases podem ser obtidas por fontes animal, vegetal e microbiana. As
proteases originarias de plantas dependem de fatores como a disponibilidade de
grande area de cultivo e condigbes climaticas, além do tempo de crescimento das

plantas.
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2.1.1.1 Proteases vegetais

Sao muito utilizadas na industria de alimentos e estdo presentes em maior
concentragdo em frutos verdes. A papaina, bromelina e a ficina estdo entre as mais
importantes cisteina-protease (WISEMAN, 1991).

2.1.1.2 Proteases animais

Essas enzimas ocorrem em tecidos especificos dos animais e apresentam
grande importancia industrial. As proteases mais importantes industrialmente sé&o as
gastricas, pepsina e renina, e as pancreaticas, tripsina e quimiotripsina. Proteases
de fonte animal estdo entre as enzimas mais estuda por seu interesse para a
medicina (RAO et al., 1998).

2.1.1.3 Proteases microbianas

O mercado de producdo de enzimas microbianas representa atualmente 40%
do total de enzimas comercializadas, em virtude da alta eficiéncia do processo
(MUTHULAKSHMI et al., 2011). A maioria das proteases comerciais, principalmente
neutra e alcalina, sdo produzidas por bactérias do género Bacillus.

Os fungos produzem uma ampla variedade de enzimas quando comparado
com as bactérias, por exemplo, diferentes linhagens de Aspergillus oryzae produzem
proteases acida, neutra e alcalina (RAO et al.,1998). Proteases de fungos
termofilicos apresentam vantagens por serem mais estaveis em condigdes
desnaturante de temperatura e pH, ideais para aplicacdo na industria de alimentos
devido as elevadas temperaturas aplicadas no processamento de alimentos
(MACCHIONE et al., 2008).

Processos fermentativos semi-sélido e submersos tém sido utilizados com
sucesso para estudar a producgéo de proteases fungicas (MACCHIONE et al., 2008;
MERHEB et al., 2007; MERHEB-DINI et al., 2010; MERHEB-DINI et al., 2009;
SANDHYA et al., 2005; POZA et al., 2003; FERNANDEZLAHORE et al., 1999;
KHAN, BLAIN e PATTERSON, 1979; SRINIVASAN et al., 1964). Porém, a proposta
diferencial deste trabalho é o monitoramento dos parametros de processo umidade
relativa do ar, fluxo de ar e acompanhamento da liberagdo de CO, durante o
processo fermentativo. Estes pardmetros sdo importantes para caracterizacdo da

produgao do bioprocesso em estudo e possibilitar o aumento na escala de producéo.
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2.1.2 Aplicagao Industrial das proteases

No total de enzimas produzidas e utilizadas em escala comercial, 75% séao
hidrolases e, desse percentual, 60% sao proteases. Sendo sua maior aplicagdo na
industria de detergentes e alimentos (KOBLITZ, 2010).

2.1.2.1 Proteases aplicadas na producgao de detergentes

A industria de detergente apresenta-se como maior consumidora de
proteases, onde esta compde um dos ingredientes essenciais na producdo de
detergentes, empregados na remocgado de residuos de alimentos, sangue e
secregdes corporais (KOBLITZ, 2010; RAO et al., 1998).

2.1.2.2 Proteases aplicadas em alimentos

A industria de alimentos € a segunda maior consumidora de proteases, para
obtencao de hidrolisados protéicos de forma a melhorar o sabor e a qualidade do
alimento (BHASKAR et al., 2007).

Na producdo de queijos, onde as proteases sdo empregadas na coagulagao
do leite através da hidrolise da ligagéo peptidica entre os residuos fenilalanina (Phe
105) e metionina (Met 106), de k-caseina presente na proteina leite (SENGUPTA e
DASGUPTA, 2006).

Na panificagdo, enzimas proteoliticas podem ser empregadas como aditivos
no preparo de massas como, por exemplo, proteases de Aspergillus oryzae cuja
agao sobre o gluten da farinha de trigo afeta a elasticidade e a textura, além de
contribuir para reducdo do tempo de mistura da massa e no custo de producao
(BON, FERRARA e CORVO, 2008).

Na clarificacdo de cerveja, a principal finalidade da protease é a destruicéo de
diacetil, uma substancia de sabor desagradavel que se acumula no produto durante
a fermentagcdo. E no amaciamento de carnes, as proteases irdao hidrolisar as
proteinas da carne, tornando-a mais macia em menor tempo, quando comparada

com as carnes maturadas sem adi¢do da enzima proteolitica (OLIVEIRA, 2001).

2.1.2.3 Proteases aplicadas na industria farmacéutica

Enzimas proteoliticas sdo amplamente usadas na medicina como, por
exemplo, algumas colagenases que podem ser empregadas na remocgédo de
manchas e queldides, outras no tratamento de queimaduras e Uulceras
(SUKHOSYROVA et al., 2003).
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Proteases queratinoliticas, com atividade sobre proteinas fibrosas e insoluveis
(queratinas), também estdo sendo estudadas para a remogdo de calosidade
humana. Outra possivel aplicagdo das queratinases € na remogao da queratina no
tratamento da acne, psoriase e micoses causadas por fungos dermatdfitos (BON e
VERMELHO, 2004).

2.1.2.4 Proteases aplicadas na industria de cosmético

A enzimocosmeética € um campo de estudo e visa o emprego de enzimas em
produtos cosméticos, dificultando ou facilitando as reagdes bioquimicas da pele. Nos
produtos cosmeéticos as enzimas sao consideradas componentes muito importantes,
como as proteases que hidrolisam ligagdes peptidicas do colageno e queratina da
pele (SIM et al., 2000).

A papaina, bromelina e outras proteases tém sido utilizadas sobre a pele para
realizacao de alisamento e peeling. A agao dessas proteases esta relacionada com
a renovagao celular, exercendo atividade queratinolitica, promovendo a remogao das

células mortas presentes na epiderme e restauragao da mesma (LODS et al., 2000).

2.1.2.5 Proteases aplicadas na industria de couro

A utilizagcdo das proteases na industria de couro ocorre como forma
alternativa no tratamento do couro, substituindo aditivos quimicos perigosos como,
sulfeto de sodio que pode contaminar o solo e efluentes. A aplicacao de proteases
assegura a redugdo da poluicdo ambiental e na melhoria na qualidade do couro,
sendo sua agao baseada na hidrdlise seletiva de proteinas ndo colagenosas e néo
fibrosas (COELHO, SALGADO e RIBEIRO, 2008; RAO et al., 1998).

2.2 Fermentacao Semi-sélida

Fermentagdo é um processo que acompanha o desenvolvimento dos micro-
organismos, sendo uma ferramenta importante na obtencdo de diversos produtos,
tais como enzimas, vitaminas, horménios, pigmentos, biosurfactantes, biopesticidas,
etc. (SCHMIDELL et al., 2001; PANDEY, 2003).

O processo fermentativo semi-sdlido (FSS) pode ser definido como o
crescimento de micro-organismos em substratos sélidos, na auséncia de agua livre
no meio (DEL BIANCHI, MORAES e CAPALBO, 2001; MOO-YOUNG, MOREIRA e
TENGERDY, 1983).

Ao longo dos anos varios autores estudaram assuntos relacionados a

elaboracgao, histérico e desenvolvimento cientifico da FSS. A producéo de alimentos
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e produgdo de enzimas foram areas onde a FSS originou-se. A utilizagdo dos
principios da FSS para a produgdo de alimentos esta relatada desde o ano 1000
a.C., ha registros sobre a obtencéo queijo por Penicillium rouquefortii na Asia e na
China, com a produg¢ao de molho de soja. Em 2000 a.C, quando os povos egipcios
utilizaram a SSF na elaboracdo do pao. No ano 500 a.C., também os chineses,
iniciaram a producdo de “Chiang”, um alimento similar ao “miso”, que €& obtido a
partir da FSS.

Observa-se que aspectos religiosos impulsionaram a pratica da FSS nos
paises orientais, uma vez que o budismo, introduzido na China no século 4 a.C. e no
Japao no século 5 a.C., proibe o uso da carne, incentivando, assim, a utilizacdo de
vegetais, destacando-se o arroz, a soja e o amendoim. Durante este periodo, houve
varias mengdes de alimentos fermentados como tempeh, miso, entre outros
produtos que utilizam sementes de leguminosas como substrato solido para a
fermentacdo, empregando fungos nao patogénicos como Rhizopus sp, em muitos
paises do Sudeste Asiatico (DEL BIANCHI, MORAES e CAPALBO, 2001; PANDEY,
SOCOOL e LARROCHE, 2008).

Porém, a partir da segunda Guerra Mundial, os processos submersos
tornaram-se mais conhecidos, impulsionados pelo sucesso na fabricacdo de
penicilina, tornando-se modelos tecnologicos para a produgédo de qualquer composto
por fermentagdo. Assim, o progresso no desenvolvimento da tecnologia da
fermentacdo submersa levou a uma estagnacdo da FSS nos paises ocidentais.
Alguns trabalhos isolados, fazendo uso da FSS, foram feitos entre 1950 e 1960,
objetivando a transformagao de esterdides por culturas de fungos, e entre 1960 e
1970, para a producédo de micotoxinas (DEL BIANCHI, MORAES e CAPALBO, 2001;
PANDEY, SOCOOL e LARROCHE, 2008).

No entanto, foi o enriquecimento protéico de rag¢des animais a principal
atividade que motivou a utilizagdo da FSS nos paises Ocidentais apos 1940, pois se
tratava de um processo que permitia a utilizacdo de residuos agroindustriais,
agregando valor a um material de baixo custo e, em alguns casos, minimizando a
poluicdo causada por estes residuos (PANDEY, 2003). Este aspecto, caracteristico
da FSS, é de interesse global e influéncia em um continuo aumento do numero de
estudos relativos a este processo. Porém, em niveis industriais, os processos

fermentativos submersos continuam sendo o principal sistema de geragcdo de
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produtos obtidos por fermentagdo, sendo pequeno o numero de empresas que
utilizam a FSS para estes fins (DEL BIANCHI, MORAES e CAPALBO, 2001).

2.2.1 Micro-organismos utilizados na FSS

O tipo de micro-organismo que pode crescer e formar produtos, em FSS, é
determinado, principalmente pelo valor de atividade de agua (Aw) do meio. De
acordo com Mitchell, Berovic e Krieger (2000), valores de Aw na ordem de 0,95 —
0,98 podem ser considerados tipicos para os meios das FSS. Este intervalo de Aw é
ideal para o crescimento de fungos, principalmente os fungos filamentosos, os quais
apresentam crescimento favoravel no intervalo de Aw entre 0,96 e 0,98 no meio.
Existem, ainda, situagdes em que fungos filamentosos suportam condi¢cées de Aw
proximo a 0,90 para o seu crescimento. Como consequéncia, a maioria dos
processos em meio solido sdo conduzidos por fungos filamentos, sendo mais
comumente utilizados os Phicomycetos (Mucor e Rhyzopus), Ascomicetos
(Aspergillus e Penicillium) e Basiodiomicetos (PANDEY, SOCCOL e MITCHELL,
2000).

Nigam e Singh (1994) relatam que os fungos filamentosos s&o os micro-
organismos de maior importancia industrial usados em FSS, pois estes podem
crescer naturalmente em frutas, grédos e residuos agricolas e florestais, sendo as
condigdes de cultivo deste tipo de processo muito proximas as condigdes naturais de
crescimento.

Existem outras caracteristicas dos fungos filamentosos que os tornam mais
atrativos para utilizacdo na FSS como, a facilidade de crescimento em meios com
baixos valores de pH e a capacidade destes em produzir esporos, o que facilita o
preparo do inoéculo e a estocagem das células, na forma vegetativa, por longos
periodos de tempo (MITCHELL, BEROVIC e KRIEGER, 2000).

Bactérias e leveduras crescem em meios com elevados valores de Aw, na
ordem de 0,99 e tem seu crescimento inibido em condi¢cdes de Aw de 0,90. Portanto,
existe um numero menor de trabalhos, na literatura, enfocando a utilizacido destes
micro-organismos na condugdo de FSS. Entretanto, estudos recentes mostrando a
utilizacdo de leveduras para produgao de etanol e para o enriquecimento protéico de
substratos sélidos amilaceos (MITCHELL BEROVIC e KRIEGER, 2000). Ja as

bactérias sao utilizadas em menor frequéncia nos processos em estado soélido.
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Porém, Pandey, Soccol e Mitchell (2000) ressaltam que existe grande potencial no
uso destas na produg¢do de enzimas, como inulinase e acido glutamico.

Neste sentido, a FSS tem-se mostrado apta a realizar varios tipos de
transformagdes metabdlicas, realizadas por fungos, leveduras ou bactérias, o que ira
determinar a escolha da linhagem mais apropriada, durante a fase de selegdo do
micro-organismo, sera o estudo detalhado do processo, visando obter um meio de
cultivo adequado e as melhores condi¢dbes ambientais da fermentagdo (DEL
BIANCHI, MORAES e CAPALBO, 2001).

2.2.1.1 Aspergillus oryzae

O fungo filamentoso Aspergillus oryzae € um micro-organismo amplamente
utilizados no setor industrial na fabricagcado de sake (vinho de arroz), miso (pasta de
soja) e shoyu (molho de soja). As linhagens industriais de A. oryzae secretam
grandes quantidades de enzimas, tais como amilases e proteases. A protease
alcalina de A. oryzae é considerada muito importante na produgdo do molho de soja
através da hidrolise da matéria-prima (MURAKAMI et al., 1991).

Entre os fungos filamentosos, o Aspergillus oryzae € conhecido pelo seu
potencial de produgéo de varias enzimas. A evolugdo da engenharia genética levou
a aplicagéo do A. oryzae na producéo industrial de enzimas. O genoma do A. oryzae
foi sequenciado, os genes que foram descobertos através da pesquisa do genoma e
os resultados da pesquisa foram apresentados por Machida e seu grupo de
pesquisa em 2005.

Quando comparado com o sequenciamento do genoma de duas outras
espécies do género Aspergillus, A. nidulans e A. fumigatus, foi observado que o
genoma do A. oryzae era maior do que das outras duas espécies citadas,
relacionados ao metabolismo, em especial ao metabolismo secundario (MACHIDA et
al., 2005).

A capacidade de secretar grandes quantidades de proteinas e o
desenvolvimento de um sistema de transformacéo deve ter facilitado o uso de A.
oryzae em processos de biotecnologia moderna. A constatacdo de uma maior
expressdo dos genes envolvidos no metabolismo, particularmente aquelas para a
sintese de metabolitos secundarios, onde especifica os genes de secregdo de

enzimas hidroliticas e metabolismo de aminoacidos confirmam que A. oryzae € um
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micro-organismo ideal para a fermentacédo (MACHIDA et al., 2006; MACHIDA et al.,
2005).

Nos ultimos anos, a tecnologia de DNA recombinante tem sido utilizada para
aumentar a produgao de enzimas industriais por A. oryzae (MACHIDA et al., 2008,
SHARMA et al., 2009) A producao de enzimas por tecnologia do DNA recombinante
e a engenharia de proteinas permitiram a modificacdo das propriedades cinéticas e
da estabilidade que contribuiram para o desenvolvimento de novas solugdes ao nivel
da tecnologia de reatores enzimaticos e das técnicas de imobilizagdo (MENDES,
CASTRO e GIORDANO, 2011).

As caracteristicas do A. oryzae em meios sintéticos, naturais e a manipulagéo
sua informacdo genética estdo disponiveis em diversos artigos da literatura
(KAPNOOR e VEERAPPA, 2010; WANG; LAW e WEBB, 2005). Extensos estudos
sobre a estrutura e as propriedades de A. oryzae de protease também séo relatados
(GARCIA-GOMEZ, 2009; SANDHYA et al., 2005).

Diferentes sub-produtos agroindustriais estdo sendo utilizados como matérias-
primas de incubacéo utilizando fungos filamentosos, particularmente os pertencentes
aos géneros Aspergillus e Rhizopus devido a excelente capacidade de producgéo de
varias enzimas por estas linhagens (WANG; LAW e WEBB, 2005).

2.2.2 Substratos

O emprego de um substrato apropriado ao desenvolvimento do micro-
organismo é um fator importante para a FSS. Os materiais sélidos ndo soluveis
podem atuar apenas como suporte fisico para o micro-organismo ou exercer a
funcdo de suporte e de substrato, fornecendo nutrientes para o crescimento
microbiano. Os sélidos podem ser de origem natural, como produtos e subprodutos
agricolas, ou ser constituido por um suporte inerte suplementado com nutrientes
necessarios ao desenvolvimento microbiano na FSS (PANDEY, 2003).

