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Resumo:

A regido Oeste do Parand destaca-se como uma das maiores produtoras
nacionais de soja convencional. Devido a este potencial e as caracteristicas
da soja, que apresenta em sua constituicdo, diversos componentes
bioquimicos como proteinas, polissacarideos, lipidios, carboidratos,
minerais, vitaminas, fibras, lecitina, dentre outros, presentes no grao, torna-
se interessante sua utilizagcdo como substrato para a fermentacdo em estado
sélido (FES), bem como o seu respectivo farelo desengordurado, subproduto
abundante, de facil obtencdo e baixo custo, proveniente na industria de
extracdo do Oleo. O processo de FES, apesar de ndo ser tdo utilizado
industrialmente quanto a fermentacdo submersa (Fsm), pode ser uma
alternativa viavel, pois tem apresentado resultados superiores de
produtividade, principalmente no cultivo de fungos filamentosos e na
producdo de enzimas. Assim, o0 objetivo deste trabalho foi o de avaliar a
producdo das enzimas protease, amilase, celulase, lipase e invertase,
utilizando a soja convencional e seu farelo desengordurado como substrato,
por fermentacdo em estado sdlido, utilizando o fungo A. clavatus. Foram
construidas curvas de crescimento do fungo, onde pode-se observar os
melhores resultados para a protease, amilase e invertase, com a soja
convencional bruta como substrato, didmetro de particula de 0,6 mm,
concentracdo inicial de inéculo de 4.10° esporos/gms, umidade do meio
fermentativo de 50%, pH inicial do meio 6,0 e temperatura de incubacéo de
30°C.

Introducao

A producdo de soja é uma das principais culturas do Brasil, sendo o
carro chefe da producdo agricola nacional. A regido Oeste do Parana se
destaca como uma das lideres na producdo do grdo. A soja convencional é
produzida pela maneira tradicional, bastante difundida em todo o mundo,
com a utilizacdo de técnicas adequadas ao plantio e adubos quimicos e
defensivos agricolas. E uma matéria-prima de custo acessivel e que
apresenta em sua composicdo importantes elementos bioquimicos
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(proteinas, lipidios, carboidratos, minerais, vitaminas, fibras, polissacarideos,
lecitina, isoflavondides, dentre outros) que constituem excelente meio
nutricional para o crescimento e desenvolvimento de microrganismos
utilizados em processos como o da fermentacdo em estado solido (FES).
Seu valor calérico & alto, com a vantagem deste néo resultar de uma grande
quantidade de amido; entretanto, é deficiente em vitaminas, e suas fibras
estdo contidas quase totalmente na casca. As fracdes de proteina e dleo da
soja compreendem aproximadamente 60% do total do peso seco da
semente. Os grdos maduros contém cerca de 40,7% de proteina, 22,7% de
Oleo, 10,9% de acgucares totais, 6,7% de fibra e cerca de 5,8% de cinzas e
30,8% de carboidratos, em base seca (Costa et al., 1974, citados por VIEIRA
et al., 1999) Apresenta também em sua constituicdo, diversos tipos de
enzimas que influenciam a germinacdo da semente e seu crescimento.
Algumas destas enzimas sdo as lipoxigenases, hidroperdxido liase,
peroxigenase, hidroperoxido redutase, amilase, protease, tripsina, etc.
(SILVA, 2004).

O farelo de soja, residuo proveniente da industria de extracéo de oleo,
também apresenta grande potencial de comercializacdo, principalmente na
composicdo alimentar de animais (racdo), com baixo custo e consideravel
valor agregado. O Parana € um dos principais responsaveis pela producéo
nacional de soja e um importante fornecedor de farelo para a alimentacéo
animal, destacando-se as regifes Oeste e Sudoeste do Estado (RIEGER et
al., 2008). A industria da soja pode produzir trés tipos de farelo de soja com
base no teor de proteina bruta. O farelo de soja com 44% de proteina bruta é
obtido pela adicdo de casca de soja, proveniente da fabricacdo do farelo de
soja com 48% proteina bruta, que é descascada antes da extracdo do oleo.
Também existe o farelo de soja com 46% proteina bruta, no qual a
guantidade de casca ja se encontra no grdo (Ministério da Agricultura, 1988,
citado por Gerber et al.,, 2006). Assim, pode-se considerar que o farelo de
soja apresenta caracteristicas favoraveis, relacionadas a composi¢cdo, que
viabilizam a producao de enzimas por FES.

