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RESUMO

Foram examinadas vinte linhagens de fungos (dez ja
cadastradas e dez isoladas da natureza) com o intuito de se ob-
ter a que produzisse um extrato enzimdtico proteolitico de me-
lhor atuagdo em meio 4cido através de uma fermentaglo semi-s6-
lida, wverificando-se que Aspergillus awamori NRRL 3112 produz
alta atividade enzimatica em pH 4cido ao ser comparado 3s de-

mais linhagens.

A produgdo do extrato bruto extracelular foi obtida
em erlenmesers de 250 mL, a 37°C, utilizando-se 2,0g de farinha
de soja enriquecida com 10% de sacarose ou 5% de extrato de le-
vedura, umedecida em solugfo-tamp3o acetato pH 7,9, a Proporgdo
de 1:1 (sé6lido/liquido). Nestas condigBess o extrato enzimitico

é obtido em 32 horas.

Este extrato enzimdtico apresenta uma atividade maxi-
ma a pH 3 e a 50°C, uma estabilidade térmica entre 20 a 68°C
guando incubado por 1@ horas a essas temperaturas; e uma esta-

bilidade entre os pH 2 e 8.

Apresentaram pequena redugdo na atividade enzimidtica
os lons calcio, zincos ferro e litio, enquanto que os ions mag-
nésios, bario, cobres manganés e potassio, além de EDTA, mostra-

ram ter uma influéncia positiva na atividade da enzima.



Twenty strains of molds were examined in order to
obtain the one that produces proteolytic enzymatic extract of
better performance in acid medium from a semi-solid
fermentation. Aspergillus awamori NRRL 3112 produced high

enzymatic activity compared with other strains.

The extracelular raw extract production was obtained
in 25¢ wmL erlenmeyers, at 37°C, with 2,09 of soybean flour
enriched with 10% of sucrose or 5% of yeast extract, moistened
with buffer acetate solution pH 7.9 at rate of 1:1 (w/v). Under
these conditionss; the enzymatic extract is obtained in 32

hours.

The enzymatic extract presents the highest activity
at pH 3 and at Se°c, a thermic stability between 2@ and 6e°c,
when incubated during 1@ hours, and a pH stability between 2

and 8.

Ions calcium, Zinc, lithium and iron presented a
little reduction in the enzymatic activity whereas ions
magnesium, barium,; copper, potassium, manganese, besides EDTA,

proved to have a positive influence.
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1. INTRODUGHO

As enzimas desempenham,; nos dias de hojes um impor-
tante papel nas atividades industriais. Sua utilizag3o implica
em uma redugdo nos custos de produg3o, quer na otimizag3o dos
processos (aumento de rendimento e melhoria do produto), quer
na criagdo de novos produtos. Poréms embora haja diversas apli-
cagbes industriais jd desenvolvidass ainda ha um imenso poten-

cial a ser pesquisado.

0 amplo grupo denominado de enzimas proteoliticas
(também conhecido por proteases ou peptide hidrolases), o qual
pertence a classe das enzimas hidroliticas, se caracteriza pela
capacidade de hidrolisar ligag8es peptidicas existentes em uma
molécula de proteina, dando origem a peptideos menores e amino-

acidos.

Este grupo de enzimas é um dos mais importantes den-
tre as enzimas comercializadas e utilizadas pela inddstria
atualmente. Sua produ¢Zo abrange 59% do total mundial e, de um
mercado total de 400 milkh8es de ddlares comercializados em
1982, as enzimas proteoliticas (proteases e reninas) totaliza-

ram, somente elas, 215 milhdes de délares (66).



Ocorrendo em abundincia na natureza, as enzimas pro-
teoliticas podem ser obtidas a partir de origem animal, vegetal
ou microbiana. A produgf%o de enzimas microbianas ¢ atualmente,
salvo poucas exceg8ess; a mais utilizada industrialmente, pois

tem apresentado algumas excelentes vantagens em relag8o as

demais.

Para a obteng%o de uma enzima microbiana, deve-se
levar em conta que a mesma tenha aplicabilidade industrial,
seja obtida com baixo custo, altos rendimentos e em curto espa-
60 de tempo, preferencialmente extracelular e facilmente isola-

da do caldo fermentado.

Proteases 4cidas microbianas sdo fundamentalmente de
origem fdngicas possuindo Propriedades similares a pepsina ou a
reninas e que constituem um grupo que apresenta uma melhor ati-

vidade a pH baixos.

Para a produg%o dessas enzimas, podem ser utilizados
basicamente; dois tipos de Processos: a fermentaglo semi-sdli-
da, onde o microrganismo & inoculado em um meio sblido umede—A
cidos, em aus@ncia de agua livre e a fermentagdo submersa, onde

0 meio esta suspenso ou dissolvido em uma solugdo aquosa.



A fermentag3o0 em meio semi-sélido, utilizada ha muito
tempo na obteng3o de produtos de importancia comercials a par-
tir de substratos de baixo custo e disponiveiss vem sendo
empregada predominantemente em palises orientais. Este processo
apresenta, em relag3o ao processo submerso, tanto vantagens
operacionais como limitag8ess sendo necessarios estudos relati-

vos a utilizac3o de um ou outro método.

Uma sele¢830 adequada de substratos sblidos & de fun-
damental import8ncia para o sucesso de uma fermentag3o. Estes
substratos s30 constituidos basicamente de polimeros org8nicos
que se caracterizam pela insolubilidade em agua e pela capaci-
dade de promover o crescimento microbiano, mesmo sem a adigdo

de nutrientes suplementares.

Devido a pequena quantidade de dgua no meio e a inca-
pacidade de outros microrganismos penetrarem profundaménte no
tecido dos substratos sé6lidoss a classe microbiana mais comu-
mente utilizada no processo semi-sélido ¢ a dos fungos filamen-
tososs pois estesy; por sua vezs por intermédio do crescimento
de suas hifass tem certa facilidade em se fazer penetrar pelos

espagos inter e intracelular por meio mecanico e/ou enzimatico.

Por issos, a fermentag8o semi-sélida pode ser uma téc-
nica preferida para a produg3o de algumas enzimas de utilizaglo
industrial, principalmente de origem flngica, como é o caso das

proteases acidas.



Este estudo tem por objetivos:

- verificar a viabilidade de obtengdo de uma protease
4cidas; em meio semi-sblidos a partir de fungos que apresentem
uma produgi3o em curto espago de tempos de cardter extracelular

e de facil extragdo do caldo fermentados

- otimizar o processo em cultura semi-sélida a partir
da variagdo de parimetros essenciais a fermentagl3o, tais como
temperaturas pH inicial, concentragdo de inbculos teor de
umidade, tipo de substrato e influéncia da espessura da camada

de substratos

- Caracterizar a solugdo proteolitica fdngica acida
que apresente a melhor atividade enzimadtica ao final de todas
as etapas acima descritas, quanto a estabilidade térmica e de
pHs temperatura e pH b6timos da atuagS3o e influéncia de 1ions

metdlicos e agente quelante.



2. REVISHKO BIBLIOGRAFICA

2.1. ENZIMAS PROTEOLITICAS

2.1.1. CLASSIFICAGRO

2.1.1.1. Quanto a sua origem:

Ocorrendo em abunddncia na natureza,; as
enzimas proteoliticas de uso comercial podem ser obtidas a par-
tir de origem animal (pepsina, renina,; tripsina, quimotripsi-
na), vegetal (42) (papaina, bromelina, ficina) ou microbiana

(ftngicas, bacterianas) (89,91).

A produglo das enzimas microbianas apre-
centam como vantagens, em relag3o a de origem animal e vegetal,
a obteng3o do produto desejado em espagos relativamente reduzi-
doss um elevado nivel de produtividade e especificidades menor
tempo de produg3o, possibilidade de controle dos parémetros
btimos de produg3o, n3o dependéncia de condigdes climaticas e
utilizag%0 de residuos industriais e agricolas como substratos

(89).

2.1.1.2. Quanto ao pH 6timo de atuaglo

As proteases microbianas, de acordo com a
faixa de pH 6timo de atuag3o, podem ser divididas em alcalinas,

neutras e Acidas (7,20,38).



Amplamente obtidas a partir de fungos e
bactérias (principalmente do g&nero Bacillus), as proteases al-
calinas possuem peso molecular na faixa de 18000 a 34000, s3o
estaveis na faixa de pH entre 5 e 10, e apresentam a atuagdo
btima entre os pHs 9,5 e 10,5. Mostram poderosa agdo0 de estera-
ses tal qual a tripsina e a quimotripsina, s%o rapidamente ina-
tivadas a 65°C. S3o0 inibidas por DFP (Diisopropil fluorfosfato)
e n%o s3o inibidas pelo inibidor de tripsina da sojas agentes
quelantes e agentes sulfidrilas (20,38,40). Com aplicagBes na

indlstria de detergente e de alimentos, tem nas subtilisins ex-

tracelulares as enzimas mais largamente estudadas (20,40).

As proteases neutras tem o pH Otimo de a-
tuag3o entre 7,0 e 8,0 e s¥o sensiveis a agentes quelantes tais
como o EDTA (Acido etilenodiaminotetraacético) e a o-fenantro-
linas mas n¥o s¥%o inibidas por DFP ou agentes sulfidrilas. S&o
enzimas q&e contém zinco em sua estrutura molecular (um atomo-
grama de zinco para cada grama-mol de enzima (38)); o0 qual, se
for removido por didlise contra solug8es de agentes quelantes,
ocasionara a inativag8o da enzima, havendo uma reativagdo caso
haja a readig¢30 de zinco ou de outros ijons metalicos bivalentes
(20,38). 0O peso molecular situa-se na faixa entre 36000 a
45000. S30 as menos estaveis das proteases microbianas, esta-
bilidade esta que se situa na faixa de pH entre 6,0 e 9,0, de-
crescendo vrapidamente fora dela. Apresentam, de modo geral,
atividade maxima na faixa entre 45-50°C, sendo estaveis ate

45°C. Hidrolisam 1ligag8es que contenham principalmente aminoa-



cidos hidrofébicoss como a leucina e a fenilalanina (20). Os
principais microrganismos produtores s3o bacteérias do género
Bacillus (20,38,40) embora o fungo Aspergillus oryzae seja tam-—

bém um excelente produtor (38).

As proteases acidas sdo fundamentalmente
de origem fangica, possuindo propriedades similares a pepsina
ou 4 renina, e constituem um grupo que apresenta uma melhor a-
tividade a valores baixos de pH (entre 2 e 5). Hidrolisam uma
ampla faixa de ligagBes peptidicas, exibindo geralmente ativi-
dades endo e exo proteoliticas. S30 insensiveis  a reagentes
sulfidrilass agentes quelantes, metais pesados e ao DFP. A es-
tabilidade de atuag3o estd situada, na maior parte dos caso0S
pesquisadoss na faixa de pH entre 2 e 65 sendo rapidamente ina-
tivadas a pH de valores maiores, assim como a temperaturas su-
periores a 5@°C. Varias proteases Adcidas apresentams como ca-
racteristica comums a pequena quantidade de aminodcidos basicos
e baixos pontos iso-elétricos, sendo que O PesoO molecular medio
citua-se em torno de 35000 (20,38). Possuem uma interessante
capacidade de ativar o tripsinog@nio a um pH entre 3 e 4 (165
80). Os principais microrganismos utilizados s3o do género AsS-
pergillus (principalﬁente o grupo dos Aspergilli negros tais

como A.niger, A.awamori, OA.saitol e A.usamii) e Bhizopus (7).



2.1.1.3. Quanto ao mecanismo de atuagdo

Baseado neste mecanismo, ha quatro prin-
cipais grupos: as proteases serinass proteases thiol ou sulfi-
drilass proteases metalicas e proteases adcidas. As proteases
cserinas s%o mais ativas a valores de pH neutro e alcalino e sdo
inibidas por DFP; as proteases sulfidrilas tem um pH 6timo per-
to de 7,0 e s%o ativadas por agentes redutores, mas inibidas
por reagentes sulfidrilasj as proteases metalicas tem um pH o6~
timo de atividade na faixa neutra e alcalina e s%0 inibidas por
reagentes quelantes de metais tal como o EDTAs; as proteases
dcidas s30 mais ativas a baixos valores de pPH e s%o0 geralmente

censiveis ao Diazoacetil Norleucina Metilester (40, 92).

2.1.1.4. Quanto a formag3o de produtos

Outra classificagdo & feita a partir da

agdo da hidrélise enzimatica na molécula.

As proteinases s8o enzimas que hidrolisam
moléculas de proteinas formando peptideos de diferentes pesos
molecularess enquanto que as peptidases hidrolisam fragmentos
polipeptidicos em pequenos peptideos e aminoacidos (4:55,78).
Ds preparados enzimaticos microbianos sdo geralmente constitui-

dos destes dois tipos de enzimas (35).
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Segundo Nakadai et al (55), aminoacidos
livres s3o0 liberados por proteases acidas na prepara¢do de mi-
so. Em seus estudoss na soluglo enzimadtica, a proteinase acida
de Aspergillus oryzae ndo mostrou nenhuma atividade de carboxi-
peptidase nem de aminopeptidase, liberando uma infima quantida-
de de aminoaicidos. Porém, foi verificada a presenga de uma car-
boxipeptidase 4acida que era a responsavel pela liberagdo de

grandes quantidades de aminoacidos livres (55,58).