Alguns substratos fazem-se necessario a adicdo de agua ao meio ou
nutrientes como, fonte de carbono, nitrogénio e/ou minerais (PANDEY, 2003). E
outros substratos brutos precisam de um pré-tratamento para tornarem-se
adequados a utilizagdo em processos de FSS como: reducdo de tamanho das
particulas utilizando moagem, raspagem ou corte; hidrélise enzimatica, fisica ou

quimica para aumentar a disponibilidade do substrato para o micro-organismo;
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tratamento a vapor para uma pré-degradacdo das estruturas macromoleculares e
eliminacédo de contaminantes.

O problema mais significativo da FSS é a grande heterogeneidade dos
substratos, relacionado a estrutura ndo uniforme do substrato (amido, lignocelulose,
pectina), variabilidade entre a amostragem do substrato, dificuldade de mistura da
massa solida na fermentacdo, a fim de evitar a compactagdo, o que provoca um
crescimento nao uniforme, gradientes de temperatura, pH e umidade, dificultando
uma amostragem representativa (RAIMBAULT, 1998).

Contudo, os materiais provenientes de matérias-primas, produtos e/ou
residuos agroindustriais tém apresentado preferéncias nas pesquisas cientificas,
devido ao baixo custo ou nenhum valor comercial (DANTAS e AQUINO, 2010;
KAPNOOR E MULIMANI, 2010; MACCHIONE et al., 2008; MUTHULAKSHMI et al.,
2011; SINGHANIA, 2009).

2.2.3 Biorreatores para FSS

Os biorreatores para o cultivo em FSS ainda ndo alcangaram o grau de
desenvolvimento obtido para os reatores utilizados em cultivo submerso ou fase
aquosa. Os fatores que contribuem para isso sao as dificuldades de manutengao da
uniformidade do substrato e os controles de processo, visto que a maioria dos casos
0 substrato sélido ndo conduz o calor gerando durante o processo com eficiéncia
(RAGHAVARADO et al., 2003).

As principais variaveis operacionais avaliadas em biorreatores semi-solidos
sdo agitacdo, aeragdo, umidade e temperatura. A agitacdo visa manter a
homogeneidade do meio de cultivo e a aeracgao, e o transporte dos gases durante o
processo, além de poder ser utilizado para manutengcdo da temperatura no meio
durante a fermentacéo. O controle da temperatura na FSS, em nivel industrial, € um
problema de dificil resolugdo, onde as principais dificuldades na transferéncia de
calor estao relacionadas as caracteristicas térmicas dos materiais organicos e a
baixa umidade presente no sistema (HASAN et al., 1998). A Figura 2.1 apresenta
ilustracdes de biorreatores de FSS, divididos em grupos: com aeragao superficial e
agitacédo, com aeragéo forgada e agitacéo.

34



2. Revisdo Bibliogradfica
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Figura 2.1 — Classificac&o dos biorreatores de FSS em fungéo das caracteristicas de
aeracao e agitagao. As setas indicam o sentido da aeragao. Adaptado de Mitchell,

Berovic e Krieger (2000).

Os biorreatores com aeragao superficial e sem agitagdo (grupo 1) sao
compostos basicamente por reatores de bandejas, que podem ser dispostos em
salas ventiladas e climatizadas, estufas de bancada ou bandejas individuais. As
bandejas podem ser de material em madeira, bambu, agco ou materiais poliméricos,
onde o substrato € disposto em finas camadas. Apresenta desvantagem, pois requer
maiores espagos no escalonamento da produgao (PANDEY et al., 2001).

O grupo 2, compreende os reatores com aeragao forgcada e sem agitacao,
leito fixo, onde ndo ha a movimentagdo do meio de cultivo. E usualmente composto
por coluna com base porosa contendo o substrato sélido, 0 mecanismo de aeragao é
feito com injec&o de ar através do substrato. O controle da temperatura é realizado
através da circulagcado externa da agua em sistemas encamisados ou utiliza-se banho
termostatico (RAIMBAULT, 1998).

Os biorreatores com aeragéo superficial e com agitagao séo representados
pelos reatores tambor rotativo e tambor agitado (grupo 3). No biorreator tambor
rotativo a rotagdo permite a exposi¢cao total do meio de cultivo ao fluxo gasoso,
responsavel pela remogao do calor e gases gerados durante o processo, ja o reator
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tambor agitado o revolvimento do meio de cultivo é realizado através de pas que
giram no interior do tambor estatico. A principal limitagdo € o volume util do reator,
que acima de 30% apresenta dificuldades na mistura e controle dos mecanismos de
transferéncia de massa (RODRIGUEZ COUTO e SAN ROMAN, 2006).

Os biorreatores com agitacdo e aeragao forgada (grupo 4), apresentam uma
maior variedade de parametros de controle de processo com a temperatura, teor de
umidade e fluxo de ar e intensidade da mistura. Apresenta melhor transferéncia de
calor, porém, podem provocar danos na fisiologia do fungo, devido a for¢a de
cisalhamento (RODRIGUEZ COUTO e SAN ROMAN, 2006).

O Quadro 2.1 apresenta aplicacbes de diferentes tipos de biorreatores,
utilizado em FSS, para obtencédo de diversos produtos, pode-se observar que a
maior parte dos tipos de reatores baseiam-se em dois modelos, o tipo bandeja ou o

tipo tambor, com ou sem dispositivos de mistura.

Quadro 2.1 — Desenvolvimentos dos modelos de fermentadores na FSS

Tipo de fermentador Produto Micro-organismo

Bandejas de madeira (1923) Fermentacao do Koji Aspergillus oryzae

Tambor rotativo (1962) Compostagem Culturas mistas

Tambor rotativo (1964) Fermentacgao do Koji A. oryzae

Tambor rotativo (1969) Enzimas A. oryzae

Tambor horizontal (1976) Enzimas Linhagens de Fungos

Misturador de  cimento . Linhagens de fungos e
Fermentagao de milho

(1977) leveduras

Filme poroso (sacos Valmic) Micotoxinas A. flavus

(1985)

Colunas de vidro Acido  citrico,  acido Cepas de fungos

(1999,2000) giberélico

Camara de FSS (2006) Producédo de conidios Cepas de fungos

Fonte: adaptado de Pandey, Soccol e Larroche (2008).

36



2. Revisdo Bibliogradfica

2.2.4 Controle do processo

Nos processos fermentativos o controle dos parametros de processo se faz
necessario para a obtengao de produtos com caracteristicas constantes e uniformes.
A atividade de agua, umidade, temperatura, transferéncia de calor, aeragdo e
transferéncia de oxigénio, assim como a escolha adequada do micro-organismo e
substrato sdo os principais fatores que determinam a eficiéncia no bioprocesso por

FSS e a qualidade do produto final obtido.
2.2.4.1 Atividade de agua e umidade

A umidade € um fator que pode esta intimamente relacionado com a definicdo
do processo fermentativo semi-sélido, o teor de umidade do substrato é considerado
um dos principais parametros que influencia no sucesso da FSS. Ja o parametro Aw
esta relacionado ao favorecimento da quantidade de agua n&o ligada viavel a
disposi¢do dos micro-organismos (DEL BIANCHI, MORAES e CAPALBO, 2001).
Estes parametros sao fundamentais para a transferéncia de massa (agua e solutos)
através das células microbianas (RODRIGUEZ-LEON et al., 2008).

As caracteristicas do substrato, o tipo de produto e as necessidades do micro-
organismo determinam o nivel de umidade e Aw a ser utilizado. Maior parte das
bactérias crescem em alta Aw (acima de 0,98) enquanto que muitos fungos podem
crescer em valores mais baixos (0,90 — 0,95). Os micro-organismos que sao
capazes de executar suas atividades metabdlicas em Aw inferiores, tais como os
fungos filamentosos, sdo os mais apropriados para os processos de fermentagdo em
estado solido (NIGAM e SINGH, 1994).

O nivel de umidade para um determinado valor de atividade de agua é
influenciado pela natureza do substrato. Umidade elevada resulta em um leito com
baixa porosidade e baixa difusdo do oxigénio, aumentando o risco de contaminagao
bacteriana, formacdo de um micélio aéreo, compactacdo de meio e com isso
diminuindo a troca gasosa. Por outro lado, baixos niveis de umidade no substrato
podem prejudicar o crescimento microbiano, uma vez que a difusdo dos nutrientes e
do oxigénio sera comprometida, podendo levar a falta de nutrientes e ao acumulo de
metabadlitos inibitorios do crescimento (LONSANE et al., 1985).

O teor de umidade inicial que geralmente varia na faixa de 15 — 80%, porém,

ao longo do processo fermentativo em meio soélido ocorre a evaporagéo da agua
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devido ao calor gerado pelas atividades metabolicas do micro-organismo. Para evitar
este evento, pode-se manter a umidade relativa do ambiente entre 90-97% ou, se
as condigdes operacionais permitirem, adicionar ar umidificado ao longo do reator,
bem como instalar umidificadores no sistema fermentativo (PANDEY, SOCCOL e
LARROCHE, 2008).

2.2.4.2 Temperatura e transferéncia de calor

A temperatura é considerada um fator critico devido ao acumulo do calor
gerado pelo metabolismo do micro-organismo durante todo o processo fermentativo,
que afeta diretamente o crescimento, a esporulagcédo e a formacao do produto. Uma
grande quantidade de calor pode ser produzida durante o processo fermentativo,
devido as atividades metabdlicas dos micro-organismos e da altura da camada de
substrato (DEL BIANCHI, MORAES e CAPALBO, 2001).

Devido a dificuldade na remocdo do calor durante o processo de FSS
formam-se gradientes de temperatura, podendo ocorrer a formacédo de zonas com
temperatura alta que afeta negativamente o crescimento microbiano e a formagéao do
metabdlito desejavel (RODRIGUEZ-LEON et al., 2008).

No inicio da fermentagcdo, tanto a temperatura como a concentracdo de
oxigénio, apresentam-se disponiveis em qualquer ponto do reator. No entanto, no
decorrer da fermentacdo, o oxigénio se difunde, permitindo que as reagdes
metabdlicas acontegam e por sua vez, liberam calor, o qual ndo é faciimente
dissipado devido a baixa condutividade térmica do substrato e a dificuldades na
conducédo através do leito da fermentagcédo. Sendo assim, sdo formados gradientes
de temperatura, e de concentracdo de oxigénio, que podem se tornar excessivos,
dependendo dos parametros de controle do sistema (MOO YOUNG, MOREIRA e
TENGERDY, 1983; RODRIGUEZ-LEON et al., 2008).

As caracteristicas térmicas dos materiais organicos e a baixa umidade
presente na FSS levam a dificuldades especiais na transferéncia de calor destes
sistemas. Embora a FSS seja uma alternativa para a maioria dos processos
convencionais de fermentagdo, o controle de temperatura, em larga escala, é um
dificil desafio a ser resolvido (RODRIGUEZ-LEON et al., 2008).

2243 pH
O controle do pH durante a FSS é considerando o fator mais critico devido a
heterogeneidade e & consisténcia do material. E desejavel que o micro-organismo
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utilizado no processo tenha tolerancia as alteragdes na concentragdo de prétons.
Uma forma de melhorar ou evitar mudangas bruscas no potencial hidrogeniénico &
utilizar substratos com capacidade tamponante, ou adicionar solug¢des-tampéo
durante a etapa de umidificagdo do substrato (LONSANE et al, 1985).

O monitoramento durante o processo fermentativo ainda € um problema nao
resolvido na FSS, devido a falta de equipamentos adequados para a determinacao
do pH em materiais sélidos (RODRIGUEZ-LEON et al., 2008).

2.2.4.4 Aeragao e Agitacao

A aeracao e a agitagdo sao operagdes importantes para prover o suprimento
de oxigénio adequado para manutengao das condi¢des aerdbicas e na transferéncia
de calor e massa durante a fermentagdo. Entretanto, em muitos processos
fermentativos, ndo podem ser aplicado elevada agitacdo, uma vez que uma forte
agitacdo pode danificar o micélio do fungo. Por outro lado, a agitagcdo tem seus
efeitos benéficos como, proporcionar uma homogeneidade durante todo o periodo
da fermentagéo, promover o crescimento sobre particulas individuais do substrato,
expor as particulas do substrato a atmosfera do biorreator, promover a transferéncia
de gas e de calor, e promover a distribuigdo do inéculo no inicio do processo
(LONSANE et al., 1985).

O valor da taxa de aeracéo aplicada vai depender de cada processo, pois
dependendo da taxa de aeragao pode ocasionar uma perda de umidade do meio de
cultivo devido a exaustdo do ar, provocando a secagem nao desejada do substrato.
Tornando-se necessario a utilizagcao de umidificadores de ar antes da introdugao do
mesmo no reator (DEL BIANCHI, MORAES e CAPALBO, 2001).

A quantidade de ar a ser utilizada no processo fermentativo vai depender da
natureza do micro-organismo, da quantidade de calor metabdlico liberado, da
espessura da camada de substrato, da quantidade de CO, e metabdlitos volateis a
serem eliminados (LONSANE et al., 1985).

2.2.4.5 Aplicagoes da FSS
A FSS desenvolveu-se a partir da producdo de alimentos tradicionais
fermentados, e representa uma tecnologia apropriada para o manejo de residuos
agroindustriais, agregando valor a estes e destacando-se como uma tecnologia
promissora para o desenvolvimento de muitos bioprocessos, incluindo a producao
em larga escala de enzimas industriais. Pode ser aplicada em processos tais como:
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biorremediagdo, biodegradagdo de compostos perigosos, bioconversdo de
biomassa, biotransformacdo de residuos para o enriquecimento nutricional,
producdo de produtos de alto valor agregado incluindo antibidticos, alcaldides,
enzimas, acidos organicos, biopesticidas, biosurfactantes, biocombustivel, aroma,
entre outros (SINGHANIA, 2009).

Alguns autores dividem a aplicagdo comercial da FSS em aplicagbes socio-
econdmicas como a compostagem de residuos e aproveitamento de residuos
agroindustriais e aplicagbes economicamente lucrativas como a producado de
enzimas e acidos organicos (DALSENTER, 2000; RAMANA-MURTHY et al., 1993).

Utiliza-se a FSS para produzir uma variedade de enzimas, principalmente
aquelas de origem fungica. No continente Asiatico, a FSS é utilizada em escala
industrial para produzir enzimas tais como, amilases e proteases para a hidrolise do
amido e das proteinas vegetais durante a produgédo de alimentos como, o molho de
soja, tempeh, miso e saqué (NAGEL et al., 2002). Porém, sua aplicagdo nos paises
ocidentais ainda é pequena devido a falta de informag¢des sobre o mecanismo que
determina o comportamento microbiano durante a FSS e também a falta de
estratégias bem estabelecidas para escalonamento do processo (PANDEY et al.,
1999).

Varios processos de cultivo semi-solido tém sido pesquisado e desenvolvidos,
com aplicagbes diversas como: produgado enzimatica, biomassa, suplementagéo
nutricional do meio sélido, avaliagdo dos parametros de processo, entre outros. O
Quadro 2.2 mostra alguns exemplos de estudos onde o processo de FSS foi

aplicado, com os respectivos substratos e micro-organismos.
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Quadro 2.2 — Aplicacdes da Fermentagao semi-solida

Produto Micro-organismo

Referéncia

Amiloglucosidase Aspergillus niger

Alfa amilase Bacillus
licheniformis

Protease Aspergillus niger

Beta Kluyveromyces

galactosidase lactis

Penicilina Penicillium
crysogenum

Esporos de Verticillium lecanii

fungo

Quitosana Gongronella butleri

Acido giberélico  Gibberela fujikurai

Acido citrico Aspergillus niger
Celulase Aspergillus niger
Lipase e Candida utilis
Protease

GHILDYAL et al., (1985)
LONSANE e RAMESH (1990)

PADMANABHAN et al., (1993)
BECERRA e GONZALEZ SISO (1996)

DOMINGUEZ e BARRIOS-GONZALEZ
(2000)
FENG et al., (2000)

NWE et al., (2001)
GELMI et al., (2002)
PRADO et al., (2004)
FARINAS et al., (2011)
MOFTAH et al., (2012)

2.2.4.6 Vantagens do processo fermentativo semi-sélido

O processo fermentativo semi-sélido apresenta algumas vantagens

operacionais em relacdo ao processo submerso. Varios trabalhos relatam este
assunto, sempre fazendo um comparativo com o processo submerso. Algumas
destas caracteristicas listadas por Lonsane, (1994) e Raimbault (1998) séao
resumidas a seguir:

- Relativa resisténcia a contaminacéo, devido aos baixos valores de Aw;

- Utilizagao de substrato barato, como a utilizagédo de residuos agroindustriais;

- Menor geracgao de efluentes liquidos, o que reduz os gastos com tratamento

de efluentes e redugao de problemas ambientais;
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- Produto final mais concentrado, reduzindo os custos na etapa de
Downstream

- Menor volume de reator é requerido, devido a menor quantidade de agua
utilizada;

- Utilizagdo de substrato que n&o necessitam de suplementagdo do meio com
nutrientes;

- Condicbes favoraveis de crescimento e similares ao habitat natural dos
fungos filamentosos.