A fermentacdo em estado solido (FES) pode ser definida como um
processo que se refere a cultura de microrganismos sobre ou dentro de
particulas em matriz sélida (substrato ou material inerte), onde o contetdo
de liquido (substrato ou meio umidificante) ligado a ele estd a um nivel de
atividade de agua que, por um lado, assegure o crescimento e metabolismo
das células e, por outro, ndo exceda a maxima capacidade de ligacdo da
agua com a matriz solida (Del Bianchi et al., 2001, citados por Lima et al.,
2001). Entre as vantagens da FES, podem ser citadas algumas: condi¢cdes
da cultura em FES préximas as que se desenvolvem em meios naturais,
simplicidade no preparo do meio de cultura, diminuicdo de contaminacoes,
reducdo dos efluentes liquidos a tratar, residuos soélidos mais estaveis apés
a fermentacdo, producdo concentrada de metabdlitos e eliminacdo da
formacdo de espuma. Por outro lado, o processo também oferece algumas
desvantagens, as quais sdo: uso de microrganismos gque crescem em baixos
niveis de umidade, dificuldade para a remoc¢do do calor gerado pelo
processo de respiracdo do microrganismo, escassez de dados e de projeto

Anais do | Seminario Internacional de Ciéncia, Téogia e Ambiente,
28 a 30 de abril de 2009. UNIOESTE, Cascavel —rZareBrasil.



para fermentadores, dificuldade na medida e no controle de umidade, pH,
oxigénio, gas carbdnico e produtos formados, dentre outras (PANDEY,
1991).

Segundo Gupta et al., 2003, atualmente grandes quantidades de
amilases microbianas estdo disponiveis comercialmente e tem substituido
quase completamente a hidrélise quimica do amido, e com grande aplicacao
industrial, como na producdo de detergentes e produtos de limpeza,
panificacdo, bebidas, na industria de papel e celulose e na alimentacdo
animal.

As enzimas proteoliticas, proteases ou proteinases pertencem ao
grupo das hidrolases, as quais tém em comum o envolvimento da agua na
formacao do produto (WHITAKER, 1994). Scheuer, (1990) e lkasari, (1996)
citam que a protease constitui um dos grupos mais importantes
comercialmente de enzimas microbianas extracelulares, sendo amplamente
usada em diversos setores industriais, particularmente na induastria
alimenticia, farmacéutica, de detergentes, produtos quimicos, couro e seda,
além da panificacdo, laticinios, destilacdo, cervejas, processamento
industrial de proteinas, sinteses organicas, dentre outras.

As celulases sé@o usadas em varios processos na industria alimenticia,
principalmente, na extracdo de: componentes do ch& verde, proteina de
soja, Oleos essenciais, aromatizantes e do amido da batata doce. Essas
enzimas participam, ainda, dos processos de producao do vinagre de laranja
e do 4gar e na extracdo e clarificacdo de sucos de frutas citricas. Na
natureza, existe uma grande variedade de microrganismos que produzem
celulases, capazes de degradar a celulose natural (RUEGGER & TAUK-
TORNISIELO, 2004).

A lipase € uma enzima extremamente versatil, sendo amplamente
utilizada em aplicagdes industriais, como na fabricacdo de derivados do leite
e alimentos, indastria de couro e detergentes, producdo de cosméticos e
produtos farmacéuticos e reacdes de sintese organica, especialmente em
meio ndo aquoso. As lipases microbianas em geral sdo extracelulares, sendo
excretadas através da membrana externa para o meio de cultura (WOOLEY
& PETERSON, 1994).

A invertase (B-D-frutofuranosidase) € uma enzima que hidrolisa a
sacarose, originando uma mistura, em quantidades iguais, de glicose e
frutose. Segundo Shaheen, Bhatti & Ashraf (2008), a invertase é uma das
mais importantes enzimas comerciais usada na industria de alimentos,
sendo uma das primeiras proteinas identificada como biocatalisador. A
mistura hidrolisada de aclUcares obtidos pela invertase apresenta a
vantagem de ser incolor, em contraste com o produto obtido por hidrélise
acida. Invertase proveniente de diferentes fontes € utilizada para a sintese
de xarope de frutose, com diversas aplicagcdes industriais, como a
alimentacéo de abelhas, biscoitos, producao de acidos organicos, chocolate
e producdo de alcool. Porém, sua grande aplicagdo € na fabricacdo do
acucar invertido, que tem grande importancia industrial por possuir poder
adocante superior ao da sacarose.
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Portanto, este trabalho tem como objetivo avaliar a producdo das
enzimas protease, amilase, celulase, lipase e invertase, por FES, utilizando
a soja convencional e seu farelo desengordurado como substrato e o fungo
A. clavatus, por meio da construcéo das curvas de crescimento do fungo.