2.1.1.5. Quanto a atuag3o na cadeia protéica

Cada enzima proteolitica apresenta uma es-
pecificidade de atuag3o sobre determinado substratos dependendo
da composigdo e conformagdo deste, podendo ser divididas em

endo e exopeptidases.

As exoproteases produzem unidades de ami-
nodcidos através da hidrblise de ligag¥es peptidicas da proteli-
na a partir do final da cadeia molecular. As que atacam o final
carboxilico da molécula s%o0 denominadas carboxipeptidases e as

que atacam o final aminos aminopeptidases.

As endoproteases rompem ligagBes peptidi-
cass geralmente residuos especificoss no interior da cadeia
protéica formando peptideos e polipeptideos menores sem, porém,
formar um grande nlmero de unidades de aminoacidos no final da
reagao. A atuaglo destas enzimas & mais complexas estando sua
especificidade relacionada a natureza das ligagBes peptidicas

que ir3o atacar. A tripsina, por exemplos atua somente nas li-

i0



gayfies que contiverem residuos de lisina ou arginina. A protea-
ce bacteriana alcalina subtilisin rompe um maior ndmero de 1li-
gagdes, tendo por preferéncia residuos de aminoacidos hidrofo-

bicos ou aromaticos (61).

2.2. UTILIZAGKDO DAS ENZIMAS PROTEOLITICAS

0 desenvolvimento de pesquisas fundamentais e aplicag8es
industriais das enzimas proteoliticass; deveu-se principalmente
aos estudos relacionados com sua aplicag3o na produ¢3do de de-
tergentes. Outras importantes aplicag®es destas enzimas encon-
tram-se nas indGstrias de couross textil, quimica (na recupera-
¢3o0 da prata em filmes fotograficos usados e na desproteini-

zag3o da borracha); farmacéutica e alimenticia (20, 38).

As principais aplicagles das enzimas proteoliticas, na in-
ddstria de alimentos, est¥o relacionadas com sua utilizagdo: na
elaborag3o de molho de soja e outros alimentos fermentados ori-
entais3 na produg3o de biscoitos; na melhoria da consisténcia
da massa do P3o e redugl3o do tempo de misturaj no desenvolvi-
mento de corpo e sabors no auxilio da filtrag3o e na eliminagao
da turbidez na produglo de cerveja (20)35 como amaciante de car-
nes, na recuperagio das proteinas junto aos ossos e na hidroéli-
ce de codgulos de cangue (20,53,67); para diminuir a viscosida-
de da clara do ovo facilitando a filtraglo antes da desidrata-
¢305 em ajudar na preparag3o de alimentos e bebidas a2 base de
soja (leite de soja e hidrolisados protéicos), melhorando a so-

lubilidade de sua proteina (2,64); na hidrblise do material ge-
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latinoso protéico dos residuos de pescado na preparag3o de fa-
rinha de peixe e hidrolisado protéicos reduzindo a viscosidade
e facilitando sua concentragdo e desidratagfo, além de recupe-
rar 6leos e proteinas de partes n8o comestiveis (49,50,53); co-
mo auxiliar digestivo; como coalho na fabricag8o de queijoss
em melhorar as caracteristicas de manuseio de cereais; na con-
versdo de subprodutos e residuos industriais em rag3o animals
e para ajudar na preparagdo de sopas desidratadass carnes pro-

cessadas e alimentos para dietas especiais (20, 64).

As proteases microbianas com aplicagBes na indlUstria de a-
limentos s3o todas extracelulares; necessitando para a extraglo
do extrato enzimitico bruto em culturas semi-séblidas apenas um
processo de adigdo de solvente e filtrag¥o. Para meios de cul-

tura liquidos, sd0 necessarias as etapas de filtrag3o e concen-

tragdo do extrato obtido.

Além das enzimas proteoliticas (e geralmente s8o encontra-
das mais de\uma no caldo fermentado)s outras enzimas diversas
nem sempre desejaveis podem ser produzidas e, dependendo da
aplicagdo do produto fermentados; torna-se necessaria uma puri-

ficagdo adicional (7).

Em sua aplicaglo, a hidrdblise enzimadtica possibilita obter
melhores propriedades funcionais das proteinas dos alimentos
sem que haja uma perda em seu valor nutricional. E importante,
poréms o controle da reagS30 para se obter uma uniformidade na
qualidade dos produtos e para prevenir a formagdo de peptideos

que transmitam um sabor amargo aos alimentos (2).
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2.3. METODOLOGIA DE ANALISE DE ATIVIDADE PROTEOLITICA

2] aplicacﬁo de uma enzima proteolitica, assim como O de-
senvolvimento de novas aplicagdess est 30 relacionados com estu-
dos de uma matéria prima a ser modificadas ou sejas o0 quanto
pode ser modificadas como medir esta modificagl3o e qual a uti-

lizag30 do produto obtido.

Portantos a escolha de uma protease para uma determinada
aplicag30 deve levar em consideragio a especificidade dessa en-—
Zzimas O grau de hidrblise que se obtém com seu uso e 0S produ-—

tos finais que s3o obtidos (2,61).

A - intensidade de hidrélise de uma proteina depende da es-
pecificidade de atuagdo da enzima Proteolitica empregada e da
conformac3o protéica do substrato, pois nem toda a ligagdo pas-
civel de scer rompida pela enzima pode estar acessivel a ela.
Neste casos serd necessdrio um pré-tratamento sobre a cadeia

protéica para a otimizag3o do processo (1,61).

Essa intensidade de hidrblise vai depender da finalidade
do uso do produto final (2). Em detergentes, deseja-se 0O malior
namero de rompimentos possiveis para eliminar manchas de origem
protéica (35). Para a produgdo de queijoss deseja—-se yvomper
apenas determinadas ligagfess pPOis uma hidrolise maior resulta
na produgio de um sabor amargo além de uma perda de rendimento

(2561).
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A atividade enzimidtica descreve a habilidade de uma enzima
em catalisar uma reagio sob determinadas condigOes, quantifi-
cando os produtos formados ou substratos transformados por uni-

dade de tempo (61).

A atividade especifica, que fornece indicagdo da capacida-
de de atuag3o ou a concentragdo da atividade enzimdtica, e de-
terminada pela intensidade da reagdo observada pela quantidade
de proteina enzimdtica utilizada. Este é um importante valor
para se determinar o prego de vendas a dosagem de utilizagdo,

assim como seu prego de uso (61).

Fara o0 acompanhamento do curso de uma reagdos utiliza-se o
fato de que,s para qualquer ligag3ao peptidica rompida, s3o gera-
dos um grupo amino livre e um acido carboxilicos assim como ha

o aumento do nGmero total de moléculas (61).

Em vista dissos diferentes modelos de monitoramento da

atividade enzimdtica s30 apresentados:

- Analise da Reag3o dos Grupos Amino com Agentes Quimicos
0O grupo amino gerado pela hidrélise enzimdtica & capaz
de reagir com agentes quimicos resultando em um complexo colo-

ridos cuja intensidade pode ser medida em um espectrofotdmetro.

Como agentes cromogénicoss podem ser utilizados o acido
trinitrobenzenosul fénico (3)s ninidrina (54,68,80,90), reagente
Folin-Ciocalteau (1,;42,48,52,62:67,70,78,80) e o-ftalaldeido.
Estes métodos fornecem os valores totais da hidrblise sendo,

poréms lentos e/ou relativamente complexos (61).
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- Método de Absorglo em Luz Ultravioleta
A maior parte dos aminoadcidos s3ao praticamente transpa-
rentes na regido entre 250-320nm, exceto tirosina,; triptofano e
fenilalanina (esta dltima com contribuigdes insignificantes)
que s30 as responsaveis pela absorg3o da luz observada nesta

faixa em uma solugao protéica (23).

Diversos autores utilizaram este métodos na faixa entre
275-280nm, para medir a quantidade de tirosina obtida no sobre-
nadante da precipitagdo da solugao contendo produtos formados
pela digestd3o da caseina (1,7,16,18,21,23:35,43,58), da hemo-
globina (1,6,7,80) ou da albumina bovina (B®),; por enzimas pro-

teoliticas a diferentes temperaturas, pH e tempos de reagdo.

- Analise da Distribuigdo do Peso Molecular por Cromato-
grafia em Gel

Este método é utilizado quando se desejar relacionar o

grau de hidrélise obtido com a distribuigdo do peso molecular

dos diversos produtos formados, wutilizando-se colunas contendo

géis de diferentes porosidades (75).

- Andlise da Viscosidade do Meio
A hidrblise de ligagdes peptidicas de uma solugdo reduz
a viscosidade do meio, podendo ser relacionada com a atividade
enzimatica. A estimativa desta atividade & obtida pela redugiao
da viscosidade de uma soluglo de gelatina a 37°C apbs 5 min (7,

61).
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- Neutralizag3o dos radicais acidos livres
Com a hidrélise das ligagbes peptidicas, o pH da soluglo
tende a cair devido a formaglo de radicais livres. A adiglo de
uma base e a manuteng3o do pPH pode ser relacionado com o nbmero
de liga¢des rompidas e, consequentemente, com o grau de hidré-
lise obtido (%XDH) (definido pelo nlmero de ligagBes peptidicas
hidrolisadas dividido pelo nlmero total de ligagbes peptidicas

existentes na molécula protéica (x 100)) (2510,61).
2.4. FERMENTAGAO EM SUBSTRATOS SOLIDOS

Para a produgdo de enzimas, s30 utilizados basicamente
dois tipos de processos: a fermentagio semi-sblida e a fermen-

tagio 1liquida submersa.

Define-se por fermentaglo semi-sédlida (ou fermentagSo em
estado s6lido) o processo em que ha o crescimento microbiano, e
consequente transformagdo do substratos contituido de materiais
sblidos umedecidoss sem a presenga de agua livre (11,15,30,31),
embora a linha diviséria desta caracteristica ndo seja facil-
mente déteEtével e dependa mais da capacidade de absorg3o do
material utilizado do que da quantidade de umidade introduzida

(11,81).

A utilizagao do material sélidos por parte dos microrga-
nismos,; pode acontecer de duas formas: quando este.serve como
principal fonte de nutrientes ao organismo que esta intimamente
ligado a superficie e aos intersticios; e quando este, inerte
nutricionalmentes; serve apenas como suporte sblido entre o

microrganismo e o nutriente adicionado (16¢.,72).
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Em relagdo ao primeiro casos pode-se citar os seguintes
exemplos: produgdo de toxinas (afla e ocratoxinas) (30,31,33,
34,46,79)s etanol (37,41,76), acidos org8nicos (10,11,44), en-
zimas hidroliticas (celulases, amilases, proteases) (15,27,80,
81), proteinas microbianas e.enriquecimento protéico de ragles
(?:26,32,45)s alimentos orientais fermentados (hamanatto, tem-
pehs sufu) (11),; produgdo de enzimas pelo método “Koji” como
parte do processo para a obteng%o de alimentos e bebidas fer-
mentadas (shoyu, miso, saké&) (11,65,72,76,82,84); queijos (ca-
membert e roquefort) (11), compostagem (11,12), obteng%¥o de es-
poros para transformagdes de compostos orgi3nicos (87). Em rela-
¢do0 ao segundo caso, existem estudos sobre a produg¥o de acidos
orgdnicos (10,44) e a obteng¥o de esporos para a produglo de
inseticidas bacterianos (13). 0 processo de produg3io de cogume-

los utiliza—-se dos dois casos acima citados (93).

Conhecido hd tempos como um meio de se obter alimentoss e
tendo a compreens3o e o éper?eigoamento desta técnicas assim
como sua exploragdo comercial, sido realizada predominantemente
em palses orientaiss ©O processo em meio semi-sélido apresentas
em relagd3o ao processo submersos as seguintes vantagens opera-
cionais (11,30,32): o0 substrato utilizado é; em geral, relati-
vamente simples, necessitando, em muitos casos, somente da adi-
¢ao de agua (embora alguns estudos considerem a intfodugso de
fontes de nitrogénio e de nutrientes minerais); o espago ocupa-
do necessario ao processo & bem menor devido a menor quantidade
de agua empregadas; o que reduz custos de operag3o (energias, m3o

de obra) e de capital investido; o nivel de umidade baixo em-
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pregado reduz ou elimina o problema de contaminagdo bacteriana
(11,30,324,37)5 condigbes de crescimento empregadas s3o simila-
res as condigdes naturais de crescimento de fungoss ©O que pos-—
sibilitas em muitos casoss maiores rendimentos na obteng8o de
produtos de utilizag30 industrial; a utiliza¢3o de agitag3o do
substrato inibe o processo de esporulagio flngica, diminuindo o
perigo de contaminag3o de &reas circunvizinhasj; a aeragdos na-
tural ou forgada, & facilmente acessivel aos microrganismos de-
vido aos intersticios existentes entre as particulas do subs-
tratos; o produto final encontra-se mais concentrados, o que fa-
cilita sua recuperaglos permitindo a utilizag8o de menores
quantidades de solventes necessdrias para extrair o produto

(30,325 menor produgdo de residuos indesejaveis (11,15,37).