Contudo, a FSS apresenta limitagbes, alguns autores indicam que a escolha
do tipo de processo, deve basear-se principalmente, no custo e na eficiéncia do

processo.
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido em duas unidades de pesquisa da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, na Embrapa de Agroindustria Tropical
localizada na cidade de Fortaleza/CE e Embrapa Instrumentacdo Agropecuaria
localizada em S&o Carlos/SP.

Neste capitulo estdo descritos os procedimentos que foram necessarios para

a realizagao de cada etapa experimental deste trabalho.

3.1 Micro-organismo

O micro-organismo estudado no presente trabalho foi a linhagem de fungo
filamentoso Aspergillus oryzae CCBP 001 pertencente a cole¢gdo de trabalho da

Embrapa Agroindustria Tropical, selecionado previamente por Freitas (2009).
3.1.1 Conservacgao e ativacao da linhagem

Os esporos de A. oryzae CCBP 001 armazenados em solo estéril a -18 °C
foram reativados em duas etapas. Na primeira etapa realizou-se a transferéncia
destes para meio agar batata dextrose, cuja composi¢céo encontra-se detalhada no
anexo A e incubacgéo a 30 °C por 7 dias, com posterior conservagéo a 4 °C. Apos
este tempo os conidios foram novamente transferidos para um tubo com meio agar
batata dextrose inclinada e incubados sob mesma condigao e periodo, completando
assim a reativagao da linhagem, estando pronta para uso, conforme Pinto (2003).

3.1.2 Preparo do in6culo em farelo de trigo

Os esporos da segunda etapa de ativagdo foram suspensos mediante a
adicao de 10 mL de solugéo de Tween 80 (0,3% m/v) estéril. O volume de 1 mL da
suspencgao de esporos foi utilizado como in6culo em 10 g de meio de farelo de trigo.
O meio de farelo de trigo foi utilizado para a produgédo de esporos da linhagem de A.
oryzae que foram utilizados na inoculagdo do meio de fermentagdo. O meio foi
constituido de 10,0 g de farelo de trigo, 4 mL de uma solugéo 1,7% (m/v) NaHPO,4 e
2,0% (m/v) de (NH4)2SO4.

O meio foi esterilizado a 1atm a 121 °C por 15 minutos. (composicédo no

anexo A) em frascos Erlenmeyers de 125 mL. O meio inoculado foi incubado a 30 °C
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por 5 dias em estufa. Apos a esporulacdo em farelo de trigo, o indculo foi

conservado a 4 °C para ser utilizado nas fermentagdes.

Para a extracdo do esporos em farelo de trigo foram adicionados 40 mL de
solucao estéril de Tween 80 a 0,3% (m/v) e agitados manualmente com bastéo de
vidro para a liberagcédo dos esporos. Em seguida, a suspenséo de esporos foi obtida
pelo processo de filtragdo em gaze estéril. Posteriormente quantificou-se o numero
de esporos, para a determinag¢ao do volume de indculo para a fermentacéao.

O volume de in6culo foi calculado visando obter uma concentragéo final de
10" esporos/g de meio sélido. O volume necessario para a inoculagdo foi
determinado apdés a contagem em camara de Neubauer. A distribuicdo dos
quadrantes para a contagem pode ser observada na Figura 3.1. O volume da

suspensao de esporos em mL foi calculado pela Equagao 3.1.

Figura 3.1- Camara de Neubauer usada para a contagem de esporos (Adaptado de
BARGA, 2007).

Vi =my X CoX (F X Vign X I) Equacdo (3.1)

Onde: €, = Concentragado inicial de esporos desejada (esporos/g de
substrato)

F = Fator de diluicao

2 = Soma da contagem de esporos em 5 quadrantes da Camara de Neubauer
ms = Massa de substrato

Vam = Volume da cdmera de Neubauer
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3.2 Substratos da FSS

Os substratos utilizados nos processos fermentativos semi-solido foram os
residuos agroindustriais: torta de canola, torta de girassol, farelo de trigo, pelicula da
casca da castanha de caju e farelo de algodao, gentiimente cedidos pelas empresas
Celena Alimentos S/A, localizada em Eldorado do Sul/RS, Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria - Embrapa Soja, localizada em Londrina/PR, Moinho Dias
Branco localizado em Fortaleza/CE, Iracema Industria e Comércio de Castanha de
caju Ltda, localizada em Fortaleza/CE, e Bunge Alimentos S/A, com escritorio
localizado em Fortaleza/CE, respectivamente.

Para obtencdo do meio de fermentagcao, as tortas e farelos foram utilizados
sem passar por tratamento adicional, apenas por umidificacdo com diferentes
volumes de agua destilada foram estudados. Apds a adicdo da agua, realizou-se
uma homogeneizacdo manual e submeteu-se ao processo de esterilizacdo em
autoclave a 121 °C por 15 min.

A Figura 3.2 apresenta o fluxograma de obtengdo do extrato enzimatico
proteolitico em cada experimento.
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Micro-organismo

Farelo/Torta em solo estéril
10 idificaci 1° repique 30°C/7dias
Destilada = Umidifica¢ao u
Homogeneizacio 2° repique 30°C/7dias

17 7

[ Meio de esporulac¢ao ]

Esterilizacao

30°C/5 dias

Resfriamento Extracao dos esporos
Inoculacio <: Contagem de esporos

=

Homogeneizacao

=

Fermentacao

U

Extracao

4

Extrato enzimatico

Figura 3.2- Fluxograma de obtencado do extrato enzimatico proteolitico em cada

experimento.
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3.3 Fermentagao semi-sélida em frasco Erlenmeyer

O meio para a fermentagé&o foi basicamente o substrato umidificado com agua
destilada. A massa de substrato foi colocada em béquer de polipropileno, adicionou-
se lentamente agua destilada e realizou-se a homogeneizagdo. Posteriormente,
foram transferidos 40 g do meio para Erlenmeyer de 500 mL, didmetro interno de
boca de 50 mm, e levado a autoclave a 121 °C por 15 minutos. Os meios foram
inoculados com suspensdo de esporos. O volume da suspensao foi calculado de
acordo com o descrito no item 3.1.3 e incubados a 20 °C durante 96 horas de
processo fermentativo.

O extrato enzimatico foi extraido do meio amostrado, a cada tempo
fermentativo, pela adicdo de tampao acetato de sédio 200 mM, pH 5,0 na razdo de
100 mL de solugdo por 40 g de meio fermentado, homogeneizado manualmente,
permanecendo incubado em estufa a 30 °C por um periodo de 1 hora. Em seguida
foi realizada uma filtragdo a vacuo, utilizando papel de filtro qualitativo, e o

sobrenadante utilizado na determinacéo da atividade enzimatica.
3.3.1 Selecao do substrato para a sintese de protease
3.3.1.1 Adicao de diferentes volumes de agua

Foi estudada a umidificacdo do substrato, em diferentes volumes de agua
destilada, para a selecdo de um substrato para a produgdo protease. Também,
observou-se o efeito da adicdo de diferentes volumes de agua no meio durante o
processo fermentativo sobre a sintese da enzima, avaliou-se a umidade inicial do
meio fermentativo e a atividade de agua (Aw). As proporgdes de agua adicionada
foram: 25, 50, 75, 100, 125 e 150 mL para cada 100 g de substrato (torta de canola,
torta de girassol, farelo de trigo, pelicula da casca da castanha de caju e farelo de
algodao). As fermentagdes foram realizadas em frascos Erlenmeyers durante 96 h,
com amostra sendo retirada a cada 24 h.

Os substratos que apresentaram maior sintese de protease, na melhor
condigdo de volume de &agua adicionada, foram incubados em diferentes

temperaturas.
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3.3.1.2 Temperatura de incubacao

A influéncia da temperatura (20, 25, 30 e 35 °C) na produgédo de protease
usando os substratos, torta de canola, torta de girassol, farelo de trigo e farelo de
algodao, foi estudada. As fermentagbes foram realizadas em frascos Erlenmeyers,

durante 96 h com amostra sendo retirada a cada 24 h.

3.3.2 Suplementagao do substrato com fonte de carbono e nitrogénio

Avaliou-se a suplementacdo do melhor substrato com glicose (fonte de
carbono) e extrato de levedura (fonte de nitrogénio). Para isso, realizaram-se
experimentos com adicdo de 1% (m) de extrato de levedura e com 7,5% (m) de
glicose, comparados com experimento controle, sem a adi¢ao de fontes de carbono
e nitrogénio. Os valores das concentragbes das fontes de suplementagdo foram

baseados em resultados apresentados por Freitas (2009).
3.4Fermentagao semi-sélida em biorreator de coluna instrumentado

Apos a selecdo de um substrato com potencial de producao de protease na
primeira etapa do trabalho e a etapa de suplementagdo do meio com fonte de
carbono e nitrogénio, os experimentos posteriores foram realizados utilizando
biorreator de coluna instrumentado. O modelo do biorreator em escala de laboratorio
foi adaptado de Raimbault e Germon (1976) citado por Durand (2003), apresentado
na Figura 3.3.

Figura 3.3 - Foto ilustrativa do biorreator de colunas utilizado nas FSS.
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O sistema de biorreatores de coluna utilizado nesta pesquisa € constituido de
12 colunas de vidro de 2,5 cm de diametro e 20 cm de comprimento, dispostas em
banho termostatico, com sistema de controle on-line de vazao e umidade relativa do
ar. O funcionamento do sistema baseia-se em manter uma vazéo entre o ar seco
com outra de ar saturado com agua de forma a obter um fluxo de ar e umidade
constantes, de acordo com a necessidade do operador. Cada uma dessas linhas de
entrada possui um controlador de fluxo de massa que apresenta medida de fluxo na
saida entre 0 a 1000 mL/min.

As medidas de umidade relativa e temperatura do ar, resultante da mistura ar
seco e ar saturado, é feita por um conjunto de sensores. O sensor de umidade
possui um resistor de platina para medir a temperatura. A sequéncia de medidas, o
armazenamento dos dados, o desenho grafico obtido em tempo real e o
acionamento dos controles de fluxo de massa sao feitas com auxilio de um pacote
de programacdo por interface grafica, LabView, da Nacional Instruments, EUA
(BERTUCCI e COURI, 1996; BERTUCCI et al., 2009). Um modulo de medida da
quantidade total de CO, (VAISALA, Finlandia) é conectado com a saida de ar de
circulagao de duas colunas para o monitoramento da liberagdo de CO, em funcao do
tempo de fermentagéo.

Esta tecnologia foi desenvolvida pelo Laboratério de Agroenergia na Embrapa

Instrumentagao Agropecuaria.
3.4.1 Metodologia de experimentos para a FSS em biorreator de colunas

Os experimentos em biorreator instrumento de colunas foram conduzidos em
colunas cilindricas de vidro, o meio de fermentacao foi previamente esterilizado e
inoculado de acordo com o descrito no item 3.3. A temperatura foi mantida a 20 °C
pela imersdo das colunas em banho termostatico com circulagado de agua. A unidade
de fermentacao utilizada para realizacdo do processo permite o controle e variagao
da umidade e vazdo do ar. Portanto os parametros avaliados nesta etapa foram
umidade relativa do ar, vazdo do ar e umidade inicial do substrato. Os intervalos
foram definidos a partir do trabalho de Freitas (2009), que definiu 40% de umidade
inicial do substrato como a melhor para produgcéo de protease em Erlenmeyer, e
Farinas et al., (2011) que estudaram as variagbes de umidade e vazdo do ar para

produgao de endoglucanase.
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Visando a comparagdo entre as condi¢des (dindmica) no biorreator de
colunas e (estatica) em Erlenmeyers foram realizadas em paralelo FSS em
Erlenmeyers de 500 mL com condig¢des iniciais de umidade de substrato similares

aos experimentos em biorreator de colunas.

3.4.2 Obtencgao dos Extratos Enzimaticos

Os extratos enzimaticos foram obtidos do meio apdés 96 h de processo
fermentativo, com a transferéncia do meio fermentado das colunas para frascos
Erlenmeyrs e adicdo de tampéo acetato de sédio 200 mM, pH 5,0, na razédo de 100
mL de solugéo por 40 g de meio fermentado, permanecendo incubado em estufa a
30 °C por um periodo de 1 h. Posteriormente foi filtrado a vacuo utilizando papel de

filtro qualitativo e o sobrenadante utilizado na determinagéo da atividade enzimatica.
3.4.3 Analise Respirométrica

Monitorou-se o consumo de diéxido de carbono (COy) utilizando um sensor de
CO; (VAISALA, Finlandia). O mddulo para medida foi conectado a linha de gas em
duas colunas selecionadas e a medida foi realizada durante todo o periodo
fermentativo. A quantidade total de CO, produzida foi estimada usando parametros
como a area total da curva da produgédo gasosa em fungédo do tempo fermentativo
(FARINAS et al., 2011).

3.4.4 Planejamento Experimental

Realizaram-se planejamentos experimentais durante a pesquisa com o intuito
de estabelecer condi¢des adequadas para a sintese de protease pelo A. oryzae
CCBP 001.

3.4.4.1 Avaliacao das condigoes operacionais e umidade do substrato

Os experimentos de estudo da produgao de extrato enzimatico proteolitico
utilizando biorreator em coluna instrumentado foram realizados baseados em um
planejamento fatorial completo 23, resultando em 11 experimentos, incluindo 3
pontos centrais. Este planejamento foi realizado para avaliar os efeitos da taxa de
fluxo de ar, umidade relativa do ar e umidade inicial do substrato sobre a eficiéncia

da producao de protease. Os valores das variaveis independentes e seus niveis
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codificados sao apresentados na Tabela 3.1. A selecdo dos valores foi baseada em

experimentos preliminares.

Tabela 3.1- Variaveis codificadas e ndo codificadas do planejamento fatorial 2°.

Niveis
Variaveis
-1 0 1
Umidade relativa do ar (%) — X4 60 70 80
Fluxo de ar (mL/min) — X, 12 24 36
Umidade inicial do substrato (%) — X3 30 40 50

3.4.4.2 Otimizagao das condi¢cdes operacionais da FSS

Um delineamento composto central rotacional que consistiu em um
planejamento completo 22 com 4 pontos axiais e 3 repeticdes no ponto central,
totalizando 11 ensaios, objetivando-se a otimizagdo das variaveis umidade do
substrato e umidade do ar na atividade proteolitica através da metodologia de
superficie de resposta. Os valores das variaveis independentes e seus niveis
codificados s&o apresentados na Tabela 3.2. O programa utilizado para realizar as

analises estatisticas foi Statistica (versao 7.0, Tulsa, E.U.A.).

Tabela 3.2 - Codificacao e distribuicdo das variaveis utilizadas no DCCR

Niveis
Variaveis
-1,41 -1 0 1 1,41
Umidade do ar (%) —X; 66 70 80 90 94
Umidade do substrato (%) — Xz 16 20 30 40 44
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3.5 Cinética da fermentagao

Nas condi¢gdes operacionais otimizadas (DCCR) foi acompanhada a cinética
de producgao enzimatica no periodo de 10 dias a 20 °C, em reator de colunas. Foram
realizados experimentos em frascos Erlenmeyers na mesma umidade do substrato,
com o intuito de comparar a producdo de protease em condicbes estatica e
dindmica. Sendo realizadas amostragens a cada 24 horas para determinar a
atividade de protease e a estimativa da biomassa (teor de glicosamina). O
monitoramento da concentracdo de CO, foi realizado durante todo o periodo

fermentativo.
3.6 Purificagao parcial do extrato enzimatico

Realizaram-se experimentos utilizando torta de canola como substrato, nas
condigdes otimizadas em frascos Erlenmeyers, umidade do substrato 40 g/100 g de
meio, inoculado com A. oryzae CCBP 001 na concentragdo de esporos de 107
esporos/g de meio e incubado na temperatura de 20 °C, para obtencédo do extrato
enzimatico proteolitico. Este foi submetido a precipitacdo com sulfato de aménio e
liofilizado.