0 processo apresenta, também, as seguintes limitagdes: ne-
cessidade de dissipar o calor produzido para evitar a elevagdo
localizada de temperatura (11); dificuldades intrinsecas para a
ampliag3o de escala‘(32,45); dificil acompanhamento e controle
de parametros operacionaiss tais como pH, aeragdo, temperatura,
umidades crescimento dos microrganismos (15,32)3 quando neces-
sdria a agitagdos a energia empregada serd bem maior que em
processo liquido (30,32)5 necessidade de grande quantidade de
inbculos e perfeita homogeneizag3o do meios pre-tratamento de
muitos substratoss adequando-os a fermentagdo desejadas; perigo
de contaminag3o devido a adigdo de 4gua necessaria para manter
a umidade relativa especialmente no primeiro e segundo dia de

fermentagdo3; reduzida oferta de publicagfes técnicas (11,30,

80).
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Devido a pequena quantidade de agua livre disponivel no
meio de cultura e a incapacidade de outros microrganismos pene-
trarem profundamente no tecido dos substratos sélidos, a classe
microbiana mais comumente utilizada no Processo semi-sblido & a
dos fungos filamentosos pois estes, por sua vez, por intermédio
do crescimento de suas hifas, tem certa facilidade em se fazer
penetrar pelos espagos inter e intracelular POr meio mecénico

e/ou enzimitico, respectivamente (11,80).

A fermentag3o semi-sblida pode ser uma técnica exclusiva
Para a producdo de algumas enzimas de utilizagdo industrial,

Principalmente de origem fdngica (60,80).

2.4.1. CONTROLES DA FERMENTAGAO

Como em todo tipo de fermentag3os o controle de de-
terminados par3metros se faz necessario Para a obtengdo de pro-

dutos com caracteristicas constantes e uniformes.

0 controle da umidades da temperatura e do PH do
meios a velocidade de agitag3o, as condigbes de transferéncia
de oxig@nio e nutrientes, as caracteristicas do substrato, além
das caracteristicas e a estimativa de crescimentos; do desenho
dos fermentadores e da automag3o do processo s3o os parametros

mais analisados em varios estudos realizados (80).

2.4.1.1. UMIDADE

0 teor de umidade do substrato ¢ um dos
Principais par@metros que influenciam o sucesso de uma fermen-

tagdo semi-sblida.
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A natureza do substrato, as necessidades
do microrganismo wutilizado e o tipo de produto final desejado
sdo o0s principais fatores que determinam o grau de umidade que
o0 substrato deverd ter no inicio da fermentagdo (este valor

situa-se na faixa de 30 a 75%) (80).

Na fermentag3o semi-sbdlida do sorgo, ele-
vadas concentrag8es de umidade favorecem a produgdo de etanol,
enquanto que com baixa umidade, é favorecida a produgdo de pro-

teinas microbianas (80).

Se o0 nivel de umidade for elevado, isto
acarretarda no decréscimo da porosidade do substrato, e ira
resultar em uma menor difus3o de oxigénio no interior do meio e
consequente decréscimo de trocas gasosas, além de aumentar os

riscos de contaminag3o, principalmente bacteriana (45).

Para niveis de umidade menores que o ne-
cessitado, haverd maior dificuldade. de difus3o dos nutrientes,
resultando em um crescimento do microrganismo menor do que o
possivel e esperado e, consequentemente, com menor produg¥o do
composto desejado (a um teor de umidade abaixo de 12%s n3o K&

crescimento microbiano (80,20)) (45).

Nishio et alii (60) mostram ques para
Aspergillus niger, a acumulagdo da enzima no substrato, assim
como a taxa de crescimento e a taxa de consumo de oxigénio si3o
maximos quando a umidade & mantida a S6%s observando um cresci-

mento destes valores quando da variagdo dos teores de umidade

de 32 a 56% e um decréscimo na variagdo de 56 a 74%.
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UDurante a fermentag%o, havera uma perda da
umidade devido a evaporagdo e as atividades metabblicas do
microrganismo. Esta perda poderi ser repostas ou evitada, pela
adig3o0 de 4agua estéril em intervalos constantes de tempo, pela
manuteng3o da umidade atmosférica entre ?0-97% de umidade rela-
tiva através de injeg30 continua de ar umido no fermentador

(B0); ou com a instalagdo de umidificadores (60).
2.4.1.2. CALOR

Devido as atividades metabédlicas dos mi-
crorganismos e dependendo da altura da camada do substrato, uma
grande quantidade de calor & produzida durante a fermenta¢¥o em
semi-sblido. Rathbun et alii (74), em cultura estatica, obser-
varam a exist@ncia de um gradiente de 3.2°C/cm wutilizando um

meio de fermentagSo de 6.5 cm de profundidade.

Como a temperatura afeta diretamente a
germinagdo dos esporos, o crescimento e a esporulagdo do mi-
crorganismo e a formag¢3o do Pprodutos o calor produzido devera
ser imediatamente dissipado, para que o aumento de temperatura
ndo prejudique a fermentagdo desejada. Isto pode ser conseguido
com a introdug3o de ar comprimido através do fermentador, com o
controle de temperatura das salas ou locais onde ocorre a fer-
mentagdo, ou pelo sistema de camisas em torno do fermentador

com circulag8o de igua de refrigeragdo (80).

Na processo de compostagem, onde se utili-
zam grandes leiras de dificil oxigenag3o interna, a temperatura

interior chega a atingir niveis de 4@ a 77°C (32).
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€.4.1.3. pH

O controle do pH durante a fermentag8o em
Processo semi-sblido, embora seja este um dos parametros mais
criticos, dificilmente sera conseguido devido a heterogeneidade

e a consisténcia do material.

Como tentativa de amenizar o efeito de uma
variag3do brusca do potencial hidrogenibnico, wutilizam-se subs-
tratos com boa capacidade tamponante ou a adig¢¥o de solugBes-

tamp3o durante a umidificag80 dos substratos (80).
2.4.1.4. AERAGAO

Cahn (10) afirma que o bom rendimento e a
rapida fermentag¢30 & devido ao uso de grande area superficial
do meio de cultura, no qual o microrganismo pode se desenvolver

em contato com o ar.

Na maiovr parte dos pProcessos, tanto a ni-
vel laboratorial quanto a nivel industrial, a oxigenag3o do
meio & realizada pela introdug3o do ar estéril sob pressio no

equipamento de fermentag¢3o (47).

A quantidade de ar estéril a ser introdu-
zida no processo fermentativo vai depender da natureza dos mi-
crorganismos, da quantidade de calor metabdlico a ser dissipada

do processo, da espessura da camada de substrato, da quantidade
de CD2 e outros metabbdlitos volateis a serem eliminados e da

necessidade de oxigénio para a sintese dos produtos (47).
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Hesseltine indica que ¢ necessaria uma ta-
Xa de oxigenagdo superior para a obteng3o de aflatoxinas e en-

zimas hidroliticas em relag3o a produgdo de ocratoxinas (30).

Pode ocorrer uma substituigio total da
atmosfera do fermentador caso n3o haja uma dispers3o dos gases
produzidos, o0s quais podem exercer influéncias muito negativas

durante a fermentagSo (47).

Rathbun et alii (74) afirmaram que em um
fermentador com uma camada de 6335cm de meio, a concentrag3o de

002 pode alcangar a 21% em volume no fundo da camada.

Dependendo do valor da taxa de aeragao in-
troduzida; pode ser ocasionada uma perda de umidade devido a
exaustdo do ar, provocando uma secagem nao desejada do substra-

to (47).

Pode-se utilizar um analisador de oxigénio
para medir a quantidade de oxigénio consumido e um cromatébégrafo

a gas para analisar os gases da atmosfera do reator (83).

Ha diferentes maneiras para se obter uma
melhor movimentag3o do ar pelo substrato permitindo assim uma
melhor transferéncia de oxigénio: utilizagdo de substrato poro-
s0, medianamente granulado ou fibroso; pequena espessura da ca-
mada de substrato; wutilizag3o de bandejas perfuradas ou reato-
res com um fundo composto por uma tela de arames; agitag3o do
substrato; introdug3o de ar forgado estéril dentro do reator

(80).
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A fermentagdo submersa necessita de quatro

a cinco vezes mais oxigénio que a fermentagdo semi-sélida (80).

2.4.1.5. AGITAGAD

0O emprego da agitagdo em uma fermentaglo
semi-sblida pode vir a fornecer uma melhor homogeneizag3o quan-
to a distribuig3o do inbculo e do umidificante, impedir a for-
mag3o de agregados e favorecer tanto a transferéncia gasosa pe-
la exposigio das particulas de substrato a atmosfera do fermen-

tador como a troca de calor dentro do meio (80).

A agitagldo pode inibir a formag3o de espo-
ros (30) e o desenvolvimento natural do microrganismo. Pode
causar também a compactagdo do meio e a danificag3o das hifas

(45).

2.4.1.6. SUBSTRATOS

A utilizag8o do tipo de substrato vai de-
pender, principalmente, do produto que se deseja obter. Assim,
utiliza-se extrato, farelo ou farinha de cereais, de sementes
ou de grdos para a Produg3o de enzimas, esporos e proteinas mi-
crobianas; cana de aglcars para a Produgdo de dlcool; matéria

organica em geral, para compostagem, etc. (9,11,15,37,87).

0 trabalho com linhagens puras exige um
pré-tratamento do substrato para a eliminagdo de microrganismos
indesejiveis. Este pré-tratamento pode influir diretamente na

possibilidade de utilizagdo de um determinado substrato.

24



A utilizag3o de um processo de esteriliza-
¢do pode acarretar em alterag8es de textura do substrato, assim
como o uso de agentes quimicos pode influenciar na qualidade do

produto final obtido.

O pré-tratamento pode ser necessario tam-
bém para facilitar a agado do microrganismos com a formagfo de
Pequenas moléculas permedveis e de locais de facil penetragio,
ou pela gelatinizag3o ou inchamento do substrato. Tal tipo de
pré-tratamento pode incluir vaporizag3o, esmagamento, quebra,
moagems peneiramento, embebigSo, suplementagfo de nutrientes,

corregdo de pH, entre outros (47).

Os principais problemas nos substratos, de-
tectados em culturas semi-sblidas, foram: a formag¥o de uma mas-
sa compactada ou granular; um ressecamento da massaj ades3o da

massa a parede do fermentador (45,67).

2.4.1.7. ESTIMATIVA E CARACTERISTICAS DE

CRESCIMENTO

A sequéncia de crescimento microbiano em
farelo de trigo em condigBes 6timas envolve a germinagao nas
primeiras horas; seguido de um aumento gradual de temperatura
devido ao inicio das atividades metabélicas, uma taxa crescente
das atividades metabélicass a fase estacionaria e de declinio.
A durag¥o de cada etapa vai depender das condigBes de fermen-
tagdos do microrganismo empregado e do produto que se deseja

obter.
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0 +fungo filamentoso tem a capacidade de
penetrar nos espagos inter e intracelulares POr meios mecinicos
ou enzimaticoss com firme fixag3o das hifas no substrato e in-
tensa ramificagilo e penetragdo na parede celular do substrato
pela atuag¥o de enzimas extracelulares Produzidas e excretadas

pelo microrganismo (40).

NSo & possivel estimar diretamente o cres-
cimento microbiano no Processo semi~s6lido, assim como separar
0 micélio do substrato. Porém, sSo utilizados métodos indiretos
tais como: extrag3o alcalina da proteina micelial do complexo
celulose-fungo (61); estimativa da quantidade de ATP ou gluco-
samina do microrganismo (40); determinag8o da atividade da la-
case extracelular (61); determinag3o continua do 002 (14) e do

02 (71) presentes nos gases efluentes do fermentador.

2.4.1.8. TIPOS DE FERMENTADORES

Ha diversos tipos de reatores que podem
ser wutilizados em fermentag3o semi-sédlida. A escolha deve ser
feita tendo em conta a capacidade de cada reator alcangar os
objetivos propostos, és consideragfes econdmicas quanto a cus-—
tos de capital e operag30 e a necessidade de controlar as con-

digd¥es do processo.

a) Recipientes de vidro: Uteis principal-
mente em laboratérios; s¥o utilizados em agitadores ou estati-
cos. S30 erlenmeyers de diversos tamanhos ou frascos Fernbach

(9510,26).