3.6.1 Precipitagao do extrato enzimatico com sulfato de Aménio

A precipitacdo com sulfato de amodnio foi realizada conforme a metodologia
descrita por Bracht e Ishii-lwamoto (2003). Para a operagdo foram utilizadas as
seguintes concentracdes de sulfato de aménio de 20, 40, 60, 80 e 100% de
saturagdo. A adicdo era feita com agitagcdo branda e em banho de gelo. Apds
completa solubilizagdo, as amostras foram centrifugadas a 10000 rpm, 4 °C por 10
min e o sobrenadante foi removido. Posteriormente, precipitado e sobrenadante, de
cada tratamento, foram imediatamente submetidas a dessalinizacdo por processo de
dialise em membrana de celulose a 4 °C por 72 h com trocas sucessivas. O
precipitado e sobrenadante foram dialisados com agua destilada por 72 h a 4 °C.
Ap0Os a dialise, a fracao protéica foi liofilizada.
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3.6.2 Liofilizagao do extrato enzimatico

A concentragdo das amostras dialisadas foi realizada em liofiliador Terroni
Fauvel - LC1500 em condicbes a vacuo e -55 °C. Apds a concentracdo, foi

determinada a atividade de protease e quantificagdo dos teores de proteinas.
3.7 Determinacdes da atividade enzimatica
3.7.1 Atividade enzimatica de protease

A atividade de protease foi realizada conforme Charney e Tomarelli (1947), a
mistura de reagédo constituiu de 1 mL de solugdo de azocaseina 0,5% (m/v) em
tampao acetato 50 mM e pH 5,0 e 1 mL do extrato enzimatico. A mistura reacional
foi incubada a 37 °C durante 40 minutos. Apds este tempo, a reacgao foi paralisada
com adicdo de 1 mL de solugédo de acido tricloroacético 10% (m/v), objetivando a
precipitagcdo do substrato ndo digerido pelas enzimas proteoliticas. Em seguida as
amostras foram submetidas a centrifugacdo a 10.000 rpm por 15 minutos.
Transferiu-se 2 mL do sobrenadante, contendo aminoacidos e oligopeptideos de
baixo peso molecular, para um tubo de ensaio e adicionou-se 2 mL de KOH 5 N,
formando um composto com cor caracteristica, que foram quantificados por
espectrofotbmetro com comprimento de onda de 428 nm, contra um branco
preparado em condigdes idénticas, mas utilizando 1 mL de agua destilada em
substituicdo a amostra.

Uma unidade de atividade proteolitica (IU) foi definida como a quantidade de
enzima que produz uma diferenca de 0,01 na absorbancia entre o branco e a
amostra, por minuto, nas condi¢cdes de reacao estabelecidas. A atividade enzimatica

foi determinada de acordo com a Equacgao3.2.

) X Dil)/U,)
t Equacédo 3.2

_ (((média,,, — Branco

BN

Onde:

A = atividade em U/g de substrato

Média aps = média das Absorbancias
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Branco ¢, = branco enzimatico (substituicdo do extrato enzimatico por agua
destilada)

Dil = diluicdo do extrato enzimatico

U, = 0,01 unidade de absorbéancia

t = tempo de reagdo em minutos
3.7.2 Atividade de coagulacao do leite pelo extrato enzimatico proteolitico

A atividade do extrato enzimatico produzido pelo fungo A. oryzae CCBP 001
na coagulacédo do leite foram determinados de acordo com o método de Berridge
(1952). Os extratos liofilizados de A. oryzae CCBP 001, nas diferentes fragbes
obtidas pela precipitagdo utilizando sulfato de aménio descritos no item 3.8, foram
dissolvidos na proporgao de 1 mg/20 mL em solugdo de CaCl, 10 mM, o tempo de
coagulagao foi medido utilizando-se a mistura de 1 mL da enzima dissolvida em
CaCl; 10 mM com 1 mL da solucdo de leite reconstituido (12% (m/v) de leite em po
desnatado comercial Molico/Nestlé, em pH 6,5 dissolvido em CaCl, 10 mM), e
incubadas a 37 °C até o tempo de coagulagédo do leite. A atividade coagulante foi
determinada considerando que uma unidade de (1U) de coagulagdo equivale a
quantidade de miligrama de enzima (extrato liofilizado) capaz de coagular 1 mL de

leite em 1 minuto a 37 °C.

3.8 Estudo do efeito do pH na atividade proteolitica
3.8.1 pH

Nesta etapa avaliaram-se diferentes pH do tampao na extracdo do extrato
enzimatico e diferentes pH do tampé&o diluente do substrato padrdo de determinagao
da atividade de protease. A determinacdo do pH &étimo, tampao de extracdo e do
tampao diluente do substrato padrao de determinagao da atividade proteolitica, foi
realizada em diferentes faixas de pH. Nas faixas de pH 4,0 e 5,0 utilizou-se acetato

de sodio 200 mM, e nas faixas 6,0 a 8,0 utilizou-se fosfato de potassio 200 mM.
3.9 Zimografia

Com o objetivo de estimar a massa molar das proteases, foram realizadas
analises de zimografia das enzimas apds os procedimentos de precipitagdo com
sulfato de aménio, dialise e liofilizag&o.
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A atividade proteolitica nas amostras de protease de Aspergillus oryzae
CCBP 001 foi analisada por zimografia, método adaptado a partir do método de Dib
(1998). Uma quantidade de 4 mg de extratos enzimatico foram adicionados a 1 mL
de tampdo de amostra composto de 0,125 M Tris-HCI, pH 6,8 com 5% (m/v) de
Dodecil sulfato de sodio (SDS), 1% (m/v) de sacarose e 0,05% (m/v) de azul de
bromofenol. Um volume d(e 10 pyL de cada solugdo das diferentes precipitagbes
foram carregado em géis de SDS-PAGE contendo 0,1% (m/v) de gelatina.
Eletroforese (SDS-PAGE) foi conduzida 4 °C durante 150 minutos a 500 V, 60 mA e
30 W de acordo com Laemmli e Favre (1973). Apds a migracéo eletroforética, o gel
foi lavado duas vezes com 2% (v/v) em Triton X-100 por 30 minutos. A reacao de
hidrolise aconteceu no gel durante a incubagéo a 37 °C por 48 h em tampao Tris-HCI
0,05 mM/15 mM de CaCl, em pH 7,5. A atividade da enzima foi revelada como
bandas translucidas depois da incubacao do gel, numa primeira etapa, numa mistura
de 40% (v/v) de etanol, 10% (v/v) de acido acético e de 0,1% (m/v) azul de
Coomassie R-250 durante 60 minutos e, em uma segunda etapa, incubado uma
solugcdo de descoloragcdo contendo 30% (m/v) de etanol e 7,5% (v/v) de &cido
acético com varias lavagens. O peso molecular utilizado como marcador foi Bio Rad
cbdigo 161-0317.

3.10 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Os extratos enzimaticos precipitados com sulfato de aménio em diferentes
concentragdes, posteriormente dialisados e liofilizados foram utilizados nas corridas
de eletroforeses em gel de poliacrilamida na condigao redutora desnaturante (SDS-
PAGE) realizadas de acordo com o protocolo descrito por Laemmli e Favre (1973),
utilizando géis a 15% (v/v). A voltagem e o volume de amostra carregada foram 500
V e 80 pL, respectivamente. O procedimento de coloragéo foi realizado com azul de

Comassie e nitrato de prata descrito por Morryssey (1981).

3.11 Estudo da secagem do extrato enzimatico por atomizagao utilizando
“spray dryer”

Para avaliar o tempo de estocagem e manutencao da atividade proteolitica do
extrato enzimatico bruto obtido pelas FSS, realizou-se um estudo de secagem em

“spray dryer”.

56



3. Materiais e Meétodos

3.11.1 Equipamento

A secagem por atomizagéo foi conduzida em Mini Spray Dryer Buchi B-290
com capacidade maxima de secagem de 1,0 L de agua por hora e bico atomizador
integrado de duplo fluido com 0,7 mm de didmetro. O atomizador de secagem Buchi
B-290 funciona segundo o principio da corrente de ar e de produto em sentido
concorrente (BUCHI, 2005). O processo de secagem ocorre de acordo com o
desenho esquematico da Figura 3.4.

- sensor de temperatura de enfrada

- sensor de temperatura de saida

2 6
1
1 vV
3
v v
1|L / 'l =1 1- entrada de ar
v * 2- agquecedor elétrico
4 I'.j _' 3- cimara de secagem
4- ciclone, ende o produte € separade do fluxo de ar
1| 3-aspirador
8 C) | I
6
3

- frasco de coleta do produto final

9- filtro de saidade ar

Figura 3.4- Desenho esquematico do “spray dryer” com fluxo de secagem
concorrente adaptado de Moreira (2007).

3.11.2 Condicdes de secagem

A temperatura de entrada do ar de secagem foi de 110 °C, temperatura de
saida do ar de 90 °C, vazdo de ar comprimido para a atomizagcdo de 742 L/h,
aspiracdo de 90% e vazao de alimentacdo da suspensdo de 0,1 L/h. O bico

atomizador utilizado foi de 1,5 mm.
3.11.3 Adjuvante utilizados na secagem

Foram realizados experimentos a fim de se avaliar a eficiéncia de alguns
materiais comumente utilizados como agente adjuvante em processos de secagem
por atomizagdo: maltodextrina DE 5 dextrose equivalente (Sigma Aldrich); glicose

P.A. (Vetec) e carboximetilcelulose de baixa viscosidade (Sigma Aldrich). As
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condigdes de secagem e os intervalos das concentragdes de glicose e maltodextrina
foram definidos a partir do estudo realizado por Namaldi, Calik e Uludag (2006).

Foi aplicado um delineamento fatorial 23, resultando em 8 experimentos, mais
3 pontos centrais, para avaliar os efeitos de diferentes concentragdes de adjuvantes
para a secagem do extrato enzimatico. Os valores das variaveis independentes e
seus niveis codificados s&o apresentados na Tabela 3.3. A sele¢do dos valores foi
baseada em dados de experimentos preliminares. O programa utilizado para realizar

as analises estatisticas foi Statistica® (versao 7.0, Tulsa, E.U.A.).

Tabela 3.3 - Valores das variaveis independentes utilizadas no delineamento fatorial
completo 2% na etapa do estudo de secagem do extrato enzimatico utilizando

diferentes adjuvantes.

Niveis
Variaveis (%)
-1 0 1
Glicose - X4 0,4 1,0 1,6
Maltodextrina - X5 0,4 1,0 1,6
Carboximetilcelulose - X3 0,02 0,05 0,08

3.12 Avaliacao do tempo de estocagem do extrato atomizado

Apés a obtengao do extrato enzimatico em po, pelo processo de atomizagao,
o mesmo foi estocado a temperatura ambiente (em torno de 28 °C) durante o
periodo de 90 dias, sendo determinada a atividade de protease com: 0, 2, 4, 8, 18,

30, 60 e 90 dias de estocagem.
3.13 Métodos Analiticos
3.13.1 Determinagao da Umidade

Foi determinada pelo método descrito por IAL (2004). Pesaram-se 3 g da
amostra em um cadinho de porcelana previamente tarado. Levou-se a estufa a 105
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°C por 16 horas até peso constante do material. A umidade foi estabelecida de
acordo com a Equacéo 3.3.

100 % N
J=——"

P Equacéao 3.3
Onde:

N = n° de gramas de umidade (perda de massa em Q)

P = n° de gramas da amostra (massa inicial da amostra)
3.13.2 Determinacgao da atividade de agua (Aw)

A atividade de agua foi determinada através do medidor digital de Aw
utilizando o equipamento AQUALAB CX-2, com sensibilidade de 0,001 a 28°C £ 2°C.

3.13.3 Determinagao de proteina total no extrato enzimatico

A determinacao de proteina seguiu o método de Lowry et al., (1951), com a
curva padrao determinada nos intervalos de 10 a 100 mg/L de solugédo albumina
bovina. As solugdes foram preparadas conforme apresentado no anexo B, a partir da
solugdo padrao de albumina bovina P.A. (BAS), feita imediatamente antes do uso.
Foram adicionados 1 mL de cada uma das solugdes preparadas em tubos de
ensaio. Em seguida, foi feita a dosagem de proteina usando como branco, 1 mL de

agua destilada.
3.13.4 Estimativa da produgao de biomassa

Utilizou-se o0 método da determinagcdo de glicosamina para o
acompanhamento da produgédo de biomassa durante a fermentagcédo (BLIX, 1948 &
SAKURAI et al., 1977).

Para extracdo de glicosamina contida na amostra, retiraram-se
aproximadamente 0,5 g de meio fermentado, acondicionando-o em tubo de ensaio
com tampa de rosca, adicionaram-se 2 mL de solugdo de acido sulfurico 70% (v/v),
sendo entdo, mantido por 24 horas para digestdo do mesmo pelo acido. Diluiu-se a
amostra, entdo digerida, com 5 mL de agua destilada. Submeteu-se a autoclave por
1 hora a 121 °C. Em seguida, a solugao foi filtrada quantitativamente e neutralizada

com solucdo hidroxido de sddio 5 N, sendo aferida para 100 mL. Retirou-se 1 mL da
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amostra neutralizada e adicionou-se 1 mL de solugao acetilacetona, colocando a
mistura em banho-maria a 96 °C por 20 minutos. A temperatura ambiente,
adicionaram-se 5 mL de etanol, e imediatamente, 1 mL de solugdo de p-
dimetilaminobenzaldeido, seguindo de agitagdo até completa dissolugéo,
adicionando-se 5 mL de etanol novamente. Apos 45 minutos realizou-se a leitura em
espectrofotbmetro a 530 nm. Paralelamente, foi construida uma curva padrao de
glicosamina, utilizando-se diluicdes (1 a 10 mg/L) de uma solugido padrédo de
glicosamina P.A. (Sigma) com concentragdao 100 mg/L preparada no momento da

analise. Esta foi submetida também, a leitura espectrofotométrica a 530 nm.
A concentracédo de glicosamina por meio fermentado seco, foi expressa pela
Equacéo 3.4.

6=—= Equacéao 3.4

(MEx10)

Onde G é a concentragcdo de glicosamina por meio fermentado seco,
expressa em mg/g de meio fermentado seco; G’ é a concentragao de glicosamina
calculada pela curva padrao, expressa em mg/L, MS é a massa de meio fermentado
expresso por seu conteudo seco da amostra, calculado utilizando-se, inicialmente, a
umidade da amostra.

Os graficos gerados e apresentados nos resultados foram elaborados por

meio do software ORIGIN 6.0 (OriginLab Corporation, Massachussets, USA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Selegao do substrato

A selegdo de um substrato sélido adequado para FSS e a umidade do meio
sdo fatores criticos no processo fermentativo e, portanto, envolvem estudos de
diversos residuos agroindustriais para o crescimento microbiano e formacdo de
produto. Nesta etapa do estudo avaliou-se a producédo de protease frente a adicéo
de diferentes volumes de agua ao substrato (25, 50, 75, 100, 125 e 150 mL/100 g de
substrato) e posteriormente variou-se a temperatura de incubagdo do meio (20, 25,
30 e 35 °C) em diferentes substratos, para a selegdo de um substrato com potencial

para a producéo de proteases.

4.1.1 Avaliagao das proporcdoes de agua adicionada ao substrato

A determinacdo da atividade de agua (Aw), ou teor de agua livre, a qual
estara disponivel para reagdes fisicas, quimicas e microbiolégicas nos materiais,
que permitindo o desenvolvimento e reprodu¢cao dos micro-organismos, apresenta-
se como melhor medida da concentracdo de agua, em termos de propriedades
fisico-quimicas nos materiais (DEL BIANCHI; MORAES E CAPALBO, 2001).

Os valores de Aw e atividade de protease determinados nos meios com
variagdo do volume de agua adicionada na formulagdo do meio fermentativo

encontram-se nas Figuras 4.1 e 4.2, respectivamente.
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Figura 4.1 — Atividade de agua nos diferentes substratos frente a adigdo de agua nos
volumes de 25, 50, 75, 100, 125 e 150 mL para 100 g de sdlido.

Os residuos apresentaram diferentes valores de Aw antes da adi¢cédo de agua,
a pelicula da casca da castanha de caju apresentou o menor valor (0,42), enquanto
que com a torta de girassol obteve-se o maior valor (0,65). Ap6s a adicdo de agua,
observou-se que independente do substrato utilizado, a Aw mostrou-se similar para
cada quantidade de agua adicionada (Figura 4.1). Em estudos da influéncia de Aw
na sintese de enzimas extracelulares, os valores de Aw entre 0,95 e 0,98 séo
considerados 6timos para a produgao de enzimas por fungos filamentosos em FSS,
valores estes encontrados para todos os substratos utilizados neste trabalho
(MITCHELL; BEROVIC; KRIEGER, 2000; MACIEL, 2006; ALCANTARA; ALMEIDA;
SILVA, 2008).
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Figura 4.2 — Efeito da adicdo de agua sobre a sintese de protease de A. oryzae
CCBP 001 utilizando diferentes residuos como substrato: pelicula da casca da
castanha de caju (A), torta de girassol (B), farelo de algodéao (C), farelo de trigo (D) e

torta de canola (E), na temperatura de incubagao de 20 °C e em condigbes estatica.
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Na Figura 4.2 observa-se que os residuos utilizados como substrato neste
estudo permitiram a sintese enzimatica proteolitica em todos os volumes de agua
avaliados, com excegao da pelicula da casca da castanha de caju, onde a atividade
proteolitica s6 foi detectada nos tempos de 24 h e 48 h mediante a adigdo de 125
mL de agua para cada 100 g de residuo com produgdo média de 15,16 U/g de
protease (Figura 4.2A).

A adigao de volumes maiores de agua aos substratos prejudicou a produgéo
da enzima pelo micro-organismo, uma vez que 0s maiores valores de atividade de
protease concentraram-se nos meios com adigdo de 25 a 75 mL de agua por 100 g
de substrato, sendo observadas as maiores producdes de protease nos meios com
25 mL de agua por 100 g de farelo de trigo, algodao, girassol e torta de canola,
obtendo-se 210; 290,9; 138 U/g em 48 h de fermentagao e 294 U/g em 96 h (Figuras
4.2 B, C, D e E), respectivamente. O nivel de umidade da FSS tem grande impacto
sobre as propriedades fisicas dos substratos. Substratos com umidade elevada, os
espagos vazios em que os sélidos sdo preenchidos com agua, limitando a troca
gasosa. Porém, o crescimento do micro-organismo fica restrito quando o teor de
umidade for muito baixo, impactando na produg¢ao enzimatica (RAGHAVARAO et al.,
2003; RATHAKRISHNAN e NAGARAJAN, 2011).

Anandan, Marmer-e Dudley (2007) avariaram a umidade inicial do farelo de
trigo (30 a 100%) na produgao de protease por Aspergillus tamarii e observaram um
pico de atividade com 65% de umidade inicial, umidades acima de 65% reduziram a
atividade enzimatica. Porém, Sandhya et al. (2005) estudaram a produgédo de
protease por Aspegillus oryzae em farelo de trigo e mostraram que a maior produgao
de enzima foi obtida com adi¢cdo de 43,6% de umidade, apresentando atividade de
30,5 U/g de substrato.

Alguns autores justificam que o aumento da umidade do meio so6lido reduz a
porosidade, o que limita a transferéncia de oxigénio levando a diminuigdo da
atividade enzimatica (DIVAKAR et al., 2006).

Portanto, para as préximas etapas, o farelo de algodéo, torta de canola, farelo
de trigo e torta de girassol foram escolhidos como substratos da FSS da etapa
seguinte. E a proporgédo de agua adicionada ao substrato selecionado para a etapa

seguinte foi 25 mL/100 g de substrato.
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4.1.2 Avaliagao da temperatura de incubagao

A Figura 4.3 apresenta os resultados de atividade enzimatica proteolitica do
farelo de algodao, torta de canola, farelo de trigo e torta de girassol, incubado nas
temperaturas de 20, 25, 30 e 35 °C, durante os tempos amostrais de 24, 48, 72 e 96
h de fermentacgao.
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Figura 4.3 — Efeito da temperatura de incubagdo sobre a sintese de protease
utilizando diferentes residuos como substrato: farelo de trigo (A), farelo de algodao
(B) e torta de girassol (C) e torta de canola (D), com concentragdo de inéculo de 10’

esporos/g de meio, 25 mL de agua para cada 100 g.de sdlido, em condi¢ao estatica.

Observa-se, que em todos os meios incubados a 25 °C, o pico de produgao
da enzima foi em 48 h de fermentacéao, a partir deste tempo fermentativo houve um
decréscimo na produgao da enzima, exceto o meio com torta de canola. Ja os meios
incubados nas temperaturas de 30 e 35 °C apresentaram pico de produgdo em 24 h,
exceto os meios que utilizavam a torta de canola como substrato, onde estes
apresentam maxima producdo em 72 h de fermentacao (Figura 4.3B).
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Os maiores valores de atividade proteolitica foram observados nos meios
incubados a 20 °C em todos os substratos avaliados, o meio utilizando a torta de
girassol como substrato apresentou uma producéo de 212 U/g de protease com 96
h, o farelo de algoddo e o farelo de trigo apresentaram maxima atividade de
protease em 72 h de processo fermentativo com 340 e 361 U/g, respectivamente. Ja
0 meio contendo a torta de canola como substrato apresentou a maior produgao de
protease comparada aos demais substratos, com 477 U/g em 96 h de fermentagao
(Figura 4.3D). A torta de canola e farelo de trigo sdo substrato rico em proteina e
carboidratos, apresentam propriedades fisicas como textura e porosidade que
favorecem a FSS (DIVAKAR et al., 2006; FREITAS, 2009; SILVEIRA e FURLONG,
2007), caracteristicas que favoreceram a elevada atividade enzimatica proteolitica.

A temperatura de incubagao é considerada um fator importante na FSS, pois
interfere no crescimento celular, formagado de esporos, germinagéo e fisiologia do
micro-organismo, em geral afeta a formag¢ao do produto, pois cada micro-organismo
apresenta particularidades nas condi¢des de cultivo (KAPNOOR E MULIMANI, 2010;
BANERJEE, MUKHERJEE e PATRA, 2005; GUERARD, GUIMAS e BINET, 2002).

Thanapimmetha et al., (2012) investigaram o efeito da temperatura sobre a
producao de protease por A. oryzae cultivado em FSS usando a torta de sementes
de Jatropha curcas como substrato. A temperatura 6tima para a produgdo de
protease foi de 30 °C, e houve uma redugao drastica na produ¢ao da enzima quando
a temperatura de incubacgao foi aumentada para 35 °C. Vishwanatha et al., (2010)
estudaram a produgao de proteases por A. oryzae MTCC 5341 por FSS de farelo de
trigo, constatou que a temperatura de incubagédo durante o crescimento teve uma
influéncia significativa na produgédo de protease. Sendo a temperatura étima para o
crescimento do fungo e para a produgao de protease de 30 °C, enquanto que uma
temperatura de 25 °C era sub-6tima para o crescimento, e que o crescimento
microbiano parou em temperaturas acima de 35 °C.

Diante dos resultados, estabeleceu-se como ideal para o cultivo do fungo A.
oryzae CCBP 001 e para a produgéo de protease nas proximas etapas deste estudo
a utilizacao da torta de canola como substrato e temperatura de incubagao de 20 °C.
Estes experimentos foram importantes porque proporcionaram um conhecimento da
temperatura 6tima de cultivo de A. oryzae CCBP 001 e observar o perfil de produgéo

de protease em diferentes temperaturas de incubacgao.
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4.2 Suplementacdes dos meios com fonte de carbono e nitrogénio inorgéanico

ApOs a etapa de selegdo do substrato, avaliou-se a influéncia da
suplementacao da torta de canola com 1% (m/v) de glicose com fonte de carbono e
7,5% (m/v) de extrato de levedura como fonte de nitrogénio, suplementados
individualmente em relagdo ao meio solido. A Figura 4.4 apresenta os resultados dos
meios suplementados e da fermentagéo controle (torta de canola e agua destilada).
A producdo de protease foi crescente ao longo do processo fermentativo,
apresentado os maiores valores de atividade em todas as condigdes avaliadas no
maior tempo amostral (96 h). Os meios suplementados com extrato de levedura,
glicose e meio controle apresentaram uma produgdo de protease em 96 h de
fermentacdo de 317, 245 e 290 U/g, respectivamente. Portanto, sugere-se que a
diferenga de atividade do meio controle em relagdo aos meios suplementados foi
insuficiente para compensar os gastos financeiros com a suplementagcdo do meio,
uma vez que a torta de canola umidificada apresenta valores de atividade superior
aos meios suplementados durante 72 h de fermentagao (Figura 4.4).

Existem varios estudos mostrando que diferentes fontes de carbono e
nitrogénio inorgénico apresentam diferentes influéncias na produgdo de enzimas
extracelulares por fungos (BENAZIR et al.,, 2011; NEHRA et al., 2002; WANG e
LEE, 1996). BENAZIR et al., (2011) afirma que o mecanismo de formagédo de
enzimas extracelulares € influenciada pela disponibilidade destes precursores para a

sintese de proteinas.
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Figura 4.4 — Atividade proteolitica em fungdo do tempo de fermentagdo em meio
torta de canola (m - controle), torta de canola suplementada com 1% (m/v) de extrato
de levedura (A) e torta de canola suplementada com 7,5% (m/v) de glicose (e),
concentracéo de inéculo de 10’ esporos/g de meio, temperatura de incubacao de 20
°C, em condicao estatica.

Diante destes resultados, determinou-se a ndo suplementacdo do meio
fermentativo nas etapas posteriores, utilizando apenas torta de canola e agua na
formulacdo do meio de fermentacéo, na temperatura de incubagao de 20 °C e tempo
fermentativo de 96 h.

4.3 FSS em biorreator de coluna instrumentado e frascos Erlenmeyers

A literatura é ampla em estudos que avaliam as variaveis temperatura e
atividade de agua, bem como estas influenciam na atividade microbiana,
principalmente no seu crescimento e na produgédo de enzimas. Entretanto, a maioria
dos estudos sobre a influéncia da temperatura na atividade microbiana em FSS,
enfoca a influéncia desta variavel ambiental em sistema sem monitoramento.
Estudos com monitoramento de variaveis operacionais, em processo FSS sdo mais
escassos. Nesta etapa do estudo da producédo de protease, os experimentos foram
realizados em biorreator de colunas monitorando a umidade do ar e vazao do ar

durante o processo fermentativo.
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4.3.1 Selegao das variaveis

Utilizou-se um planejamento experimental para estudar as melhores
condicbes operacionais e umidade do substrato. Inicialmente, realizou-se um
planejamento fatorial completo e avaliou-se o efeito de 3 variaveis independentes:
umidade do substrato (g/100g de substrato), umidade do ar (%) e vaz&o do ar
(mL/min) através de um delineamento 2%, com 3 repeticdes no ponto central,
totalizando 11 ensaios. Os valores das variaveis independentes (codificadas e reais)
e a resposta para atividade enzimatica de protease apos 96 h de FSS utilizando a

torta de canola como substrato sdo apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1- Matriz experimental com os valores das varidveis independentes e
variavel resposta para a producdo de protease utilizando torta de canola como
substrato

Variaveis

Ensaios Umid_ade Fluxo de ar? Umidade do At:,ﬂ;’;ﬂze"e

relativa 3 *

do ar' (X, (X2) substrato® (Xs) (U/g)
1 -1 (60) -1 (12) -1 (30) 2441 + 3,1
2 1 (80) -1 (12) -1 (30) 305,5+ 1,6
3 -1 (60) 1(36) -1 (30) 195,3 £ 3,12
4 1 (80) 1(36) -1 (30) 2842 + 4,3
5 -1 (60) -1 (12) 1 (50) 2594 + 4,5
6 1 (80) -1 (12) 1 (50) 355,5 + 2,6
7 -1 (60) 1 (36) 1 (50) 261,4+3,9
8 1 (80) 1 (36) 1 (50) 355,3 + 1,4
9 0 (70) 0 (24) 0 (40) 295,0 + 5,02
10 0 (70) 0 (24) 0 (40) 294.4 + 5,3
11 0 (70) 0 (24) 0 (40) 285,3 + 7,1

'"Umidade relativa do ar (%); “fluxo de ar (mL/min); *Umidade do substrato g/100g
de substrato, * atividade de protease (U/g) em base umida.
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Pode-se notar que os valores da atividade de protease variaram entre 195,3 e
355,5 U/g, observou-se que o maximo valor de produgdo enzimatica proteolitica
alcangado foi de 355 U/g, quando o reator estava operando nas condigdes de
maxima umidade relativa do ar e umidade do substrato, variando apenas a vazao do
ar em valores de maximo e minimo testados (ensaios 6 e 8). Estes resultados
mostraram que a vazao do ar ndo interferiu em uma maior produg¢ao de protease.

Obteve-se um aumento de 20% na produg¢do da enzima, mudando apenas a
umidade relativa do ar nos ensaios 1 e 2, com 60 e 80%, respectivamente. Com as
mesmas condigbes de umidade inicial do substrato (30 mL/100 g de substrato) e
fluxo de ar (12 mL/min).

A Tabela 4.2 apresenta os resultados dos efeitos, erro padrao e valores de t e
p-valor para a atividade de protease. Neste experimento, as varidveis umidade
relativa e vazao do ar, umidade do substrato e a interacdo da vazdo com a umidade
do substrato foram consideradas significativas. Ja a interagdo umidade relativa do ar
com a vazao e com umidade do substrato ndo mostraram efeito significativo na
producédo da enzima protease com confianga de significancia de 90%. As variaveis
umidade relativa do ar e umidade do substrato apresentaram efeito positivo sobres a
atividade de protease, porém o aumento da vaz&o apresentou efeito negativo dentro
da faixa estudada (12 a 36 mL/min) indicando que maiores valores de atividade de

protease sao atingidos com menores taxa de vazao.

Tabela 4.2- Efeitos dos valores estudados no planejamento 2° sobre a atividade de

protease realizado a 20 °C em reator instrumentado

Fatores Efeitos Erro t(3) p-valor
Padrao
Média 285,03 2,66 106,83 0,000002
Umidade relativa do ar - X4 85,08 6,26 13,59 0,000860
Vazao - X; -17,03 6,26 -2,72 0,072
Umidade do substrato - X3 50,63 6,26 8,09 0,003
X1 x Xz 6,33 6,26 1,01 0,38
X1 x X3 9,92 6,26 1,58 0,21
Xo x X3 17,96 6,26 2,87 0,06

Nivel de confianga = 90%; p-valor < 0,1
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O coeficiente de determinagéo foi igual a 97%, e o teste o teste F, mostra que
o valor do F calculado foi 8,8 vezes maior ao valor tabelado. A falta de ajusta no foi
significativa (Tabela 4.3). Estes dados indicam que o modelo é muito bem ajustado

aos resultados experimentais.

Tabela 4.3 — Analise de variancia para atividade proteolitica do planejamento

experimental fatorial 2°

Fator Soma dos (.Eraus de Qua’dr?dos F calculado
quadrados liberdade médios
Regresséo 20828,23 4 5207,06 80,7
Residuo 387,15 6 64,53
Falta de ajuste 563,26 4 140,82 4,79
Erro puro 58,79 2 29,4
Total 21450,28 10

R?=97%, F (4;6; 0,1) =9,15; p valor = 0,000002

A utilizacdo do fluxo de ar elevado resultou no ressecamento do meio de
cultivo, como podem ser observados nas partes escuras das Figuras ilustrativas
4.5A, 4.5C e 4.5E, quando o reator estava operando com 24 e 36 mL/min. Ja as
Figuras 4.5B e 4.5D mostra que quando utilizou-se o volume de 12 mL/min de fluxo
de ar, o ressecamento do meio ndo foi observado.

Farinas et al. (2011) realizaram estudo da produg¢do de endoglucanases, nas
mesma condigdes operacionais de umidade relativa do ar e taxa vazdo deste
trabalho e umidade do substrato mais elevada, também foi observado o efeito
negativo na taxa de vazdo e efeito positivo na umidade inicial do substrato. ZUNICA
(2010) também avaliou a influéncia das variaveis umidade inicial do substrato,
umidade relativa do ar e vazao na produgao de FPase e CMCase e verificou que em
relagdo a vazdo do ar no reator, esta ndo mostrou significancia estatistica no

intervalo de 15 a 45 mL/min.
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Figura 4.5 — Colunas com meio fermentados em diferentes condi¢des de fluxo de ar,
umidade do ar e umidade do substrato: A — umidade do ar: 70%, umidade do
substrato 40% e vazao do ar: 24 mL/min; B — umidade do ar: 60%, umidade do
substrato 50% e vazédo do ar: 12 mL/min; C — umidade do ar: 60%, umidade do
substrato 50% e vazéo do ar: 36 mL/min e D — umidade do ar: 80%, umidade do
substrato 50% e vazédo do ar: 12 mL/min; E - umidade do ar: 80%, umidade do

substrato 50% e vazao do ar: 36 mL/min.
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A quantificagdo da liberagcao de CO, e consumo de O, tem sido utilizada por
varios autores como medida indireta do crescimento microbiano e a sua relagdo com
a sintese de biomoléculas (SOCCOL e VANDENBERGHE, 2003; SPIER et al.,
2007). A Figura 4.6 apresenta os resultados da liberagédo de CO, durante 96 h de
processo fermentativo nas diferentes condigdes de umidade do substrato, umidade
do ar e fluxo do ar. Observa-se que nas primeiras horas de fermentacéo a liberagao
de CO; é pequena, apresentando valores mais expressivos a partir de 16 horas de
fermentacdo. Quando os meios foram submetidos a mesmas condi¢gées de umidade
do substrato e umidade do ar, variando apenas a vazéo, foi possivel observar uma
maior liberagdo de CO, nos meios incubados com taxa de 12 ml/min de fluxo de ar.
O maior pico de liberagdo de CO, ocorreu no meio incubado com 60% de umidade
relativa do ar, 50% de umidade do substrato e 12 mL/min com 35 h de fermentagao
(2,9%). Zuiiga (2010) avaliou a produgédo de celulases por Aspergillus niger em
reator de colunas nas condi¢des de 80% de umidade relativa do ar e 30 mL/min de
fluxo de ar e observou o pico de liberacdo de CO, (1,0%) em 12 h de processo

fermentativo.