26



b) Tambores rotativos: tambor instalado
sobre um sistema de rolamentos ou acoplado a um eixos que atuam
como suporte e como dispositivos de rotag3o controlada (40).
Equipado com entrada e saida de ar, as etapas de esterilizaglo
do meios de inoculag3o e do processo em si s3o realizadas "in
situ” (46,92). Neste Processo, o crescimento microbiano apre-
senta-se rapido e uniforme. Ha problemas quanto a ampliag8o de
escala, destruig3o de micelios controle de temperatura durante
0 periodo de crescimento exponencial, contaminag30 microbiana
devido a dificuldade de esterilizagdo do meio, a formag3o de

"pellets” no substrato e retardamento no crescimento devido ao

atrito entre as particulas (92)3

€) Tanques: com ou sem equipamentos de
agitagdos circulares, retangulares ou quadrados, de madeira, de
plastico ou de ago. Possuem fundos perfurados para facilitar a
circulagdo de ar. S30 equipamentos de dificil obtengSo da am-

pliag3o de escala.

d) Bandejas: S3%o as mais utilizadass com
sucesso, tanto a nivel laboratorial como a nivel industrial.
Consistem em bandejas, com fundo perfurado, com o meio de cul-
tura com 2.5 a 5.0 cm de profundidade (10544), mantidas em c&i-
maras com controle de temperatura e ar umidificado. Apresentam
como desvantagens, a necessidade de grandes areas para fermen-
tag3o e da manipulag¢30 das varias bandejas quando da produglo

em larga escala (36)3
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e) Esteiras:! O processo consiste de reci-
pientes, nos quais esta contido o meio, que passam por segles
especificas durante as etapas de esterilizagdo do meios res-
friamento, inoculag¥o por aspersdo de esporos ou por mistura
com inbculo seco e homogeneizag¢30s; crescimento microbiano com
controle de temperatura e ar estéril e umidificado, descarte do
produto obtido e lavagem e esterilizagdo dos recipientes. O0Os
Principais problemas que ocorrem neste processo estdo relacio-
nados com a esterilizag¥o do meio e com o controle da tempera-

tura (80);

f) Coluna: wutilizada somente em Pequena
escala; este fermentador consiste de um tubo de vidro acoplado
ao fornecimento de ar umidecido pelo fundo ou pelo topo do rea-
tors com o controle da temperatura sendo realizado por camisas
ou camaras com temperatura controlada. Tem como principal pro-

blema a dificuldade de se obter uma ampliagdo de escala (14).

2.5. CARACTERIZACAO DA ENZIMA

As enzimas microbianas est3o presentes no micélio dos fun-
g90s em grande quantidade durante o periodo de esporulagdo, de-
saparecendo rapidamente apbs este periodo. Torna-se, assims ne-
cessario delinear o tempo de Pprodugdo das mesmas para o sucesso

de sua extrag¥o (45).

As enzimas proteoliticas s30 substancias relativamente
frdgeis com tendéncia 3 desnaturagdo e inativag3o sob condig8es
desfavoraveis. Assim, torna-se conveniente delinear seus limi-

tes de estabilidade para uma melhor operagdo (6).
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- Temperatura
A redugd3o da temperatura tende a diminuir a atividade
enzimatica. Porém, a enzima se mostra mais estavel a temperatu-
ras mais baixas do que a é6tima. A cada 10°C, a taxa da reagdo

duplica até o ponto em que a enzima comega a ser desnaturada

(89).

- Inibig30o por metais
lons metdlicos tais como o ferros, o cobres o cdlcios o
cadmio podem atuar como inibidores, assim como agentes quelan-
tess; EDTA, o-fenantrolina, podem inibir a atuagdo das enzimas

(5,8).

Akatsuka et al (5) informam que a dipeptidase de fisper-
gillus or4yzae & inibida por EDTA, cadmios merclrio, cobre,
chumbo e ferro. Magnésio e niquel n8o afetaram a atividade. As

concentragdes utilizadas foram equivalentes a 0,001M.

- pPH
Proteinas apresentam alterag8es de solubilidade, pressio
osmotica, viscosidade, etc., a diferentes valores de pH. A al-
teragdo na atividade enzimitica com a variagdo dos valores de
PH deve-se a modificaglo do substrato, do complexo enzima-subs-

trato ou na ionizag30 da enzima (89).
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3. MATERIAIS E METODOS

Todos o0s experimentos e andlises foram realizados em du-
Plicata, sendo os resultados obtidos a partir da média aritmeé-

tica dos valores encontrados.

3.1. LINHAGEM

Foram examinadas 20 linhagens de fungos para a verificagio
de atividade Pproteolitica, sendo que dez eram culturas existen-
tes no Laboratério de Bioengenharia da Faculdade de Engenharia

de Alimentos da UNICAMP e as outras dez, isoladas na natureza.
Os fungos examinados foram:

- Aseergillus awamori IZ 1066
~ Asepergillus niger NRRL 337

—- Aseergillus niger NRRL 372

Sl

- Linhagens isoladas ae farinha (soja, trigo), farelo de
trigo, cascas (arroz, alho), frutas (pera, mamZXo, laranja) e

tubérculos (batata, mandioca).
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3.2. MANUTENGAO DAS LINHAGENS

As linhagens foram mantidas em tubos inclinados contendo
meio solidificado composto de agar, batata e dextrose (PDA) e

estocados em geladeira por até um mes.

Apbs este periodo, as culturas eram repicadas em um novo

meio e mantidas a temperatura ambiente POr sete a quinze dias.

3.3. OBTENGAO DE ESPOROS

A suspensdo de esporos, utilizada como inbculo, foi obtida
a partir da introdug3o de 10mL de agua destilada esterilizada e
posterior raspagem suave das culturas crescidas na superficie
de um meio de manuteng3o. A suspens3o foi filtrada através da
sucgdo em uma pipeta contendo gaze de algod3o, em condiglBes de
esterilidade, para a remogdo de partes de micélio e meio gela-

tinizado.

3.4. PRE-SELEGAD DOS MICRORGANISMOS

Os fungos isolados foram inoculados com algas puntiformes
em placas de Petri contendo meio agar-leite e incubados a uma
temperatura de 30°C, em estufas; sendo verificadas durante trés
diasy a produgio de enzimas proteoliticas através de uma zona
de hidroélise transparente ao redor da coldnia formada, devido a

agdo da enzima sobre a caseina (38).
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COMPOSIGAD DO MEIO AGAR-LEITE

Leite em p&d desnatado 550 g
Agar nutriente i,0 g
Agua destilada 100,0 mL

3.5. SELEGAO DE MICRORGANISMOS

As linhagens que apresentaram uma zona de hidrélise no
meio agar-leite (nove, no total) foram inoculadas, de acordo
com o item 3.3, em erlenmeyers de 250mL contendo 2,09 de farelo
de trigo e 2,0mL de suspens3o de esporos em agua destilada es-
teril, e incubadas a uma temperatura de 30°C, em estufa, duran-

te 60 horas, sendo retiradas amostras de seis em seis horas.

Extraiu-se a enzima, adicionando-se 3 massa fermentada (a
uma proporgdo substrato/solvente de 1:10) solugBes-tamp3o a pH
3y, 7 e 9, mantendo-se em agitagd3o por 3@ minutos, filtrando em
seguida com papel de filtro quantitativo ou por centrifugagdo
(5000 rpm por 16 min)s diluindo-se convenientemente e analisan-—

do ent3o0 a atividade proteolitica, nestes respectivos PH.

3.6. DETERMINAGHO DA ATIVIDADE PROTEOLITICA

Foi determinada a atividade enzimatica por uma adaptagdo
do método de Kunitz (43) modificado Ppor Hagihara et alii (25) e
Pelo método de Lowry et alli (48) 5 utilizando-se uma solug8o de
caseina 1,0% em pH 3 (com Acido Latico)s pH 7 (tamp3o fosfato)

e pH 10 (tamp30 tris).
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0 método consistiu em adicionar S,omL de solugdo de casei-
na 1% em 1,0mL de solug8o enzimdtica obtida apbs a filtrag3%o e
conveniente diluig3o0 da amostra recolhida, incubando-se a 30°C
durante 10@min. Cessou-se a reag3o com a adigdo de 5,0mL de
solugdo de TCA (0,33M CH,CDOH, o,22M CHSCOONa, 0,11M CC1,Co0H),
deixando-se em repouso Por 3@ min a mesma temperatura. A sus-
Pensdo foi filtrada e a absorbincia da solugdo lida a 280nm em
espectrofotometro (43), comparando o valor obtido com a respec-

tiva curva padr%o de tirosina.

Para verificag3o pelo método de Lowrys em i,0mL desta
solug3o foram adicionados 0s reagentes necessirios (48), tendo,
ap6s a realizag3o das reag8es indicadas por este métodos sido
medida a absorb&ncia a 660nm e comparado o valor obtido com a

respectiva curva padrSo de tirosina.

Uma wunidade proteolitica ¢ definida como a atividade da
enzima que libera, como produto de digestfo n3o precipitados o

equivalente a 1,0Qug de tirosina por minuto a 3e°cC.

3.7. OTIMIZAGAD DO PROCESSO FERMENTATIVO
3.7.1. Efeito da Temperatura sobre a Produg8o Enzimatica

Estudou-se, inicialmente, o efeito da temperatura
sobre as duas linhagens que apresentaram a produg3o dos extra-
tos com as maiores atividades enzimaticas, Aspergillus awamori

NRRL 3112 e Aspergillus oryzae NRRL 694, a pH 3 e a pH 9 res-

pectivamente.
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As linhagens citadas acima foram incubadas em estu-
fa a temperaturas de 25, 28, 30, 33, 35y 37, 40 e 43°C, manti-

das as demais condig8es estabelecidas no item 3.5.
3.7.2. Efeito do pH Inicial sobre a Produg8o Enzimatica

A temperatura 6tima obtida no item 3.7.1., a 1i-
nhagem que apresentou maior atividade enzimatica (Aspergillus

awamori NRRL 3112) foi incubada em meio umedecido com solugBes-
tampﬁo de difer‘entes PH (1,65 255, 3345 4,35 5,2, 6513 7,0,
7595 854, 8,9, 3gua destilada de pH 7,3 e Agua corrente de PH

B854) mantidas as demais condigBes estabelecidas no item 3.5.

3.7.3. Efeito do Teor de Umidade sobre a Produg 3o do

Extrato Enzimatico

A temperatura e pH otimos obtidos nos itens 3.7.1.
e 3.7.2., modificou-se o teor de umidade, adicionando-se ao
substrato diferentes volumes de solug3o-tamp3o umidificadora,
de modo a se obter as Proporgdes de substrato/suspens3o de in&-
culo de 2:1, 3:2, 1:1, 2:3, 1:2 e 1:3 (p/v), mantidas as demais

condig8es estabelecidas no item 3.5.

3.7.4. Efeito da Concentrag3o de Indculo sobre a Produgio

do Extrato Enzimitico.

A temperatura, pH e teor de umidade é6timos obtidos
(itens 3.7.1. a 3.7.3.)s o microrganismo foi incubado a dife-
rentes concentragSes, de acordo com o valor da transmitincia

obtida a 440nm, segundo indicado por Tsujita (92).
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3.7.5. Influéncia de Diferentes Meios de Cultura sobre a

Produg8o Enzimatica.

Com as condig8es btimas obtidas nos itens anterio-
res, estudou-se a influéncia de diferentes meios de cultura
(farinha de trigo, farinha de milho, farinha de mandioca, man-
dioca puba, extrato de soja, farinha de soja, farelo de algo-
d8o, residuo soblido industrial da “Champion” (Inddstria de Pa-

Ppel e Celulose)) na atividade enzimitica,

Com o meio que Proporcionou a maior atividade, fa-
rinha de soja, verificou-se a influéncia da suplementag3o de
fontes de nitrogénio (amdnia, caseina, peptona, extrato de le-
vedura, wuréia), de micronutrientes (sbdios enxofre, potassio,
fosforo), de tween e de carbono (glicose, sacarose,; amido) na

Produgdo do extrato enzimatico.

3.7.6. Influéncia da Espessura da Camada de Substrato

Finalmente, apéds a obteng3o do extrato enzimadtico
mediante os parimetros 6timos acima descfitos, verificou-se a
Produgao enzimdtica em erlenmeyers de 250mL variando-se a quan-
tidade de substrato inoculada (2,0, 5,0, 10,0, 20,0 e 50,0g9). A
altura da massa respectiva de substrato corresponde a cerca de
0525 055, 0,9, 1,6 e 3s3cm. Salienta-se ques quando o meio foi
farinha de soja, tornou-se necessario, com o auxilio de uma ba-
queta, ou com a alga de platina, esfarelar bem os grumos forma-
dos para uma melhor homogeneizagdo e posterior fermentag3o do

meio.
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3.8. CARACTERIZAGAD DAS ENZIMAS

3.8.1. Efeito do PH do Substrato na Atividade Enzimatica.

Foram estudadas as atividades proteoliticas do ex-
trato enzimidtico obtidas da digest3o da caseina, ajustados na
faixka de pH entre 2 e i1, com solugBes-tampYo apropriadas (so-
lugdes de Britton-Robinson), a 30°C por 10 minutos de incuba-

¢do.

3.8.2. Efeito da Temperatura na Atividade Enzimidtica.

Verificou-se o efeito da temperatura, realizando-se
a reagdo por 10 minutos (digestdo da caseina a PH 3 pelo extra-
to enzimatico) em banhos termoestabilizados a diferentes tempe-

raturas entre 30 e 70°C, com uma variagd8o de 10 em 10°C.

3.8.3. Efeito do PH na estabilidade da enzima.

Adicionou-se 1imL do extrato enzimidtico a imL de
solugBes-tamplo (solugBes de Britton-Robinson) em diferentes

valores de pH (de 2 a 11, variando-se de 1 a 1).

Estas solugBes foram incubadas a temperatura am-
biente durante 10 e 34 horass; sendo ent%o diluidas para 1:10
com acido latico pH 3, e verificando-se, apbs estes Pperiodos, a
atividade enzimatica de cada PH estudados; pela digest3o da

caseina a 30°C por 10 minutos.
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3.8.4. Efeito da Temperatura na Estabilidade da Enzima.

A solugSo enzimitica foi incubada em banhos termo-
estabilizados a diferentes temperaturas entre 20 e BO°C (varia-
¢do de 10 em 10°C) POr uma hora, verificando-se em seguida a
atividade enzimdtica pela digest3o da caseina durante 10 minu-

tos a temperatura sugerida de 30°C..

3.8.5. Efeito de Ions Metdlicos e Agente Quelante na

Atividade Enzimdtica.

Foram adicionadas a solugdo enzimitica diferentes
solugBes de ions metidlicos e EDTA (0,001M) na pfoporgﬁo 1:1 e
incubadas a temperatura ambiente por uma hora. Determinou-se
depois deste periodo a atividade enzimitica, pela digest3o da

caseina por 10 minutos a 30°C.

Foram utilizados os seguintes sais: cloreto de man-
gan@ss cloreto de bario, cloreto de cobres cloreto de calcio,
cloreto de magnésio, cloreto de potassio, cloreto de litio,

cloreto férrico, sulfato de zinco, além de EDTA.

3.9. EQUIPAMENTOS

3.9.1. C&maras com temperatura controlada Fanem.
3.9.2. Espectrofotdmetro Spectronic 20, Bausch & Lomb.
3.9.3. Espectrofotémetro UV Micronal.

3.9.4. Balanga de Precis3o Mettler P1210n.

3.9.5. Balanga de precis3o Bosch S2e00.
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3.9.6. Potencibmetro PHmetro H-5 Horiba.

3.9.7. Centrifuga Excelse 2 Fanem.

3.9.8. Banho-maria termoestabilizado modelo 100 Fanem.

3.9.9. Autoclave.

3.9.10. Agitadores rotativos Fermentation Design Inc.

3.9.11. Refrigerador Brastemp.

3.9.12. C&mara com temperatura controlada e agitadores
rotativos New Brunswick Scientific Co.

3.9.13. Estufa de secagem e esterilizag3o com circula-
¢do mec8nica Modelo 320-SE Fanem.

3.9.14. Termémetros de Pprecisdo.

3.9.15. Reagentes e vidrarias utilizados em laboratério.
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4. RESULTADOS

4.1. PRE-SELEGAO DE LINHAGENS PRODUTORAS DO EXTRATO ENZIMATICO

S3o apresentados os resultados obtidos apbs a anilise das
vinte linhagens de fungos, que foram repicadas, por esgotamen-

to, em meio agar-leite em Placas de petri.

Pela Figura i, pode-se obserwvar que oito das linhagens re-
picadas apresentaram, ao redor da coldnia formada, apébs dois
dias de incubag¢30, uma Zzona clara de hidrblise que caracteriza

a produ¢do de enzimas Proteoliticas.

Desde o primeiro dia, Neuroseora beiju mostrou um rapido
desenvolvimento com intensa Produgdo de esporos, hidrolisando
mais da metade do meios; um fungo coletado de uma batata conta-
minada e Aseergillus piger NRRL 337 Provocaram um clareamento
total do meios, sem que fosse observada zonas de hidrélises; um
fungo coletado de uma Pera contaminada e fspergillus awamori
NRRL 3112 apresentaram uma pequena zona de hidréblise Circular

em torno do ponto inoculado.

No segundo dia, além dos microrganismos citados aumentarem
a zona de hidrélise, Juntamente com o crescimento dos respecti-

vos haloss Asperaillus orszae NRRL 694, Asperagillus niger NRRL
372 e o fungo obtido de cascas contaminadas de arroz apresenta-

ram uma pequena hidrblise bem definida em volta de seus halos.
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Primeiro
Dia

Segundo
Dia

FIGURA 1 - VERIFICAGAO DA HIDROLISE DO MEIO AGAR-LEITE NO
PRIMEIRO E SEGUNDO DIA APOS A INOCULAGHO, A 30°C.

1. A.ORYZAE 2. A.NIGER NRRL 337 3. NEUROSPORA BEIJU
4. A.AWAMORI S. A.NIGER NRRL 372 6. BOLOR ARROZ
7. BOLOR PERA 8. BOLOR BATATA ?. BHYZOPUS DELEMAR
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Bhuyzoeus delemar apresentou uma zona de hidrélise somente
no terceiro dia apés a inoculagdo. As demais linhagens n3o a-

Ppresentaram esta caracteristica durante os 3 dias de incubagio.

Dados da literatura indicam qQue os fungos do grupo Asper-
aillus s3o os melhores produtores de enzimas proteoliticas (20,
21,40)s e que Rhyzopus (21) e Neurospora (16) também apresentam

tal produgio.

4.2. OBTENGAD DA LINHAGEM PRODUTORA DO MELHOR EXTRATO

ENZIMATICO

Baseado na verificag30 acima descrita, foram avaliadas as
atividades proteoliticas destas nove linhagens; segundo a meto-
dologia indicada no item 3.5. Optou-se, inicialmentes por ces-
sar as fermentagles, na maior parte das vezess; apbs 460 horas
quando o meio parecia ji ter sido totalmente envolvido pelo m;—
célio em quase todos os experimentos. Os resultados obtidos s%o

mostrados pelas Tabelas 1,2 e 3 e pela Figura 2.

Nota-se que, caom a extragdo feita somente com a adig3do de
solugOes-tamp30 no meio e posterior filtrag3o, a obtengdo de a-
tividade proteolitica demonstra o carater extracelular do ex-

trato bruto enzimitico obtido.

Por estas tabelas, pode-se observar que as linhagens de

grdzae NRRL 694 em condigBes neutras e alcalinas foram as que
apresentaram uma maior atividade enzimdtica quando comparadas

com as demais linhagens estudadas.
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TABELA 1 - COMPARAGHAO DAS ATIVIDADES PROTEOLITICAS DOS EXTRATOS
ENZIMATICOS DE DIVERSOS FUNGOS A pH 3
As linhagens foram inoculadas em erlenmeyers de 250
ml. contendo 2,0 g de farelo de trigo e 2,2 mL de suspensio
de esporos em Agua destilada estéril, e incubadas a 3e°C por
60hs. A enzima foi extraida com solug3o de 4cido liatico pH 3
a uma proporgio de 1:190 (sblido/1iquido), apbs agitagSo por
30 min e filtrag3o em papel de filtro quantitativo. Diluiu-
se o extrato enzimdtico obtido (1/10) e mediu-se a atividade
enzimdtica por absorgao em luz ultravioleta (280nm).

- 6seergillus aniger NRRL 337

- @Aseergillus niger NRRL 372

- fseeraillus awamori NRRL 3112
- Neuroseora beiiju

Bhuzopus delemar

~ Bolor Pera

- Bolor Batata

- Bolor Arroz

~ bHseergillus gryzae NRRL 694

NONCCUDWM -
|

42



-_____.__.———_—_——————_-_.___-_-.._—_—_—-—_—.—__.____.__..._....__.__.-_..—._—_.-_..—
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TEMPO (h
24 | 30 | 36

©.04 10.05 !0.05 o
.04 10.05 :10.05 @
.02 10.03 i10.05 !0
.05 10.03 i0.02 0
.00 10.00 i0.02 0
.00 0.01 !0.01 !0
.02 10.02 !0.03 !0
.01 10.02 !0.03 !0
.09 10.16 i0.21 !0

_.._.-..—-—————-————...—-.-._.—........____—_-——————...—._--.._-—-—-—_—..—_-—_--—-._—__..—

TABELA 2 - COMPARAGAO DAS ATIVIDADES PROTEOLITICAS DOS EXTRATOS
ENZIMATICOS DE DIVERSOS FUNGOS A pH 7
As linhagens, foram inoculadas em erlenmeyers de 250

mL contendo 2,0 g
de esporos em &agua
60hs. A enzima foi
a uma proporgao de
30 min e filtraglo

- Aseergillus
- Neuroseora b
Rhyzopus del
- Bolor Pera

- Bolor Batata
- Bolor Arroz

NONCCUDHWMN -
!

de farelo de trigo e 2,0 mL de

suspens3io

destilada estéril, e incubadas a 30°C por

extraida com soluglo-tamp3o fosfato
1110 (sblido/1iquido), apbs agitag3o

em papel de +iltro

- fAseeraillus niger NRRL 337
- fAseeraillus oniger NRRL 372

awamori NRRL 3112
eiiu
emar

- Bseergillus gryzae NRRL 494
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enzimatica por absorg¢3o em luz ultravioleta (280nm).

pH

7

por
Diluiu-
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TABELA 3 ~ COMPARACAO DAS ATIVIDADES PROTEOLITICAS DOS EXTRATOS
ENZIMATICOS DE DIVERSOS FUNGOS A PH 9
As linhagens,; foram inoculadas em erlenmeyers de 250
mL contendo 2,0 g de farelo de trigo e 2,0 mL de suspens3o
de esporos em Agua destilada estéril, e incubadas a 3@°C por
60hs. A enzima foi extraida com solug3o-tamp30 tris pH 9 a
uma proporg¢io de 1:10@ (sblido/1iquido), apbs agitag3o por 30
min e filtrag3o0 em papel de filtro quantitativo. Diluiu-se o
extrato enzimdtico obtido (1/10) e mediu-se a atividade en-
2imdtica por absorg3o em luz ultravioleta (280nm).

- Aseeraillus niger NRRL 337

- fseeraillus niger NRRL 372

- Aseergaillus awamori NRRL 3112
- Neurospora beidu

Rhyzopus delemar

- Bolor Pera

- Bolor Batata
- Bolor Arroz
- BAseergillus oryzae NRRL 694

NDNOCUDH W -
1
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FIGURA 2 - COMPARAGAD ENTRE AS LINHAGENS QUE APRESENTARAM AS
MAIORES ATIVIDADES ENZIMATICAS A pPH 3, 7 E 9.
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Observa-ses; também, pela Figura 2, que houve um acréscimo
da atividade enzimdtica, a pH 35 apbds as 60 horas. Porém, como
essa atividade foi inferior 3 obtida entre 30 e 40 horass em um
tempo bem maior, optou-se POr nd3o analisar esses pontos durante

a sequéncia do trabalho.

Estes resultados vem confirmar dados colhidos na literatu-

ras que informam o melhor rendimento na Pprodugd3o de enzimas
proteoliticas A4cidas por parte de Aspergilli negros e enzimas
proteoliticas neutras e alcalinas por parte de Aspergillus

oryzae (20,38,60,71).

fisperaillus awamori NRRL 3112 Jad havia demonstrado, se-
gundo estudo feito por Park et alii (69)s um potencial de pro-
dug¢3o enzimitica, ao produzir, por fermentag3o submersa, a ma-
ior atividade de amiloglucosidase dentre diversas linhagens de

fungos selecionadas.

Também Hayashida (29)s em cultura submersas encontrou ati-

vidades proteoliticas e de amiloglucosidase ao estudar uma 1li-

nhagem de Asperaillus awamori.

Estes resultados podem indicar a confirmagao que, de uma
fermentag3o flngicas se obtém um extrato enzimitico contendo

mais de uma enzima especifica (7).

Como o0s resultados obtidos em pH 3 ¢ 9 foram praticamente
o dobro do obtido em pH 7s resolveu-se continuar apenas a estu-
dar o0s microrganismos relativos as produgBes enzimaticas res-

pectivas aos dois primeiros PHs citados.
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4.3. EFEITO DA TEMPERATURA NA PRODUGAO DO EXTRATO ENZIMATICO

De acordo com o item 3.7.1., variou-se em Primeiro lugar a
temperatura do Processo e, pelas Tabelas 4 5, 6 e 7, verifica-
S€ que a temperatura em que Ocorre a maior atividade enzimatica
Para fAsepergillus awamori situa-se em 37°C, e para fspergillus
gryzae a 28°. Visualiza-se, também, o crescimento da atividade
enzimatica, para Aspergillus awamori, conforme hd o aumento de
temperatura (Figura 3), resultando inclusive na diminui¢30 do
tempo de obteng3o do pico de atividade, para 34 horas, havendo
um rapido decréscimo a partir de 37°C. Verificou-se que acima
de 40°C n3o houve produgSo de enzimas proteoliticas. Ji para
ﬁgegggillgg Qrdjzaes nota-se um ridpido €rescimento da atividade
enzimatica até 28°c, quando inicia-se um decréscimo nfo t3o

Pronunciado, tanto que a 37°C,va enzima apresenta ainda 70¥% de

seu poder hidrolitico maximo.

Comos dentre os dois microrganismos, Aspergillus awamori
apresentou a maior atividade enzimatica, decidiu-se, ent3o,
orientar o estudo na direg3o de Produzir enzimas proteoliticas

acidas, a partir deste microrganismo.

Iniciou-se, entdo, a otimizagdo do Processo fermentativo
através do estudo da influéncia de diversos parametros na pro-.

dugdo do extrato enzimatico.