3,5
= midade relativa do ar: 70%; Fluxo de ar: 24
mL/min; Umidade do substrato: 40 g/100g

= Umidade relativa do ar: 60%; Fluxo de ar 12
mL/min; Umidade do substrato: 50 g/100g

—— Umidade relativa do ar: 60%; Fluxo de ar 36
mL/min; Umidade do substrato: 50 g/100g

= Umidade relativa do ar: 80%; Fluxo de ar 36

2,5 4
mL/min; Umidade do substrato: 50 g/100g

= Umidade relativa do ar: 80%; Fluxo de ar 12
mL/min; Umidade do substrato: 50 g/100g

Cco2%

Figura 4.6 — Evolugdo de CO, durante a FSS em diferentes condicdes de umidade

inicial do substrato e umidade relativa do ar.
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Para diminuir os problemas de ressecamento do meio durante o processo
fermentativo, favorece o crescimento do fungo e elevagéo da atividade de protease,
seria necessario testar volumes menores de vazao ar ou aumentar o didmetro das
colunas para diminuir o impacto do volume de fluxo de ar sobre 0 meio durante o
processo fermentativo, mas por indisponibilidade de colunas com estas
caracteristicas e devido limitagcbes do equipamento de operar com taxa de vazao
inferior a 12 mL/min, nas etapas seguintes fixou-se o valor da taxa de vazao em 12
mL/min e avaliou-se as variaveis independentes: umidade do ar e umidade do

substrato em um delineamento composto central rotacional.
4.3.2 Delineamento composto central rotacional (DCCR)

A partir dos resultados obtidos no planejamento fatorial, desenvolveu-se um
DCCR com a finalidade de otimizar a produgdo de protease. A matriz dos
experimentos com valores reais e codificados das variaveis em estudo, bem como
as respostas obtidas para a atividade de protease, a atividade de protease predita
pelo modelo, erro relativo e a estimativa da biomassa (teor de glicosamina) estao
apresentados na Tabela 4.4. Os experimentos foram realizados utilizando vazéo do

ar de 12 mL/min, substrato torta de canola e tempo fermentativo de 96 h.

Observou-se que os valores da variavel resposta para a atividade proteolitica
apresentaram valores variando entre 38,75 e 337,81 U/g, apresentando variagdes
préximas aos valores previstos pelo modelo, que é confirmado pelos valores do erro
relativo. Os maiores valores de atividade obtidos ocorreram quando a umidade do
substrato estava em 30% (ensaios 5, 6, 9 10 e 11), nos ensaios 2 e 4 onde 0s meios
apresentavam umidade inicial do substrato de 40% obtiveram atividade de 313,44 e
307,81 U/g com reator operando em umidade relativa do ar de 70 e 90%,
respectivamente. Nos ensaios 5 e 6, o reator operava nas condigbes nos pontos
axiais (-1,41 e 1,41, respectivamente) para a variavel umidade do ar e 30% de
umidade do substrato para ambos os ensaios, apresentaram atividade de protease
de 337,1 U/g (ensaio 6) e 334U/g (ensaio 5), portanto verifica-se que a umidade

inicial do substrato foi determinante na obtencao de elevadas atividade de protease.
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Tabela 4.4 — Matriz do DCCR com variaveis reais e codificadas, valores preditos
pelo modelo e desvios relativos para a atividade de protease e variavel resposta da

estimativa de biomassa, em reator de colunas a 20 °C durante 96 h de fermentacéao

Umidade Umidade Atividade Estimativa
Atividade de Erro
Relativa do de da
Ensaios protease relativo
do ar Substrato 3 Protease 5 biomassa
] ) (U/g) a4 (%)

(X41) (X2) predita (mg/g)
1 -1 (70) -1 (20) 131,88 £+ 5.67 136,29 -3,34 2,46 + 0,64
2 -1 (70) 1 (40) 313,44 + 6,51 323,37 -3,16 19,33+0,71
3 1(90) -1 (20) 222,0£5,63 206,72 6,88 5,63+ 0,57
4 1 (90) 1 (40) 307,81 + 3,86 298,06 3,16 8,93 + 0,26
5 -1,41 (66) 0 (30) 333,75 + 6,83 322,50 3,37 10,3 + 0,89
6 1,41 (94) 0 (30) 337,81 + 7,06 354,40 -4.91 9,14 + 0,46
7 0 (80) -1,41 (16) 38,75+25 45,33 -16,98 | 3,92 +0,94
8 0 (80) 1,41 (44) 243,44 £6,02 242,20 0,50 10,8 + 0,71
9 (C) 0 (80) 0 (30) 329,38+24 326,44 0,89 8,73+0,47
10 (C) 0 (80) 0 (30) 329,93 + 3,1 326,44 1,06 11,1+ 0,94
11 (C) 0 (80) 0 (30) 320,0 £ 6,04 326,44 -2,01 10,9 + 0,71

" Umidade relativa do ar (%); “Umidade do substrato (g/100g de torta de canola);
3Atividade de protease (U/g) em base umida; “Atividade de protease preditos pelos
modelo obtido apés andlise no programa Statistica; “Erro relativo = (resposta
experimental — resposta predita pelo modelo/resposta experimental)*100.

Todos os ensaios apresentaram desvio relativo abaixo de 7% para os valores
de atividade de protease, indicando uma boa reprodutibilidade do processo. A
biomassa foi quantificada através do conteudo de glicosamina presente na parede
celular dos fungos. Os valores maximos quantificado ocorreram nos experimentos
10 e 11 (11,1 e 10,9 mg/g, respectivamente) que representam os pontos centrais do
planejamento, sendo estes 0s ensaios que apresentaram os maiores valores de
atividade de protease.

Realizou-se a avaliagdo dos resultados pelo calculo dos coeficientes de
regressdo e o modelo matematico que descrevem a influéncia das condigbes
experimentais sobre a variavel resposta (atividade de protease e estimativa de

biomassa). Os coeficientes permitiram determinar a significancia estatistica das
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variaveis avaliadas e constituir um modelo empirico com termos lineares e
quadraticos para a producdo de protease e quantificacdo da biomassa.

A Tabela 4.5 apresenta os coeficientes de regressao, Erro Padrao e o p-valor
com significancia estatistica a 90% para as variaveis resposta atividade de protease
e estimativa da biomassa. Os coeficientes lineares positivos indicam a direta relagao
entre a atividade de protease com as variaveis avaliadas, ja os efeitos negativos
sugerem a relagao inversa. Todos os termos avaliados para variavel resposta
atividade de protease foram significativos para a atividade de protease, exceto o
termo quadratico umidade relativa do ar. Ja para a variavel resposta estimativa de

biomassa, os termos significativos foram umidade do substrato linear e quadratico.

Tabela 4.5 — Resultados dos coeficientes de regressao, valores de t e p-valor do
DCCR

~ Atividadedeprotease @ |  Estimativa de biomassa
Erro Erro
Fatores Regressao t (5) p-valor | Regresséo t(5) p-valor
Padrao Padrao

Média 326,45 7,98 40,89 0,00 10,21 0,94 10,87 0,00014
X1 (L) 11,28 4,89 2,31 0,06 0,14 0,58 0,26 0,81
X1 (Q) 6,01 5,82 1,03 0,34 -0,73 0,68 -1,07 0,33
X2 (L) 69,61 4,88 14,24 0,000031 2,47 0,58 4,31 0,007
X2 (Q) -91,33 582 15,69 0,000019 -1,92 0,68 -2,81 0,03
Xq(L)*xXz(L) -23,94 6,91 -3,46 0,02 -0,89 0,81 -1,09 0,32

X4: Umidade relativa do ar; X2: Umidade do substrato; Nivel de confianca = 90%; p-

valor £ 0,1

As Equacgbes 4.1 e 4.2 representam os modelos codificados ajustada das
funcbes respostas para a atividade de protease e a estimativa de biomassa,
respectivamente.

Protease (U/g) = 326,45 + 11,28X + 69,61X, — 91,33X,? — 23,94X.X, Equacdo 4.1
Estimativa de biomassa (mg/g) = 10,21 + 2,47X; — 1,92X,2 Equacéo 4.2

Onde os valores codificados:
X1 = Umidade relativa do ar (%)
X2 = Umidade do substrato (%)
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Para a construgdo do modelo reduzido para variavel resposta atividade de
protease (Equacgédo 4.1), os parédmetros considerados como significativos (p<0,1)
foram: umidade relativa do ar linear, componente linear e quadratico da umidade do
substrato e a interacdo entre a umidade do ar linear e umidade do substrato linear.
Na Equacéao 4.2, os parametros considerados como significativos (p<0,1) foram: os
componentes linear e quadratico da umidade do substrato. Os parédmetros nao
significativos foram incorporados aos residuos para o calculo da analise de variancia
(ANOVA). O modelo foi submetido ao processo de validagdo pela ANOVA para o
calculo do valor F (Teste Fisher) de acordo com os resultados apresentados na
Tabela 4.6.

Tabela 4.6 - ANOVA do modelo quadratico para a predigao da atividade de protease
(U/g) e estimativa de biomassa (mg/g) variando a umidade relativa do ar e a

umidade do substrato

Soma dos Grau de Média dos
Fatores Fecalc p<0,1
Quadrados Liberdade  Quadrados
Atividade de
Protease (AP)
Regressao 95652,79 4 23913,19 123,74 0,00001
Residuo 1159,51 6 193,25
Falta de ajuste 1097,21 4 274,3 8,8 0,11
Erro puro 62,30 2 31,15
Total 96812,3 10
Estimativa da
biomassa (EB)
Regresséao 67,11 2 33,56 13,64  0,0001
Residuo 19,68 8 2,46
Falta de ajuste 16,36 6 2,73 1,66 0,43
Erro puro 3,32 2 1,64
Total 86,79 10

AP: R2 = 98,8%; Ftab(4; 6,0,1) = 9,15 EB: R2 = 77,3%; Ftab (2;8;0,1)= 8,65

A verificagao dos resultados na Tabela 4.5 mostra a superioridade no valor de
F calculado frente ao do F tabelado das variaveis resposta, fato que valida o modelo
78



4. Resultados e Discussdo

na regido estudada com 90% de confianga. O valor de R? de 98,8% para a atividade
de protease mostra que o modelo se ajusta bem aos resultados experimentais. Ja
variavel resposta estimativa da biomassa a porcentagem de variagao explicada (Rz)
pelo modelo foi de 77,3%, este valor de R? foi considerado bom, devido a grande
variabilidade inerente ao processo fermentativo. Ndo houve falta de ajuste para as
variaveis respostas atividade de protease e estimativa de biomassa, indicando que a
estimativa de variéncia esta correta.

As superficies de resposta resultantes dos modelos (Equagdes 4.1 e 4.2) para
a atividade de protease e estimativa de biomassa s&o apresentadas nas Figuras 4.7
A e 4.7 B, respectivamente. Na Figura 4.7A mostra o efeito da umidade do ar e a
umidade inicial do substrato sobre a atividade de protease, onde pode-se observar
que o estudo das condigdes de umidade do substrato foi decisivo para a produgéo
de protease, que resultaram em maior valor de atividade, e que a faixa 6tima para
producdo da enzima € de 30 a 40% de umidade do substrato independente da
umidade relativa do ar (66 a 94%). Para o pardmetro umidade do ar, os niveis de
maximo e minimo avaliados nao influenciaram expressivamente nos resultados da
funcdo resposta, ou seja, o deslocamento na diregdo de maximo ascendente ou
minimo descendente ndo provocou o decréscimo da atividade de protease.

A Figura 4.7B mostra o efeito da umidade do ar e umidade do substrato sobre
a estimativa da biomassa, observa-se que as condigdes de maior estimativa de
biomassa foram determinadas nas condi¢bes utilizadas no ponto central para a
variavel umidade do substrato (80%) e ponto central (30%) e nivel +1(40%), pontos
experimentais onde se obteve os maiores valores de atividade de protease, o que

mostra a relagao direta entre a atividade de protease e o crescimento do fungo.
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Figura 4.7 — superficie de resposta para a atividade de protease (A) e estimativa de
biomassa (B) em fungdo da umidade relativa do ar e umidade do substrato, em
reator de colunas a 20 °C durante 96 h de fermentagéo.
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4.3.3 Cinética fermentativa e acompanhamento de CO,

A produgcdo de protease neste experimento foi realizada em condi¢des
dindmicas no reator de colunas instrumentado com vaz&do do ar de 12 mL/min,
umidade inicial do substrato de 30% e umidade relativa do ar de 100%. E para fins
comparativos realizou-se experimentos utilizando umidade inicial do substrato 30%
em condicbes estaticas em frasco Erlenmeyer, durante 240 h de processo
fermentativo. Estas condi¢gdes foram estabelecidas pela analise dos resultados do
item 4.3.2. Durante 10 dias foram acompanhada a produgao de protease (Figura 4.8)

e a liberagédo de CO, (Figura 4.9).
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Figura 4.8 — Cinética fermentativa da producdo de protease em reator de colunas
(vazdo do ar de 12 mL/min e umidade relativa do ar 100%) ( o ) e frascos
Erlenmeyers ( o ) 30% de umidade inicial do substrato e temperatura de incubagao
de 20 °C.

A producédo de protease em 24 h foi de 25 U/g em condigbes estaticas e 31
U/g em condigbes dinamicas, a atividade apresentou-se de forma crescente até 144
h (335 U/g) nos meios incubados em reator de colunas e de 120 h (520 U/g) para os
meios incubados em Erlenmeyers, a partir destes tempos a produgao apresentou
decréscimo na atividade enzimatica até o término da fermentagéo.
Em condigdes estaticas, a produgdo de protease em foi maior quando
comparados com a atividade proteolitica dos meios incubados em reator de colunas.
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A atividade proteolitica obtida no reator de colunas pode ter sido prejudicada devido
0 pequeno diametro da coluna, sendo necessario um aumento desta, na tentativa de
minimizar os possiveis problemas que a aeragdo pode causar sobre o micélio do
fungo durante o processo fermentativo, ou trabalhar com reator operando com fluxo
de ar menor que 12 mL/min. Em relagéo a literatura, alguns autores verificaram um
aumento na produgdo enzimatica e crescimento microbiano em fermentacdo semi-
sélida, quando utilizaram um maior nivel de aeragdo (DOMINGUEZ et al., 2007;
ZHANG et., 2003), ja os autores Rocky-Salimi e Hamidi-Esfahani (2010) e Zuhica
(2010), obtiveram maiores valores de atividade de FPase e Xilanase,
respectivamente, com o decréscimo da aeracdo. Portanto, pode-ser dizer que a taxa
de aeracédo ideal e seus efeito no ressecamento do meio e na fisiologia do fungo
durante o processo fermentativo sdo especificos para cada bioprocesso.

Porém, mesmo apresentando uma maior conversao da enzima proteolitica, o
escalonamento da producédo nas condicdes estaticas s6 € possivel por reator tipo
leito fixo ou bandejas. Estes reatores apresentam desvantagens associadas a
remogao de calor, que ocorre apenas por condugdo e os substratos soélidos
apresentam baixa condutividade térmica, tornando o processo caro quando se opera
em escala comercial, necessitando de equipamentos grandes e que apresentam
elevada fragdo de vazios, e n&o possibilitam um controle adequado dos parametros
de processo (LONSANE, et al, 1992; PRABHAKAR et al., 2005; RAIMBAULT,
1998).

Reatores fermentativos semi-solido, operando em condigdes dinamicas
instrumentados, possibilitam um controle adequado dos parametros de processo,
apresenta facilidade de amostragem, diminuicdo da ocupagao espacial na ampliagéo
de escala e podem ser utilizado para produgdo de diferentes metabdlitos de
interesse agroindustriais (LONSANE, et al., 1992; SERMANNI e TISO, 2008). Além
de favorecer a manutencao da temperatura e dissipagao do CO,, através da aeragao
forcada (RAGHAVARAO et al., 2003).

Na Figura 4.9 observou-se baixos valores de CO; no inicio do processo
fermentativo, até 24 h, uma vez que nos tempos iniciais da fermentacdo o micro-
organismo esta adaptando-se ao meio, mas nos tempos entre 48 e 96 h observam-
se a maior liberagdo de CO,. A maior concentragao foi de 3,5% entre 24 e 48 h de

fermentacao. A partir deste pico, ha decréscimo na quantidade de CO, liberado até
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192 h, onde permanece constante (0,5%) até o término do processo fermentativo,
mostrando que o fungo permanece respirando. O pico de produgédo nas condigdes
dindmicas (335 U/g) em 144 h que correspondeu a uma geragdo de
aproximadamente 1% de CO,. Os resultados mostram que a sintese da enzima em
maior concentragcdo ocorre apdés a maxima producdo de biomassa microbiana
(Figura 4.9). Villegas et al., (1993) observaram em seus estudos que a producao de
protease por A. niger em FSS foi fortemente relacionada com a atividade metabdlica

representada pelo total de CO, produzido durante a fermentacgéo.
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Figura 4.9 — Evolucdo de CO; durante a FSS nas condi¢des de umidade inicial do
substrato de 30%, vazao do ar de 12 mL/min e 100% de umidade relativa do ar, em

condicdes dinamica a 20 °C.
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4.4 Estudo da influéncia do pH na extragao e na atividade da protease

Nas Figuras 10A e 10B estdo representados os valores da atividade de
protease nos diferentes pH do tampao de extragcdo da enzima do meio fermentado
(Figura 10A) e do tampao diluente da azocaseina (substrato utilizado na metodologia

de determinacao da atividade proteolitica) (Figura 10B).