Como os resultados obtidos Pelo método de absorg3o em luz
ultravioleta e o método de Lowry, segundo as curvas da Figura
3s apresentaram um comportamento semelhante, optou-se em conti-

nuar o trabalho utilizando-se aPpenas o primeiro método citado.
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TABELA 4 - EFEITO DA VARIAGAO DA TEMPERATURA NA PRODUCAO DO
EXTRATO ENZIMATICO DE ASPERGILLUS AWAMORI NRRL 3112
A pH 3 (289 nm).
Asperaillus awamori NRRL 3142 foi incubado em estufa
a temperatura de 25, 28, 30, 33, 35, 37, 4@ e 43°C, em er-
lenmeyers de 25@mL contendo 2,09 de farelo de trigo e 2,0mL
de suspensdo de esporos em 4gua destilada estéril por 60hs.
A enzima foi extraida com soluglo de 4cido latico pH 3 a uma
proporgdo de 1:10 (sblido/liquido), apbs agitag3o por 30 min
e filtrag3o em papel de filtro quantitativo. Diluiu-se o ex-
trato enzimdtico obtido (1/10) e mediu-se a atividade enzi-
matica por absorg¢3o0 em luz ultravioleta (280nm).
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25 10.01
28 10.03
30 10.02
33 10.05
335 10.06
37 10.23
40 10.04

TABELA S - EFEITO DA VARIAGAO DA TEMPERATURA NA PRODUCAO DO
EXTRATO ENZIMATICO DE ASPERGILLUS AWAMORI NRRL 3112

A& pH 3 (660 nm).
Aspergaillus awamori NRRL 3112 foi incubado em
40 e 43°C,

a temperatura

lenmeyers de 25@mL contendo 2,09 de farelo de trigo e
de suspensio de esporos em adgua destilada estéril por

de 25,

28,

30, 33,

35,

37

estufa
em er-
2,0mbL
60hs.

A enzima foi extraida com soluglo de &cido l4tico pH 3 a uma
proporg3o de 1:1@¢ (sblido/liquido)s apbs agitag3ao por 30 min

e filtrag3o em papel de filtro quantitativo.

Diluiu-se o ex-

trato enzimdtico obtido (1/10) e mediu-se a atividade enzi-
matica pelo método de Lowry (660nm).
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TABELA 6 - EFEITO DA VARIAGCRO DA TEMPERATURA NA PRODUGCAO DO

EXTRATO ENZIMATICO DE ASPERGILLUS ORYZAE NRRL 694
A pH 9 (280 nm).
Acseperaillus oryzae NRRL 694 foi incubado em estufa

a

temperatura de 25, 28, 30, 33, 35, 37, 40 e 43°C, em erlen-

meyers de 25@mlL contendo 2,09 de farelo de trigo e 2,9mL
suspens3o de esporos em agua destilada estéril por 60hs.

de
A

enzima foi extraida com solugl3o-tamp3o tris pH ? a uma pro-
porgao de 1:10 (sblido/liquido), apbs agitag3o por 30 min e
filtragd3o em papel de filtro quantitativo. Diluiu-se o ex-
trato enzimatico obtido (1/10) e mediu-se a atividade enzi-

matica por absorg5o em luz ultravioleta (28¢nm).
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TABELA 7 - EFEITO DA VARIAGAC DA TEMPERATURA NA PRODUGAO DO
EXTRATO ENZIMATICO DE ASPERGILLUS ORYZAE NRRL 694
A PH 9 (660 nm).

Aspergillus oryzae NRRL 694 foi incubado em estufa a
temperatura de 25, 28, 30, 33, 35, 37, 40 e 43°C, em erlen-
meyers de 230mL contendo 2,09 de farelo de trigo e 2,0mL de

suspensao de esporos em dgua destilada estéril por 60@hs.

A

enzima foi extraida com solugdo-tamp3o tris pH 9 a uma pro-
porgdo de 1:10 (séblido/liquido)s apéds agitagao por 30 min e
filtrag3o em papel de filtro quantitativo. Diluiu-se o ex-
trato enzimdtico obtido (1/10) e mediu-se a atividade enzi-

madtica pelo método de Lowry (4660nm).
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FIGURA 3 - COMPARAGAO ENTRE AS ATIVIDADES MAXIMAS DE ASPERGIL-

LUS ORYZAE NRRL 494 E ASPERGILLUS AWAMORI NRRL 3112
AS DIFERENTES TEMPERATURAS DE FERMENTAGHAO.

(--- BAspergillus awamori NRRL 31123

— 6seergillus oryzae NRRL 6943

Xz==x = Absorbancia a 280 nm;

0==<0 = Absorbi3ncia a &40 nm)
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Como, também, estava bem delineada a faixa que apresentava
uma maior atividade, resolveu-se seguir o estudo somente nos

intervalos de tempo entre 24 a 48 horas.

Definindo-se a atividade proteolitica (AP) como:

- 0D obtido x Volume da reagdo x Fator de diluiglo

0D ug tir./mL x Tempo da reagio
obtem-se, pelo Grafico 3, a 37°C, para Aspergillus awamari NRRL

3112, a (AP) = 1334 ug tir./mL ou &72 ug tir./mL.g substrato.

Além disso, como o objetivo deste estudo foi o de otimizar
0s pardmetros que influenciam no processos optou-se por apre-
sentar os resultados em termos de atividade relativa, que rela-
ciona ao maior valor, em porcentagems; os diversos valores obti-

dos em cada experimento especifico.

4.4. EFEITO DO pH NA PRODUGCARO DO EXTRATO ENZIMATICO

Variou-se, a seguir, de acordo com 3.7.2.5 o pH da solug8o
tamp3o adicionada ao meio antes do inicio da fermentaglo0, e,
conforme mostra a Figura 4 o pH da solugSo-tamp3o que apresen-
tou a melhor atividade enzimatica foi 7,9, em 34 horas. Obser-
vou-se também que as solugBes-tamp¥0 situadas na faixa 4acida
extrema (1,6 e 2.5) apresentaram praticamente a mesma atividade

que 7,9 (diferenga de 1 a 2% .

Por outro lado, a pequena diferenga de atividade entre o
substrato umedecido com solugBes-tamp30 e com Aagua destilada
PH 7,3 (menos que 2%) abre uma perspectiva de andlise econ®mica

Para a verificag3o de qual solugdo possa ser mais vantajosa.
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FIGURA 4 - EFEITO DA VARIAGAD DO pH NA PRODUGAD DO EXTRATO

ENZIMATICO.

Aispergillus awameri NRRL 3112 foi incubado em erlen-
meyers de 250mL, a 37°C, contendo 2,09 de farelo de trigo e
2,0mL de suspens3do de esporos em solugdes-tamp3o de diferen-
tes pH por 60Ohs. A enzima foi extralda com solug3o de Acido
latico pH 3 a uma propors3o de 1:10@ (sblido/1iquido), apbs
agitag3o por 30 min e filtragdo em papel de filtro quantita-
tivo. Diluiu-se o extrato enzimitico obtido (1/1@) e mediu-
se a atividade enzimdtica por absor¢3o em luz ultravioleta a
289 nm.
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Na Figura 4, utilizou-se como valor 100% de atividade re-
lativa; a melhor atividade obtida neste teste; ou seja, a pH

inicial de 7,9.

4.5. EFEITO DO TEOR DE UMIDADE NA PRODUGKO ENZIMATICA

Variou-se também a proporg¢3o ”“quantidade de sblidos/volume
de liquido”, conforme o item 3.7.3. ey pela Figura S5, verifica-

se que a proporgao de melhor atividade enzimatica foi 1:1.

Este pard3metro mostrou ser de Primordial import&ncia na
fermentag3o pois observa-se que passando da proporg3o 1:1 para
1:3 (p/v) hd um decréscimo de atividade enzimatica (no ponto de
Pico), des, aproximadamente, cinco vezes (verificando-se, inclu-
sives; um deslocamento do pico para 36 horas). Para a proporg3o
de 2:1, a reduglo da atividade enzimatica foi de quatro vezes.
Para 1:2, um decréscimo de tres vezes. Para 2:3, duas vezes e

meia e para 3:2, uma redugdo equivalente a 20%.

Na Figura 5, utilizou-se como valor 10@Y% de atividade re-~
lativay a melhor atividade obtida neste teste, ou sejas a um

teor de umidade de 50% (1:1, p/Vv).

Estes resultados conferem com o apresentado por Nishio et
alii (60); que demonstraram em seus estudos um crescimento de
atividade enzimitica, wvariando-se a porcentagem da proporgio
s6lido/1iquido de 32 a S6%, com o decréscimo de atividade apbs

este ponto.
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FIGURA S - EFEITO DA VARIACAO DO TEOR DE UMIDADE NA PRODUGAO DO
EXTRATO ENZIMATICO.
Aspergillus awamori NRRL 3112 foi incubado em erlen-
meyers de 250mL, a 37°C, com as proporg8es 1:1s 2:1, 3:2,
1:2, 1:3 e 2:3 entre farelo de trigo/suspens3o de esporos em
solugdo-tampdo fosfato pH 7.9 por 60hs. A enzima foi extrai-
da com solugdo de 4cido latico pH 3 a uma proporg¢3o de 1:10
(sblido/1iquido), apbs agitag3o por 3@ min e filtrag3o em
papel de filtro quantitativo. Diluiu-se o extrato enzimitico
obtido (1/10) e mediu-se a atividade enzimitica por absorg3o
em luz ultravioleta a 280 nm.
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0 excesso de 4dgua, por esses dados, demonstra ser mais de-
Cisivo na queda da atividade enzimitica, por interferir no for-
necimento de 02, no decréscimo de porosidade do substrato e das

trocas gasosas no interior do mesmo (45).
4.6. EFEITO DA CONCENTRAGXAO DE INOCULO NA PRODUGHKO ENZIMATICA

A seguirs o paradmetro analisado foi a quantidade de indcu-
lo adicionado, obtidos segundo Tsujita et al (82), pela trans-
mitdncia da suspensfo de esporos do inbculo e de suas sucessi-
vas diluig8es a 646@nm (obtendo-se valores de 10 a 70%). Segun-
do a literatura, 10 mL de suspens3o de esporos (apbds raspagem
suave da cultura crescida na superficie do meio de manutengdao)

correspondem a concentragio de 108 esporos por mL.

Verificou-se, conforme mostrado na Figura 4, que a melhor
atividade enzimatica obtida foi a referente a 50% de transmi-
tdncia. Observou-se, também, que acima de uma determinada con-
centrag3o, uma maior quantidade de inéculo parece diminuir, em
pequena escalas a produgdo enzimdtica. Apds S50% de transmitan-

ciasy notou-se uma redug3o0 entre 1 a 2% da atividade.

Na Figura 6, utilizou-se como valor 100% de atividade re-
lativay, a melhor atividade obtida neste testey, ou seja, a refe-

rente a S50% de transmitidncia.

Thiemann (81), em seu estudo de produg30 de celulases,

~ 6 L d -
mostrou que uma concentrag3o de esporos entre 104 e 10 n30 in-
terferiu na produg3o enzimatica, tendos porém, uma queda brusca

. ~ . 7
de rendimento com uma concentragl3o0 de inbculo de 10'.
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FIGURA &6 - EFEITO DA CONCENTRAGHAO DE INOCULO NA PRODUGKO DO

EXTRATO ENZIMATICO.

Asperaillus awamori NRRL 3142 foi incubado em erlen-
meyers de 250mLs a 37°C, com 2,0g de farelo de trigo e 2,0mL
de suspensio de esporos de diferentes concentragdes, medidas
pela transmit@ncia a 660Onm, em soluglo-tamp3o fosfato pH 7.9
por 48hs. A enzima foi extraida com solug3o de acido latico
pH 3 a uma proporg3o de 1:10 (sblido/liquido), apbs agitagdo
por 30 min e filtrag3o em papel de filtro quantitativo. Di-
luiu-se o extrato enzimitico obtido (1/10) e mediu-se a ati-
vidade enzimatica por absorg3oc em luz ultravioleta a 280 nm.
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4.7. CFEITO DO MEIO DE CULTURA NA PRODUGAC ENZIMATICA

Procurou-se entdo variar o substrato a ser utilizado como
meio de culturas; de acordo com o tipo da matéria-prima, e veri-
ficar a influéncia da adig8o de fontes de nitrogénio e de nu-

trientes.

Em relag3o as matérias-primas utilizadas, apresentaram me-
lhores atividades enzimdticas os extratos produzidos em farinha
de sojas extrato de soja, e farelo de trigo, enquanto que fari-
nha de mandiocas, mandioca pubas farinha de milhos, farelo de al-
goddo e o residuo obtido na "Champion” apresentaram um extrato -

enzimdtico com atividades insignificantes (Tabela 8).

Na Tabela 8; wutilizou-se como valor 100% de atividade re-
lativas, a melhor atividade obtida neste teste, ou sejas a refe-

rente ao uso de farinha de soja apés 34 horas de fermentagio.

Verifica-se que os extratos obtidos em farinha de soja e
extrato de soja apresentaram, aproximadamente a mesma ativida-
des enquanto que o do farelo de trigo apresentou uma atividade

equivalente a 73% dos outros dois.

Este ¢ um resultado que pode ser considerado como bem in-
teressante, uma vez que o farelo de trigo ¢ o substrato mais
empregado na maior parte dos trabalhos relacionados com fermen-

tag8o semi-sblida.
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:Farinha de trigo v 6950 1 53,7 1 75,5 | 50,6 | 72,1 !
iExtrato de soda ! 73,8 1 79,1 1 98,9 1 74,0 § 7001 1
iMandioca Puba  § 0,0 : 050 i 0,0 : 0,0 { 5.0 1
iFarelo de amendoim | 0,0 : 050 i 0,0 : 0,0 { 0s0 1
iFarinha de milho 1 3.2 1 0.0 1 7.7 i 2,2 1 7.6 I
iFarelo de algodo | 10,2 i 3,9 i 12,6 { 11,6 | 8.1 1
iResiduo “Champion” | 0,0 i 4,4 | 11,6 { 10,0 { 0,0 1
i Temeo (hs) 1 30 & 32 i a4 i a6 i a8

TABELA 7 - EFEITO DA VARIAGAO DA FONTE DE CARBONO NA PRODUCRO

DO EXTRATO ENZIMATICO. )

Aspergillus awamori NRRL 3112 foi incubado em er-
lenmeyers de 250mLs, a 37°C, com 2,09 de diferentes meios de
cultura e 2,0mL de suspens3o de esporos em solugdo-tamp8o
fosfato a PH 7:9 por 48hs. A enzima foi extraida com solugdo
de &4cido latico pH 3 a uma proporg3o de 1:10 (sblido/1iqui-
do), apbs agitagio por 3@ min e filtraglo em papel de filtro
quantitativo. Diluiu-se o extrato enzimitico obtido (1/10) e
mediu-se a atividade enzimitica por absorg3o em luz ultra-
violeta a 280 nm.
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Optando-se pela utilizagSo de farinha de soja como meio de
cultura, comparou-ses ent3os a atividade enzimdtica de seu ex-
trato bruto, com a atividade do extrato obtido com esta farinha
suplementada com 10, 25 e 50% de extrato de soja. O extrato ob-
tido com somente farinha de soja como meio de cultura demons-
trou possuir maior atividade enzimAtica em relagdo aos com su-

Plementag3o (Figura 7).

Na Figura 7, wutilizou-se como valor 100% de atividade re-
lativa, a melhor atividade obtida neste testes ou sejas, a re-

ferente ao uso de farinha de soja apé6s 34 horas de fermentagdo.

A seguir, analisou-se o efeito da suplementagdo de sais
minerais (fosfato de ambnia, fosfato de sbdio e potassios fos-—
fato de potassio e sulfato de sédio) em farinha de sojas e os
resultados obtidos, Figura 8, mostraram que houve um decréscimo

na atividade enzimiAtica.

Na Figura 8, wutilizou-se como valor 100% de atividade re-
lativa, a melhor atividade obtida neste testey ou seja, a refe-

rente ao uso de farinha de soja apds 34 horas de fermentag3o.

Windish (92) havia informado do efeito estimulante exerci-
do por fosfatos na produg3o de amilases fUngicas, fato este n3o

comprovado por este estudo para a produg3o de proteases.

Ao se adicionar fontes de nitrogénio (caseina, peptona e
uréia), notou-se, como mostra a Figura 9, uma pequena diminui-

¢30 da atividade em cerca de 5% no instante 34 horas.
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FIGURA 7 - EFEITO DA SUPLEMENTAGAO DE EXTRATO DE SOJA EM
FARINHA DE SOJA NA PRODUCAO DO EXTRATO ENZIMATICO.
Aspergillus awamori NRRL 3112 foi incubado em erlen-
meyers de 25@mL, a 37°C, com 2,09 de farinha de soja, suple-
mentada com 10, 25 e 50% de extrato de soja e 2,0mL de sus-
pens3o de esporos em solug3o-tamp3o0 fosfato pH 7.9 por 48hs.
A enzima foi extrailda com solugSo de 4cido litico pH 3 a uma
proporgdo de 1:10 (sblido/liquido), apbs agitaglo por 3¢ min
e filtragdo em papel de filtro quantitativo. Diluiu-se o ex-
trato enzimatico obtido (1/10) e mediu-se a atividade enzi-
matica por absorg3o0 em luz ultravioleta a 280 nm.

0 valor de 100% corresponde a cultura de 2,09 de
farinha de soja sem suplementag3o alguma em 34 horas.
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FIGURA 8 - EFEITO DA SUPLEMENTAGAO DE NUTRIENTES EM FARINHA

DE SOJA NA PRODUGHKO DO EXTRATO ENZIMATICO.

Aseergillus awamori NRRL 3112 foi incubado em er-
lenmegyers de 250mL, a 37°C, com 2,09 de farinha de s0Jas su-
plementada com diferentes sais minerais e 2:0mL de suspens3io
de esporos em solug3o-tamp3o fosfato pH 7.9 por 48hs. A en-
zima foi extraida com solug3o de Acido latico pPH 3 a uma
Proporgdo de 1:10 (sblido/liquido), apbs agitagdo por 30 min
e filtragdo em papel de filtro quantitativo. Diluiu-se o ex-
trato enzimdtico obtido (1/10) e mediu-se a atividade enzi-
matica por absorg3o em luz ultravioleta a 280 nm.

0 wvalor de 100% corresponde a cultura de 2,09 de
farinha de soja sem suplementag3o alguma em 34 horas.
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FIGURA ? - EFEITO DA SUPLEMENTAGHO DE FONTES DE NITROGENIO EM
FARINHA DE SOJA NA PRODUGHO DO EXTRATO ENZIMATICO.
fispergillus awamori NRRL 3112 foi incubado em er-
lenmeyers de 25@mLs a 37°C, com 2,05 de farinha de sojas su-
plementada com diferentes fontes de nitrogénio e 2,0mL de
suspensao de esporos em soluglo-tampSo fosfato pH 7.9 por
48hs. A enzima foi extralida com solug3o de &cido latico pH 3
a uma proporgao de 1:10 (sblido/liquido)s apbs agitag3o por
30 min e filtrag3o em papel de filtro quantitativo. Diluiu-
se o extrato enzimdtico obtido (1/10) e mediu-se a atividade
enzimatica por absorgdo em luz ultravioleta a 280 nm.

0 wvalor de 100% corresponde a cultura de 2,0g de
farinha de soja sem suplementaglo alguma em 34 horas.
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A adigdo de "tween” a 0,1% e a 0,5% causa uma diminuigSo

de atividade de cerca de 5% no insténte 34 horas (Figura 10).

Nas Figuras 9 e 10, utilizou-se como valor 100% de ativi-
dade relativa, a melhor atividade obtida neste teste, ou sejas,
a referente ao uso de farinha de soja apbs 34 horas de fermen-

tagao.

Windish (92), havia constatado ser a caseina uma excelente
fonte de nitrogénio para a produg¢io enzimAtica, fato este nio

verificado neste estudo.

Verificou-se entdo o efeito da suplementagio de glicose,
sacaroses amido e extrato de levedura, separadamentes a farinha

de soja.

Como pode ser visto na Figura 11, a glicoses em concentra-
¢30 de 10%, consegue melhorar a atividade enzimitica em cerca
de 4%s deslocando porém este ponto de maximo para o tempo de 36

horas de fermentaglo.

Nas Figuras 11, 12, 13, 14 e 15 wutilizou-se <como wvalor
100% de atividade relativa, a atividade obtida neste teste com
0o substrato composto somente por farinha de soja apds 34 horas

de fermentaglo.

Windish (92)s; havia informado sobre o fato da glicose e
frutose serem mais efetivas na promogdo da respiraglos mostran-—
dos poréms um efeito inibidor na formag3o de enzimas flngicas

quando adicionadas em altas concentragdes.
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FIGURA 10 - EFEITO DA SUPLEMENTAGAO DE "TWEEN” EM FARINHA DE

SO0JA NA PRODUGHO DO EXTRATO ENZIMATICO.

@seeraillus awamori NRRL 3112 foi incubado em er-
lenmeyers de 25@mL, a 37°C, com 250g de farinha de sojas su-
plementada com "tween” e 2,0mL de suspens3o de esporos em
solugdo-tamp3o fosfato pH 7.9 por 48hs. A enzima foi extral-
da com solugdo de &cido litico pH 3 a uma proporgao de 1:10
(sblido/ liquido), apbs agitag3o por 30 min e filtragdo em
papel de filtro quantitativo. Diluiu-se o extrato enzimatico
obtido (1/1@) e mediu-se a atividade enzimitica por absorg3o
em luz ultravioleta a 280 nm.

0 wvalor de 100% corresponde a cultura de 2s0g9 de
farinha de soja sem suplementag3o alguma em 34 horas.
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FIGURA 11 - EFEITO DA SUPLEMENTAGHAO DE GLICOSE EM FARINHA DE

S0JA NA PRODUGAO DO EXTRATO ENZIMATICO.

Aseergillus awamori NRRL 3412 foi incubado em er-
lenmeyers de 250mL, a 37°C, com 2,09 de farinha de sojas su-
plementada com glicose e 2,0mlL de suspensio de esporos em
solugao-tamp3o fosfato pH 7.9 por 48hs. A enzima foi extrai-
da com solug3o de &4cido latico pH 3 a uma proporg3o de 1:10
(sblido/liquido), apbs agitag3o por 30 min e filtragl3o em
papel de filtro quantitativo. Diluiu-se o extrato enzimitico
obtido (1/10) e mediu-se a atividade enzimidtica por absorg3o
em luz ultravioleta a 280 nm.

0 wvalor de 100% corresponde a cultura de 2,09 de
farinha de soja sem suplementaglo alguma em 34 horas
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Pelas Figuras 12 e 14, pode-se notar que com a suplementa-
¢do de sacarose (10%) e extrato de levedura (5%), ha, n3o s& um
aumento entre 5% e 10X na atividade enzimaiticas como também uma

redugdo no tempo de produg3o desses extratos para 32 horas.

Dados obtidos na literatura indicam, para diferentes pro
cessos e diferentes linhagens; a variagl3o de temperaturas de
fermentagdo de 21 a 35°C, dependendo do produto desejado. O0Os
tempos de fermentagldo relativos a esses processos variaram de
48 horas a dez dias (15:17521529537544,60,68,69,71,76,79,81,82,
83,87,92). 0 tempo de 32 horas obtido neste estudo, a 37°C, si-
tua-se, portanto, em um valor bem abaixo de todos estes traba-

lhos revistos.

A suplementagdo do meio com amido n8o demonstrou apresen-
tar qualquer melhora na produgdo enzimatica (Figura 13),; assim
como a adigdo de 5% de glicose com 5% de extrato de 1levedura,
5% de sacarose com 5% de extrato de levedura e 5% de amido com

5% de extrato de levedura (Figura 15).

4.8. EFEITO DA ESPESSURA DA CAMADA DE SUBSTRATO NA PRODUGKO DO

EXTRATO ENZIMATICO

Realizou-se a andlise do volume ideal do meio de cultura a
ser fermentado em erlenmeyer de 250mL, tendo em vista ser o
substrato basicamente composto por farinha de sojas o qual de-
monstrou ser um material ques, quando umedecidos n8o0 possui a
porosidade necessaria para a penetragdo de oxigénio e dissipa-

¢do de calor.
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FIGURA 12 - EFEITO DA SUPLEMENTAGHD DE SACAROSE EM FARINHA DE

SO0JA NA PRODUGHO DO EXTRATO ENZIMATICO.

Aseperaillus awameri NRRL 3112 foi incubado em er-
lenmeyers de 250mL, a 37°C, com 2,09 de farinha de sojas su-
plementada com sacarose e 2,9mL de suspens3o de esporos em
solug3o-tamp3o fosfato pH 7.9 por 48hs. A enzima foi extrai-
da com solugd3o de 4cido latico pH 3 a uma proporg3o de 1:10
(sblido/ liquido)s; apbs agitag3o por 30 min e filtrag3o em
papel de filtro quantitativo. Diluiu-se o extrato enzimitico
obtido (1/10) e mediu-se a atividade enzimatica por absorg¢3o
em luz ultravioleta a 280 nm.

0 valor de 100% corresponde a cultura de 2,0g de
farinha de soja sem suplementagSo alguma em 34 horas
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FIGURA 13 - EFEITO DA SUPLEMENTAGKRO DE AMIDO EM FARINHA DE

S0JA NA PRODUGHEO DO EXTRATO ENZIMATICO.

fsperaillus awam@eri NRRL 3112 foi incubado em er-
lenmeyers de 25@mL, a 37°C, com 2,0g de farinha de sojas su-
plementada com amido e 2,0mL de suspens3o de esporos em so-
luglo-tamp3o fosfato pH 7.9 por 48hs. A enzima foi extraida
com solug3o de acido latico pH 3 a uma proporgao de 1:10
(sblido/1iquido)s apbs agitag3o por 30 min e filtragdo em
papel de filtro quantitativo. Diluiu-se o extrato enzimatico
obtido (1/10) e mediu-se a atividade enzimatica por absorgdo
em luz ultravioleta a 289 nm.

0 valor de 100% corresponde a cultura de 2,09 de
farinha de soja sem suplementagdo alguma em 34 horas
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FIGURA 14 - EFEITO DA SUPLEMENTAGHAO DE EXTRATO DE LEVEDURA EM
FARINHA DE S0JA NA PRODUGXO DO EXTRATO ENZIMATICO.
Aspergillus awamori NRRL 3142 foi incubado em er-
lenmeyers de 250mL, a 37°C, com 2,0g de farinha de sojas su-
plementada com extrato de levedura e 2,90mL de suspensdo de
esporos em solug3o-tamp3o fosfato pH 7.9 por 48hs. A enzima
foi extraida com solugdo de acido l3atico pH 3 a uma propor-
gao de 1:10 (sb6lido/liquido)s apbs agitagao por 30 min e
filtrag3o em papel de filtro quantitativo. Diluiu-se o ex-
trato enzimdtico obtido (1/18) e mediu-se a atividade enzi-
matica por absorg3o em luz ultravioleta a 280 nm.