Foi possivel obter uma elevada recuperacédo da protease produzida em todos
os valores de pH do tamp&o de extragao avaliados, com a excegao do pH 4,0
(Figura 10A). A melhor recuperagao (354,3 U/g) foi obtida utilizando tampé&o fosfato
de sodio em pH 7,0. Ikasari e Mitchell (1996), também observaram uma maior
recuperacao da protease produzida por Rhizopus oligosporus por FSS no farelo de
arroz, quando o pH da solugdo de extragao foi aumentado, atingindo uma atividade

maxima em pH 7.

A atividade enzimatica é fortemente influenciado pelo pH, uma vez que os
sitios ativos das enzimas sdo muitas vezes compostos por grupos iénicos, cuja
conformacao deve ser mantida, para permitir com sucesso a ligagdo com o substrato

e, portanto, permitir a reagcédo ocorra (SEGEL, 1993).

O substrato geralmente possui um ou mais grupos idnicos que se podem ligar
preferencialmente a enzima. A influéncia do pH sobre a atividade de protease foi
avaliado através de ensaios de atividade entre pH 4,0-8,0 (Figura 10B). A atividade
proteolitica maxima (371 U/g) ocorreu no pH 7,0, caracterizando a enzima produzida
como uma protease neutra. De acordo com Rao et al., (1998), o fungo A. oryzae
produz proteases acidas, neutras e alcalinas. Proteases acidas fungicas tém um pH
otimo entre 4 e 4,5. Proteases neutras fungicas sdo mais ativos em pH 7.0, e dada a
atividade peptidase acompanhante e sua capacidade especifica para hidrolisar as
ligacbes de aminoacidos hidrofébicos, podem complementar a agdo da planta,
animal e proteases bacterianas na reducdo do sabor amargo dos alimentos
hidrolisados proteicos.
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Figura 10 — Efeito do pH na extragao e determinacao da atividade de protease.

A grande diversidade de enzimas produzidas por fermentagdo em estado
solido é extensamente relatada na literatura, entre as quais pode-se mencionar
proteases acidas, alcalinas e neutras. Vishwanatha, Rao e Singh (2010), realizaram
um estudo da estabilidade de uma protease produzida por A. oryzae MTCC 5341 e
verificaram que a enzima manteve-se estavel numa faixa de pH entre 2,5 - 6,5, com

atividade maxima nos pH entre 3,0 e 4,0. Seong et al., (2004) relataram que a
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atividade maxima observada para a produgdo de proteases por Streptomyces
tendae ocorreu em pH 6,0, mantendo-se estavel numa faixa de 4,0-9,0. lkasari e
Mitchell (1996) avaliaram o efeito do pH da analise da atividade de uma protease
produzida por Rhizopus oligosporus no intervalo entre 1,5 e 11 e observaram que a

enzima apresenta atividade em pH entre 1,5 e 5,0, com atividade maxima a pH 2,0.

Os dados relatados na literatura sdo consistentes com os resultados obtidos
no presente trabalho, especialmente no que diz respeito a estabilidade de protease
em relagdo ao pH. Todos os resultados mostraram enzimas agindo na faixa de pH

acido, alcalino ou neutro.

4.5 Determinagoes de massa molar do extrato enzimatico proteolitico

Com o intuito de determinar da massa molecular da protease presente no
extrato enzimatico de A. oryzae CCBP 001, utilizou-se uma técnica simples de
purificacdo parcial, composta de precipitagdo com sulfato de amdnio em diferentes
concentragdes, dialise e liofilizagdo. Apds a obtengcao do material liofilizado, realizou-

se a zimografia e eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE.
4.5.1 Zimografia

Uma analise através de zimograma deste extrato enzimatico foi realizada
mostrando a existéncia de inumeras bandas com atividade proteolitica quando
coradas com azul de Coomasie-R250 (Figura 4.11). Uma elevada atividade
proteolitica foi observada na regido com massa molecular acima de 31 kDa ,
sugerindo a existéncia de inumeras proteases nesta regido. Foram também
observadas 2 bandas bem definidas abaixo de 31 KDa, quando utilizou-se maior
concentragdo do material (30 pL), indicando que existem no minimo 3 proteases

diferentes no extrato enzimatico avaliado.
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Figura 4.11 — Analise zimograma de gelatina feita por electroforese em gel SDS-
PAGE em extrato bruto de A. oryzae CCBP 001 liofilizados. Condigbes
experimentais: 15% (m/v) de poliacrilamida, pH 8,8, 0,1% (m/v) de dodecil sulfato de
sédio, na presenga de gelatina; volumes de 2, 4, 6, 8, 10, 20 e 30 yL. Os padrdes de
massa molecular (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) foram miosina (200,0 kDa), (-
galactosidase (116,2 kDa), fosforilase b (97,4 kDa), albumina sérica bovina (66,2
kDa), ovalbumina (45,0 kDa), anidrase carbonica (31,0 kDa), inibidor de tripsina
(21,5 kDa), lisozima (15,5 kDa) e aprotinina (6,5 kDa).

De acordo com Vishwanatha et al., (2009), o A. oryzae possui uma extensa
série de genes hidroliticos, incluindo 135 genes que codificam protease alcalina,
acida e neutra. Esta grande diversidade de genes, adicionado ao fato de as
variagbes na glicosilagdo podem ocorrer dependendo das condigdes de cultivo,
fornece uma explicacdo para a presenca de diferentes proteases observados na

analise zimograma.

Outras espécies de Aspergillus tem mostrado comportamento similar, com
predominancia das proteases com peso molecular acima de 31 KDa, como A.
nidulans apresentando peso molecular de 42 kDa (CHARLES et al., 2008), A.
clavatus, com 35 kDa (TREMACOLDI et al., 2007), A. terreus, com 37 kDa
(CHAKRABARTI et al., 2000), A. fumigatus, com 124 kDa (WANG et al., 2005) e de
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33 kDa (MONOD et al.,1991). Sendo, também observados proteases em Aspergillus
com peso molecular abaixo de 31 kDa, como o fungo A. parasiticus com 23 kDa
(TUNGA et al., 2003).

4.5.2 Determinagcdao da massa molar da protease produzida por Aspergillus

oryzae

Eletroforese em gel desnaturante € uma ferramenta muito utilizada para
caracterizagao de componentes protéicos e detecgdo de proteinas apds separagao
do polipeptideo desnaturado. A Figura 4.12 mostra o perfil eletroforético do extrato
enzimatico liofilizado bruto e as condi¢gdes de saturacdo com sulfato de aménio de
20, 40, 60, 80 e 100%. Procedeu-se a separacao das bandas de proteinas em SDS-
PAGE (15%) da amostra bruta e as diferentes amostras em condigdes de saturagao
apo6s a corrida, ambas coradas com azul de Comassie (Figura 4.12 A) e nitrato de
prata (Figura 4.12 B) que possibilitou a obtencdo de até 4 bandas visiveis, com
pesos moleculares que variaram entre 31 e 116,2 kDa (Figura 4.12 B). Destas
bandas, 3 estdo fortemente coradas em corante Comassie (Figura 4.12 A) e 1
apresentam baixa intensidade, na condi¢cao de 60% de saturagao. A coloragdo com
nitrato de prata possibilitou a visualizagdo de todas as bandas com maior
intensidade. Esta diferenca entre os métodos de coloragdo era esperada devido a
maior sensibilidade da coloracdo com nitrato de prata que € capaz de detectar de
0,1 a 1,0 ng de proteina, enquanto a sensibilidade do azul de Coomassie € de 100
ng de proteinas (PATTON, 2002).

Dentre as condi¢cdes de saturagdo avaliada e o extrato bruto, a condi¢ao que
apresentou maior atividade de protease foi a de 60% de saturagdo, onde obtendo
3085,1 U, o que mostra a uma maior concentragdo das proteinas pelo método de

precipitacdo com sulfato de aménio nesta condigéo.
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Figura 4.12 — Analise de SDS-PAGE de extrato de protease precipitados do com
sulfato de amoénio, dialisados e liofilizados, volume de 80 uL. *PM (peso molecular),
0 (extrato bruto) e 20, 40, 60, 80, 100% (fragdes proteicas do extrato enzimatico
saturadas com diferentes concentragdes de sulfato de aménio), corado com azul de

Comassie (A) e nitrato de prata (B).
4.6 Determinacgao da atividade de coagulagao do leite pelo extrato enzimatico

Os extratos enzimaticos liofilizados obtidos do cultivo do fungo Aspergillus
oryzae CCBP 001 nas condi¢des de 40, 60, 80 e 100% de saturagdo com sulfato de
aménio e o extrato bruto apresentaram atividade coagulante no leite quando
submetidos ao teste de Berridge (1952). Porém, a amostra com 20% de saturagéo
nao apresentou coagulagao, durante 5 horas de incubagao.

A Tabela 4.7 apresenta os resultados do tempo de coagulagao, a atividade de
protease e atividade especifica da enzima, nas diferentes amostras. A coagulagao
com o extrato bruto ocorreu apds 150 minutos de incubag¢do, comprovando a
atividade do extrato sobre as proteinas do leite. O tempo de coagulagao decresceu
de 25 para 5 minutos a partir da condicdo de saturagcdo de 40 a 80% o que
comprova a concentragdo da enzima pelo processo de precipitacdo com sulfato de
amonio. Na amostra com 100% de saturagdo, o tempo de coagulagdo subiu para 10
minutos, apresentando uma atividade de protease de 2942,2 U e proteina total de

86,4 mg, quando comparado com 80%.
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Tabela 4.7 - Atividade coagulante no leite do extrato enzimatico bruto e das fragbes
obtidas na precipitacdo com sulfato de aménio

Tempo de Atividade Atividade

Proteina
Amostra coagulagao total de especifica

. . total (mg)

do leite (min) protease (U) (U/mg)

Extrato bruto 150 431,1+0,01 173,3+0,01 2,5+0,05
20% de saturagao - 706,3 £ 0,01 17,6 £ 0,01 40,2 £ 0,03
40% de saturacao 25 1917,3+0,01 167,8 £0,02 11,4 £ 0,03
60% de saturagao 5 3085,1 £ 0,04 148,6 +0,03 20,8 £ 0,01
80% de saturagao 5 3101,2+0,08 119,9+0,01 25,9+ 0,01
100% de saturacgéao 10 29422 + 01 86,4 £ 0,08 34,1+ 0,01

Muitas proteases extracelulares de origem microbiana atuam de forma
semelhante a quimosina na sua capacidade para clivar os macro peptideos caseino
da k-caseina, o que desencadeia a desestabilizacdo das micelas da caseina. Este
mecanismo induz a coagulagdo do leite e pode, portanto, ser utilizado na produg¢ao
de queijo (JACOB et al., 2011).

Estes resultados demonstraram que o extrato proteolitico de A. oryzae CCBP
001 tem a capacidade de coagulagcdo do leite, embora sejam necessarios mais
estudos sobre a qualidade da enzima e do produto formado, a fim de confirmar a sua

utilidade na industria de lacticinios.
4.7 Secagem do extrato enzimatico

Com o objetivo de retirar a umidade e concentrar o extrato enzimatico
proteolitico extraido apds o processo fermentativo, realizou a secagem do extrato
em “spray dryer” para proteger a enzima da desnaturagao que pode ocorre durante o
processo de secagem e manter a atividade enzimatica do extrato enzimatico seco
por atomizagdo, realizou-se inicialmente uma etapa de secagem utilizando
adjuvantes: glicose, maltodextrina DE 5 e carboximetilcelulose, avaliados
individualmente e posteriormente realizou-se um planejamento experimental para

avaliar a interagdo em diferentes concentragdes destes adjuvantes.
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Os parametros de secagem, tais como, a temperatura de entrada do ar na
camara de secagem (110 °C), vaz&o de ar comprimido para a atomizagao (742 L/h),
taxa de aspiracado (90%) e vazédo de alimentacdo da suspensado (0,1 L/h) foram
determinados de acordo como as melhores condi¢des de secagem realizadas por
Namaldi, Calik e Uludag (2006) na secagem da enzima protease alcalina serina. As

concentragdes dos adjuvantes glicose e maltodextrina, também foram observadas.
4.7.1 Testes iniciais de secagem

Inicialmente foi avaliada a necessidade do uso de adjuvante na secagem por
“spray dryer’ do extrato enzimatico de protease, através de um experimento inicial,
sem adicao de adjuvante e comparou-se com os resultados obtidos com a adi¢ao de
1% (m/v) de glicose, 0,04% (m/v) de carboximetilcelulose (CMC) ou 0,5% (m/v) de
maltodextrina DE 5, adicionados individualmente. Avaliou-se a atividade de protease
logo apos o término do processo de secagem (zero hora de secagem), 2 e 4 dias
apo6s a secagem de acordo com os resultados apresentados na Tabela 4.8.

Em todos os experimento de secagem foi possivel recolher o pd seco no
coletor ao final do processo, no experimento controle (sem adicdo de adjuvante)
uma parte do material injetado ficou aderido as paredes do ciclone e apresentou
facilidade de absor¢édo da umidade do ar. J& os experimentos com adicédo de
adjuvantes foi possivel recolher um material em p6 no coletor com mais facilidade,
sem aderéncia nas paredes do coletor. O experimento controle apresentou atividade
de protease em 0 h de aproximadamente 1300 U/g, nos ensaios utilizando CMC e
glicose a atividade foi de aproximadamente 1700 U/g e quando utilizou-se a
maltodextrina DE 5 com adjuvante a atividade proteolitica foi de 1932 U/g.

O material seco foi armazenado a temperatura ambiente (~28°C) em
recipiente de vidro, apds 4 dias de secagem o experimento sem adi¢ao de adjuvante
apresentou-se totalmente aderido as paredes do recipiente e apresentou uma perda
de atividade de 22% comparada a atividade inicial. Nos experimentos utilizando
adjuvantes os mesmos apresentaram facilidade de manuseio do p6 durante a coleta
da amostra para determinagao da atividade proteolitica. Os experimentos secos com
adicdo de glicose, carboximetilcelulose e maltodextrina DE 5 apresentaram uma

perda de atividade de 15, 23 e 9,3% apds 4 dias da secagem, respectivamente.
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Estes resultados apontam a necessidade do uso de adjuvantes durante o processo
de secagem.

Tabela 4.8 — Avaliagéo preliminar das condigbes de secagem do extrato enzimatico
proteolitico sem adi¢cado de adjuvante (controle), com adicdo de 1% (m/v) de glicose,

0,04% (m/v) de Carboximetilcelulose e 0,5% (m/v) de maltodextrina DE 5

Adjuvantes de secagem

Tempo (h) Controle
Glicose Cmc Maltodextrina
0 1302,71+0,01 1736,88+0,01 1787,29+0,02 1936,04+0,01
2 1192,08+0,01 1696,25+0,01 1501,04+0.01 1767,71+0,01
4 1007,5+0,02 1466,46+0,03  1359,79+0,01 1756,25+0,05

4.7.2 Planejamento experimental

A Tabela 4.9 apresenta os resultados do estudo onde utilizou-se um
planejamento fatorial e avaliou-se o efeito e a significAncia de 3 variaveis
independentes: glicose (%), maltodextrina (%) e carboximetilcelulose (%) com os
ensaios experimentais. A fim de avaliar o efeito do processo de secagem na
atividade da enzima, a atividade de protease foi determinada logo apds a obtencéo
do po (tempo de 0 h) de secagem do extrato enzimatico. A maior atividade de
protease foi observada no ensaio 5 (1388,25 U/g), onde o extrato enzimatico foi seco
com adicdo de 0,4% de glicose e maltodextrina DE 5 e 0,08% de
carboximetilcelulose, a menor atividade proteolitica ocorreu quando utilizou-se 1,6%
de glicose, 0,4% de maltodextrina DE 5 e 0,02% de CMC (ensaio 2) apresentando
372,9 U/g.
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Tabela 4.9 - Planejamento fatorial 2° com atividade da protease determinada no

tempo de zero hora de estocagem do extrato enzimatico seco (U/Q)

Ensaios Glicose Maltodextrina cMmcC* Atividade de protease (U/g)

1 -1(0,4) -1(0,4) -1(0,02) 895,83 + 0,002
2 1(1,6) -1(0,4) -1(0,02) 372,92 + 0,04
3 -1(0,4) 1(1,6) -1(0,02) 1044,83 + 0,06
4 1(1,6) 1(1,6) -1(0,02) 918,83 £ 0,1

5 -1(0,4) -1(0,4) 1(0,08) 1388,25 + 0,05
6 1(1,6) -1(0,4) 1(0,08) 838,92 + 0,1

7 -1(0,4) 1(1,6) 1(0,08) 1133,25 + 0,31
8 1(1,6) 1(1,6) 1(0,08) 844,17 + 0,05
9 0(1,0) 0(1,0) 0(0,05) 864,67 + 0,08
10 0(1,0) 0(1,0) 0(0,05) 880,17 + 0,012
11 0(1,0) 0(1,0) 0(0,05) 830,83 + 0,05

*CMC (carboximetilcelulose)

De acordo com analise estatistica, todas as trés variaveis analisadas, bem
como o termo relacionado com a sua interagdo mostrou uma significancia estatistica,
dentro de um limite de confiangca de 95% sobre a atividade de protease, exceto a
variavel maltodextrina e o termo relacionado com a interagdo entre a glicose com

carboximetilcelulose (Tabela 4.10).
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Tabela 4.10 — Coeficientes de regressao estimados, erro padréao, teste t-Student e p

valor para atividade proteolitica apés secagem utilizando planejamento fatorial 23

completo.
Coeficientes
Fatores de Erro padrao t(3) p valor
Regressao
Média 910,24 19,03 47,16 0,000021
Glicose - X4 -185,92 22,63 -8,21 0,0037
Maltodextrina - X3 55,65 22,63 2,45 0,090
Carboximetilcelulose - X3 121,52 22,63 5,36 0,012
X% X 82,15 22,63 3,62 0,014
X1 % X3 -23,69 22,63 -1,05 0,37
Xa x X3 -118,08 22,63 -5,21 0,013

Nivel de confianga = 95%; p-valor < 0,05

Em relacdo as variaveis avaliadas, tanto a adicdo da maltodextrina DE 5 e
carboximetilcelulose como adjuvante mostraram um efeito positivo, enquanto que a
adicao de glicose mostrou um efeito negativo sobre a atividade de protease. O efeito
positivo dos fatores significa que um aumento em um dos fatores avaliados vai
favorecer a atividade de enzima, enquanto que a interacdo significa que estes
efeitos ndo podem ser interpretados separadamente, isto €, o efeito destes fatores
nao pode ser explicado pela soma dos efeitos individuais. As interagdes entre a
glicose e maltodextrina, maltodextrina e carboximetilcelulose resultaram em um
efeito positivo, o que indica que quando utiliza-se uma maior concentragao glicose é
necessario aumentar a concentragao de maltodextrina, o mesmo ocorreu para uma
maior concentracdo de maltodextrina € necessario aumentar a concentragao de
carboximetilcelulose, a fim de obter uma atividade mais elevada de protease. O
efeito da interagdo entre a concentragcao de glicose e carboximetilcelulose e das 3
variaveis simultaneamente foi negativa e nao significativo, apesar de cada efeito

separado ter sido positivo (Figura 4.13).
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(1)Glicose (%) } -8,695714

(3)Carboximetilcelulose (%) | 5,683786

2by3 | -5,52301

1by2 | 3,842134

(2)Maltodextrina (%) | 2,602673

1by3 -1,10791

p=,05

Figura 4.13 — Diagrama de Pareto com efeito das variaveis glicose (Xy),

maltodextrina (Xz) e CMC (X3) e suas interagbes sobre a produgao de protease.

A ANOVA (Tabela 4.11) indica que a regressao foi significativa, visto que o F
calculado foi 5,6 vezes maior que o F tabelado, resultando em alta significancia
(p<0,001). O coeficiente de multipla correlagado foi de 0,97, ou seja, o modelo é
capaz de explicar 97% das variagdes das respostas, podendo ser utilizado para
prever as respostas de atividade proteolitica nas condi¢gdes de processo avaliadas.
Porém a falta de ajuste foi significativo, indicando que o modelo n&o € linear para a

secagem do extrato enzimatico.

Tabela 4.11 — Analise de variancia para atividade proteolitica do planejamento
experimental fatorial 2°

Fator Soma dos (_Eraus de Quagr_ados F calculado
quadrados liberdade médios
Regresséo 584.963,1 5 116.992,6 30,56
Residuo 19.116,5 5 3.823,296
Falta de ajuste 17843,57 3 5947.,9 9,34
Erro puro 1272,9 2 636,5
Total 604.079,6 10

R? = 97%, F (0,05; 5,5) = 5,05, p valor = 0,0009
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De acordo com a literatura, pode-se dizer que a utilizacdo de carboidratos na
estabilizacdo de proteinas possa protegé-las devido a formacdo de ligagbes de
hidrogénio com o produto seco servindo como um substituinte da agua quando a
hidratagcdo da proteina € removida (CARPENTER e CROWE, 1984; NAMALDI,
CALIK e ULUDAG, 2006; SILVA, 2010).

O mecanismo de protegao proteica por diversos adjuvantes estar relacionada
com a formacéo vitrea no estado sélido, outro efeito da adicdo de adjuvantes é o
efeito de “diluicdo”, o qual vai reduzir a possibilidade das moléculas proteicas
interagirem umas com as outras formando aglomerado, agdo que pode ocorrer
também no estado sélido. Uma das principais fungdes da maltodextrina € fortalecer
a matriz vitrea e melhorar a estabilidade do p6 (NAMALDI, CALIK e ULUDAG, 2006).

4.7.3 Estudo da estocagem do extrato proteolitico seco por atomizagao

A umidade e Aw do extrato enzimatico seco obtido por atomizagao utilizando
diferentes ensaios experimentais foi determinada em 0 h de estocagem. Os valores
de umidade apresentaram-se entre 13 a 16% e Aw entre 0,189 e 0,388 de acordo
com a Tabela 4.12. Baixo teor de umidade e agua livre sao fatores importantes para

um maior periodo de estocagem do extrato enzimatico seco.

A variacdo de umidade determinas logo apds a retirado do extrato seco do
spray dryer nos 11 ensaios, ndo apresentaram diferencga significativa pelo teste de
Tukey, exceto o ensaio 2 quando a concentracdo dos adjuvantes foram: glicose
(1,6%), maltodextrina (0,4%) e Cmc (0,02%). J& a Aw nos onze experimentos

apresentaram diferencga significativa pelo teste de Tukey.
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Tabela 4.12 - Valores de umidade e Aw no tempo de Oh de secagem do extrato

enzimatico dos ensaios do planejamento fatorial 2°

Ensaios Umidade (%) AW
1 13,70° + 0,69 0,388 + 0,001
2 14,70° + 0,26 0,372 + 0,003
3 13,47% + 0,96 0,271% + 0,061
4 14,882 + 0,21 0,312%° + 0,003
5 16,06% + 0,28 0,277°°Y + 0,005
6 15,222 + 0,12 0,343%°+ 0,019
7 13,84 + 1,50 0,302%°? + 0,038
8 13,387 + 0,69 0,210° + 0,005
9 14,47° + 0,61 0,189 + 2,20
10 15,582 + 0,38 0,376 + 2,41
11 15,742 + 0,07 0,2912° + 2,67

*médias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey

A Tabela 4.13 mostra os resultados da atividade de protease residual durante
a etapa de estocagem do extrato enzimatico seco por atomizacao utilizando glicose,
maltodextrina DE 5 e carboximetilcelulose como adjuvante durante 90 dias a
temperatura ambiente (~28°C). Todos os ensaios apresentaram a atividade apds 90
dias de estocagem, os ensaios no ponto central (ensaios 9, 10 e 11) apresentaram
os menores valores de atividade residual, sendo os ensaios 1 e 2 0s que
apresentaram maior atividade ap6s 90 dias de estocagem.

Dentre as combinagdes, o extrato enzimatico adicionado do adjuvante
maltodextrina DE 5 na concentracéo 0,4% (m/v), glicose na concentracao 0,4% (m/v)
e 0,08% (m/v) de carboximetilcelulose, resultou em um pd com maior teor de
umidade de 16,06% e atividade de agua 0,278.

O extrato enzimatico seco sem a adicdo de adjuvantes e nas mesmas
condicbes operagbes dos ensaios experimentais do planejamento apresentou
atividade de 1242 U/g no tempo de 0 h de secagem, a correlagéo entre o ensaio que
apresentou maior atividade de protease do planejamento (ensaio 5) com o extrato
enzimatico seco sem adicdo de adjuvantes, o ensaio 5 apresentou uma atividade

relativa de 111, 2% no tempo Oh de secagem. O ensaio 5 (0,4% (m/v) de glicose e
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maltodextrina DE 5, 0,08% (m/v) de carboximetilcelulose) apresentou a melhor
condigdes para concentracdo da enzima pelo processo de secagem e eficiéncia no
processo de estocagem, onde apods 90 dias de estocagem apresentou atividade
relativa de 23,5%. O concentracéo de adjuvantes no ensaio 5 foram determinante
para a eficiéncia do método de secagem, uma vez que a umidade no tempo 0 h de
secagem nao difere estatisticamente dos demais ensaios, exceto do ensaio 2.

A melhor condicdo de secagem do extrato enzimatico ocorreu no ensaio 7,
quando utilizou-se a menor concentracdo de glicose (0,04%) e maiores
concentragbes de maltodextrina (1,6%) e carboximetilcelulose (0,08%). Nestas
condigbes de secagem foi possivel observar uma maior retengdo da atividade de
protease e manutencéo desta durante os 90 dias de estocagem, apresentando uma
atividade residual de 49,48%.
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Tabela 4.13 - Atividade de protease no tempo de 0 hora e atividade residual (%) dos extratos secos por atomizagdo durante 90

dias de estocagem a 28 °C

Ensaios Atividade (U/g)

Tempo de estocagem

Atividade residual (%)

Oh 2 dias 4 dias 8 dias 18 dias 30 dias 60 dias 90 dias
1 895,8 + 0,001 | 93,21+0,09 91,37 +0,01 90,54+ 0,003 75,17+0,03 57,18+0,01 57,11 +0,05 51,77 £ 0,07
2 372,9+0,003 |1100,0+0,05 99,15+0,01 98,75+0,01 89,75+0,01 83,80+0,16 78,15+0,12 71,37 £0,05
3 1044,8 + 0,06 |71,10+0,05 65,15+0,01 65,71+0,01 64,73+0,01 63,57+0,05 63,65+0,04 31,5%0,01
4 918,8 + 0,003 |78,61+0,01 76,37+£0,05 7529+0,03 74,21+0,01 69,83+0,03 69,65+0,04 34,91+0,01
5 1388,3 + 0,005 | 83,06 +0,07 78,77 +0,12 69,88+0,01 69,15+0,003 68,86 + 0,01 65,37 +0,01 23,53 +£0,03
6 838,9+0,01 |9392+0,12 84,36 +0,06 83,57+0,01 76,25+0,01 7599+0,07 71,62+0,01 33,97 £0,01
7 1133,3+0,03 |85,38+0,06 80,61+0,01 77,28+0,01 71,78+0,01 68,24+0,05 57,29+0,05 49,48 +0,04
8 844,6 + 0,005 |99,66+0,01 87,49+0,001 86,34+0,01 86,08+0,03 850+0,05 62,30+0,12 20,92+0,18
9 864,7+0,01 [99,70+0,01 85,04 +0,003 84,65+0,08 84,04+0,01 83,27+0,01 82,31+0,01 31,6%0,07
10 880,2+0,01 |92,00+0,08 82,52+0,06 8253+0,07 82,18+0,01 80,76+0,03 78,39+0,01 6,58+0,05
11 830,8+0,05 |95,40+0,07 83,99+0,12 83,53+0,05 81,75+0,01 79,74+0,01 66,26 +0,05 15,94 +0,05
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Capitulo 5 — Conclusoes e Sugestoes

5. CONCLUSOES E SUGESTOES
5.1 Conclusoes

Nesta estudo foram determinados os parametros operacionais da produgao
de protease por Aspergillus oryzae CCBP 001 em condicbes dinadmicas e
comparados com o processo estatico e a avaliacdo da atividade das proteases

produzida.

Na otimiza¢ao da produgéo de proteases de A. oryzae CCBP 001 por FSS foi
organizado em etapas experimentais visando a maior produgao proteolitica, cujas

conclusodes diante dos resultados obtidos foram:

A torta de canola foi selecionada como substrato para producao de protease
por FSS, onde esta apresentou uma produgédo 33% superior aos demais substratos
testados. A maior atividade de protease utilizando a torta de canola como substrato
foi na temperatura de 20 °C e sem a necessidade de tratamento inicial ou
suplementacéo de nutrientes.

No estudo das condi¢cbes operacionais para producédo de protease em reator
de colunas instrumentado, a umidade do substrato inicial foi um parametro relevante
para alcancar maiores atividade de protease. Os valores de atividade proteolitica
foram superiores em condicbes estaticas, quando comparado com o sistema
dinamico. Porém, a fermentagdo em condicbes estaticas apresenta desvantagem no
escalonamento e monitoramento durante o processo.

A secagem por atomizagdo do extrato enzimatico proteolitico possibilitou
concentrar e estocar a enzima. A utilizacdo de glicose, maltodextrina e
carboximetilcelulose como adjuvantes se mostraram eficientes com relagdo a
manutengdo da atividade de protease durante o processo de secagem utilizando
“spray dryer”, onde foi possivel obter um produto seco com baixos valores de
umidade e Aw, importante para o processo de estocagem do extrato enzimatico.

Na purificacdo parcial e avaliagdo da atividade do extrato enzimatico, foi
possivel avaliar a eficiéncia do processo de precipitacdo com sulfato de aménio,
onde este foi capaz de purificar parcial do extrato enzimatico. E através do perfil
eletroforético do extrato enzimatico bruto e em diferentes condi¢cbes de saturagao é

possivel afirmar que o extrato enzimatico proteolitico produzido possui atividade
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sobre as proteinas do leite, que a protease apresenta atividade utilizando a gelatina
com substrato.

Os resultados obtidos na etapa de variagédo do pH de extragdo da enzima e
do pH de determinacdo da atividade, verificou-se que o extrato enzimatico
proteolitica apresentava valores de atividade de protease em todas as faixas de pH
estudas, podendo haver a existéncias de mais de uma protease no extrato. Através
dos resultados da zimografia € possivel concluir existem pelo menos 3 proteases no
extrato enzimatico de A. oryzae CCBP 001 utilizando a torta de canola com

substrato para a FSS.
5.2 Sugestoes

Os resultados deste trabalho podem servir como guia para o desenvolvimento

de novas pesquisas que possam:

e Avaliar a producdo do extrato enzimatico em diferentes reatores em
condicdes dinamicas.

e Utilizacdo de colunas de maior didametro para minimizar os problemas que
a aeragao possa causar na forma de micélio do fungo.

o Comparar diferentes métodos de concentragao do extrato enzimatico.

o Realizar zimografia em baixas concentragbes de protease de A. oryzae
CCBP 001 para identificacao individual das bandas das proteinas.

o Realizar um perfil cromatografico das proteases de A. oryzae CCBP 001.

° Testar formas de aplicagdo do extrato enzimatico bruto de A. oryzae
CCBP 001.

o Utilizagdo de ferramentas de modelagem e simulagdo a serem
executadas com base nos resultados do presente estudo.

o Realizar estudo de reutilizagdo do residuo final do processo FSS em
posteriores processo fermentativo semi-salido.

° Melhorar as condi¢cdes de obtencéo do p6 por atomizagao.
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ANEXOS

ANEXOS

ANEXO A - Composigao dos meios de cultura

1. Agar Batata Dextrose (HiMedia)

Tabela 7.1 — Ingredientes do meio Agar Batata Dextrose

Ingredientes g/L

Infusdo de batatas 200,00
Dextrose 20,00
Agar 15,00

pH final (a 25°C): 5,6 £ 0,2

2. Meio de farelo de trigo

Constituido por 10,0 g de farelo de trigo, 4 mL de uma solugéo 1,7% (m/v)
NaHPO4 e 2,0% (m/v) de (NH4)ZSO4_
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ANEXOS

ANEXO B - Curva padrao Método Lowry

Preparo de solugdes para curva padrao de proteina (Lowry, 1951), as

concentragdes das solugdes estdo apresentadas na Tabela 7.2.

Tabela 7.2 — Concentragdes das solugdes para obtencao da curva padrao de
proteina

Solugao mae (BSA) Concentragao final

) Agua(:inel_s)tilada (mg/L)
10 90 10
20 80 20
30 70 30
40 60 40
50 50 50
60 40 60
70 30 70
80 20 80
90 10 90
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