0 wvalor de 100% corresponde a cultura de 2,0g de
farinha de soja sem suplementag3o alguma em 34 horas.
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FIGURA 1S5S - EFEITO DA SUPLEMENTAGHADO DE GLICOSE, SACAROSE OU

AMIDO, JUNTO COM EXTRATO DE LEVEDURA EM FARINHA

DE S0JA NA PRODUGAO DO EXTRATO ENZIMATICO.

fBspergillus awamori NRRL 3112 foi incubado em er-
lenmeyers de 250mLs a 37°C, com 2,09 de farinha de soja, su-
plementada com 5% de glicose, sacarose ou amido junto com 5%
de extrato de levedura e 2,2mL de suspens3ao de esporos em
solugl3o-tamp3o fosfato pH 7.9 por 48hs. A enzima foi extrai-
da com solug¢lo de 4cido litico pH 3 a uma proporg3o de 1:1@
(sblido/liquido), apbs agitaglo por 3@ min e filtrag3o em
papel de filtro quantitativo. Diluiu-se o extrato enzimdtico
obtido (1/10@) e mediu-se a atividade enzimdtica por absorgio
em luz ultravioleta a 2890 nm.

0 wvalor de 100% corresponde a cultura de 2,09 de
farinha de soja sem suplementag3o alguma em 34 horas
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Na Tabela 95 utilizou-se como valor 100% de atividade re-
lativa;, a melhor atividade obtida neste teste, ou sejas a re-

ferente ao uso de 2,0 g de substrato apébs 32 hs de fermentaglo.

A opgdo inicial pelo estudo com apenas 2;0g9 de meio de
cultura pareceu ser acertada pois esta quantidade foi a que
apresentou o extrato bruto com maior atividade enzimatica e
rendimento (atividade/grama de substrato). Quando aumentou-se a
quantidade para 5;0g, foi obtido um extrato com a segunda maior
atividades apresentando, porém, somente 55% da atividade enzi-
matica total e cerca de 20% do rendimento ao se analisar a ati-
idade enzimadtica por grama de substrato utilizado. Quantidades
superiores de meio de cultura apresentaram extratos com ativi-

dades enzimaticas e rendimentos insignificantes (Tabela 9).

Visualmente, o0 crescimento do micélio e a esporulagfo nos
erlenmeyers com @2,0g de substrato se deu mais rapidamente em
relagdo aos outros (cerca de 24 horas), apresentando total re-
cobrimento do meio pelo micélio apbs 6@ horas. Com S5,0g9s; 0 meio
apresentou uma esporulagd3o um pouco mais lenta que no caso an-
terior (apbs cerca de 28 horas)s sendo ainda possivel visuali-
Zzar o meio de cultura intacto no fundo do erlenmeyer ao fim do
mesmo periodo total (40 horas). Com 10,09 de substrato, a espo-
rulagdo intensa iniciou-se apenas apbs 48 horass apresentando
somente recobrimento superficial do micélio no meio. Os erlen-
meyers com 20,09 e 50,09 nao apresentaram esporulagld3o antes de

66 horas.
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TAB

30 ¢ i1 23,3 | 40,5 | 54,8 | 11,4 | 8,8 |
209 1 3i1 1 5,2 1 24,9 ¢ 6,2 ! 8,3 &
209 1o2sd 1 3,1 123,5 i 8,5 ! 0,0 !
W09 L 0,6 1 9.3 17,0 1 3,9 i 0,0
mpo (hs) t 36 32 i 34 i 36 38
ELA 8 - INFLUENCIA DA ESPESSURA DA CAMADA DE SUBSTRATO

NA PRODUGXO DO EXTRATO ENZIMATICO.

Aspergillus awamori NRRL 3112 foi incubado em erlen-
meyers de 25@mL, a 37°C, com 2,09, 5,09, 10,09 e 20,09 de
farinha de sojas e, respectivamente, 2,0mL, Ss0mL, 10,0mL e
20,0mL de suspens8o de esporos em solugao-tampdo fosfato
pH 7.9 por 48hs. A enzima foi extraida com solugdo de acido
l4tico pH 3 a uma proporgdo de 1:10 (sblido/liquido), apbs
agitag3o por 30 min e filtragl3o em papel de filtro quantita-
tivo. Diluiu-se o extrato enzimiatico obtido (1/10) e mediu-
se a atividade enzimidtica por absorg3o em luz ultravioleta a
280 nm.

0 wvalor de 100% corresponde a cultura de 2,09 de
farinha de soja sem suplementaglo alguma em 34 horas.
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Ubteve-se entdo um preparado enzimdtico produzido com 2,04
de meio de cultura em cada erlenmeyer, a 37°C, com uma adigdo
de solug3o-tamp3do de pH inicial 7,9 a uma propor¢3oc sblido/li-
quido de 1:1 utilizando farinha de soja suplementada com 5% de

extrato de levedura ou 10% de sacarose como substrato.

Com estes valores, obteve-se a melhor atividade proteoli-

tica apbs 32 horas de fermentag3o.

4.9. EFEITO DO pH NA ATIVIDADE ENZIMATICA DO EXTRATO BRUTO

Foram entdo realizadds testes para a caracterizagio deste
preparado enzimatico, segundo o item 3.8.1. Como pode-se obser-
var pela Figura 16, este preparado tem sua atividade maxima a
PH 35 mostrando uma queda de 20% a pH 2 e a pH 5 e 80O% a pH 7.
A partir de pH B85 o0 extrato ndo demonstrou qualquer atividade

enzimatica.

4.10. EFEITO DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE ENZIMATICA

Da mesma forma, pela Figura 17, pode-se observar a in-
fluéncia da temperatura na atividade enzimdtica. A temperatura
btima situa-se a 50°C, com a atividade enzimatica decrescendo
rapidamente apb6s este ponto, estando o extrato totalmente ina-
tivo a 70°C. Nota-se que a temperatura de 30°C utilizada para
os testes da atividade enzimatica corresponde apenas a 40% da

atividade a S50°C.
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FIGURA 16 - AVALIAGHO DO pH OTIMO DE ATUAGHDO DO EXTRATO
ENZIMATICO
Foram estudadas as atividades proteoliticas do ex-
trato enzimatico obtidas da digest3o da caseina, ajustados
na faixa de pH entre 2 e 11, com solugBes—-tamp3o apropriadas
(solugdes de Britton-Robinson), a 30°C por 10 minutos de in-
cubagdo.
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FIGURA 17 - AVALIAGAO DA TEMPERATURA OTIMA DE ATUAGAO DO
EXTRATO ENZIMATICO .
Verificou-se o efeito da temperatura, realizando-se

a reagdo por 10 minutos (digest3o da caseina a pH 3 pelo ex-
trato enzimatico) em banhos termoestabilizados a diferentes
temperaturas entre 30 e 70°C, com uma variag3c de 1@ a 10°C.
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4.11. EFEITO DA TEMPERATURA NA ESTABILIDADE ENZIMATICA

0 extrato enzimatico demonstrou ser estivel de 20 a 40°C,
quando ent3o perde rapidamente a atividade. Apresenta uma ati-
vidade de 30% a 65°C, estando totalmente inativada a 70°C, con-

forme pode ser observado na Figura 18.

4.12. EFEITO DO pH NA ESTABILIDADE ENZIMATICA

0 extrato enzimaticos quando incubado durante 1@ horas, a
diferentes pH, apresentou uma estabilidade de sua atividade ma-
xima entre as faixas de 2 a B, caindo rapidamente apbs este
ponto, apresentando cerca de 70% de sua atividade a pH 9, 40% a
PH 10 e menos que 20% a pH 11. Quando incubados poréms durante
36 horass, o extrato apresentou a pH 2, cerca de 80% de sua ati-
vidade total, obtida a pH 3, decrescendo depois lentamente ateé
PH B, onde apresenta uma atividade um pouco maior que 85%, di-
minuindos, novamentes, apds este ponto, aos mesmos resultados ob-

tidos em 1@ horas (Figura 19).

4.13. EFEITO DE IONS METALICOS E EDTA NA ATIVIDADE ENZIMATICA.

Pelas analises realizadas, verificou-se,; conforme mostra
a Figura 20, que o preparado enzimdtico apenas teve um ligeiro
decréscimo de atividade quando incubado junto com sais de cal-
cio (©0,4% de redugdo), =zinco e ferro (1,5%) e litio (3,2%), a-
presentandos contudo, um acréscimo de atividade no extrato bru-
to ao se adicionar sais de magnésio (8,8% de acréscimo)s, cabre

e bario (4,5%), potidssio e manganés (3%) e EDTA (1,5%).
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FIGURA 18 - AVALIAGCKO DA ESTABILIDADE DO EXTRATO ENZIMATICO A

DIFERENTES pH

Adicionou-se imL do extrato enzimdtico a imL de so-
lugBes-tamp3o (solugBes de Britton-Robinson) em diferentes
valores de pH (de 2 a 11, variando-se de 1 a 1).

Estas solugles foram incubadas a temperatura am-
biente durante 10 e 36 horas,; sendo ent3o diluidas para 1:10
com acido latico pH 3, verificando-se, apbs estes periodos,
a atividade enzimdtica de cada pH estudado, pela digest3o da
caseina a 30°C por 1@ minutos.
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FIGURA 19 - AVALIAGHKO DA ESTABILIDADE TERMICA DO EXTRATO
ENZIMATICO
A solugdo enzimdtica foi incubada em banhos termo-
estabilizados a diferentes temperaturas entre 20 e 80°C (va-
riagdo de 12 em 10°C) por uma hora, verificando-se em segui-
da a atividade enzimdtica pela digest3o da caseina durante
10 minutos & temperatura sugerida de 30°C.
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FIGURA 20 - AVALIAGHO DO EFEITO DE IONS METALICOS E EDTA NA
ATIVIDADE DD EXTRATO ENZIMATICO.
Foram adicionados a solug3o0 enzimidtica diferentes
solugBes de fons metdlicos e EDTA (0,001M) na proporg3o 1:1
e incubados a temperatura ambiente por uma hora. Determinou-
se depois deste periodo a atividade enzimiticas pela diges-
t3o da caseina por 10 minutos a 3@°C.
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9. CONCLUSOES

1. Das vinte linhagens de fungos pesquisadas para a pro-

dugdo de enzimas proteoliticas, wverificou-se que Aspergillus

awamori NRRL 3112 foi a que apresentou melhores resultados.

2. As condigOes O6timas para a obteng3o do extrato enzimd-
tico desta linhagem foram definidas como: temperatura de 37 C;
adigdo de soluglo-tamp30 inicial de pH 7,93 proporgH3o s6blido/
liquido de 1:15 wutilizaglo de farinha de soja suplementada com

5% de extrato de levedura ou 10% de sacarose como substrato.

3. Ao se utilizar erlenmeyers de 250 mLy, a quantidade de
farinha de soja que produziu maior atividade enzimdtica relati-
va a massa de substrato empregada, foi de 2,09 ous em outras

palavras, a que apresentou a maior relagdo area/volume.

4. 0 extrato enzimatico foi obtido facilmente através da
adigdo de solugdo de acido latico pH 3,5 na proporglo 1:108 (peso
de substrato inicial/volume de acido latico adicionado) e de
uma simples filtragdo,s, indicando, assims; seu carater extracelu-

lar.

9. 0O extrato enzimdtico com maior atividade proteolitica
foi obtido apdbs 32 horas de incubag30, tempo bem menor aqueles

citados em literatura para outras fermentagdes.
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6. U extrato enzimatico obtido apresenta, como caracte-
risticas especificas, sua atividade proteolitica maxima a pH 3
e a 50°C, mantendo a estabilidade entre as faixas de pH de 2 a
8 durante 1@ horas de incubaglo e estabilidade térmica entre 20
e 460°C por uma hora. Sofreu pequeno decréscimo em sua atividade
(em até 4%) junto com os sais de cilcio, 1litio, zinco e ferro,
sendo que para os outros sais e EDTA, houve inclusive um peque-
no acréscimo (em até 10%) em relag3o0 & atividade do extrato en-

zimatico bruto.
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6. SUGESTOES

Para posteriores trabalhos de laboratério relativos a
produgao deste extrato enzimatico por cultura em meio semi-

sblidoy sugere-se que sejam realizadas pesquisas relativas a:

i. Diferentes tipos de reatores que possam contornar o
problema de aerag3o e dissipag3o de temperatura do meio, bem
como controlar melhor a umidade do meio durante a fermentag3lo,

para trabalhos relativos a ampliag3o de escala.

2. Viabilidade de purificag3o desta(s) enzima(s) e res-

pectiva caracterizag3o.

3. Melhoramento genético do microrganismo estudados para
tentar aumentar a sua produtividade ou diminuir o tempo de

produgio.
4, Verificagdo de possiveis aplicagdes deste extrato

bruto ou de suas enzimas purificadas na inddstria de processa-

mento de alimentos.
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