Materiais e Métodos
Material

O microrganismo utilizado neste trabalho foi o fungo A. clavatus,
cedido pelo laboratdrio de Bioquimica do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude, UNIOESTE - Cascavel. Os substratos utilizados foram a soja
convencional bruta e seu respectivo farelo desengordurado, doados a
UNIOESTE-Toledo pelas empresas COODETEC e SADIA.

Preparo do indculo e substratos

Utilizou-se o meio de cultura PDA (potato dextrose agar) para o
crescimento do microrganismo, que foi inoculado e mantido por 7 dias em
estufa bacterioldgica, a 30°C. Realizou-se a raspagem dos esporos e a
solucéo foi filtrada em funil de vidro com algodao para retirada de micélio
vegetativo.Em seguida, determinou-se o numero e esporos em suspensao
na solucéo, utilizando microscopio optico com aumento de 400x e Camara
de Neubauer. A soja (grédo) e o farelo (pelets) foram fragmentadas e
classificadas em diferentes tamanhos de particula usando peneiras Tyler de
12, 16, 28 e 48 MESH, que correspondem a 1,4; 1,0; 0,6 e 0,3 mm,
respectivamente. Apés, determinou-se o teor umidade dos substratos.

Fermentagcdo em estado soélido (FES)

Os ensaios de FES foram conduzidos em frascos erlenmeyer de 250
mL, onde foram adicionados os substratos e, em seguida, esterilizados.
Apos, foram adicionadas a solucdo de esporos, a solucdo-tampdo e os
nutrientes, de acordo com as quantidades especificadas em cada
experimento. Os frascos foram acondicionados em estufa bacterioldgica,
sendo o tempo de fermentacdo estimado de acordo com cada experimento,
a 30°C. Todas as solucdes-tampao utilizadas no estudo foram preparados
conforme Deutscher et al. (1990). As quantidades de nutrientes utilizados
para o preparo das solucdes foram baseadas no meio Czapeck modificado
(HASAN, 2002), para um volume final de liquido (solucdo-tampé&o) de 500
mL.

Extracdo das enzimas
Para a andlise do sdlido fermentado, foi feita a extracdo dos seus

componentes, utilizando-se tampao fosfato de s6dio 50 mM pH 7,0 na
proporcdo 1:17 (g de sdlido/mL de solucdo-tampéao), a 35°C e 130 rpm,
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durante 2h em incubadora tipo shaker. O extrato bruto foi filtrado e
centrifugado a 2500 rpm, para remocao dos soélidos suspensos.

Métodos analiticos

A determinacdo da concentragdo de gorduras no material sélido foi
baseado no método citado por Silva & Queiroz (2002). O teor umidade foi
determinado por método gravimétrico (A.0.A.C., 1995). O método de
determinacdo da concentracdo de acUcares redutores (AR) e acuUcares
redutores totais (ART) usado neste trabalho foi adaptado do método
proposto por Miller (1959), o qual utiliza o reagente DNS (acido 3,5-
dinitrosalicilico). Para determinacdo das proteinas presentes nas amostras
sélidas utilizou-se o método de Kjeldahl (A.O.A.C., 1984). Para a
determinacdo da atividade enzimatica da lipase a metodologia utilizada foi
adaptada de Freire et al., (1997), citados por GOMBERT et al., (1999). Para
a andlise da atividade enzimatica da celulase utilizou-se a metodologia
adaptada de Mandels et al. (1976). A determinacdo da atividade enzimatica
da amilase foi realizada segundo a metodologia descrita por Hasan (2002). A
determinacdo da atividade enzimatica da protease foi realizada segundo
adaptacdo do método descrito por Germano et al., (2003). A analise da
invertase foi realizada de acordo com o método do reagente DNS, descrito
por Miller (1959).

Resultados e Discussao

Para a realizacéo deste estudo por meio de FES, foi utilizado o fungo
A clavatus e, como substratos, a soja convencional bruta devidamente
fracionada e seu respectivo farelo desengordurado, onde foram avaliadas as
curvas de crescimento para 0 microrganismo.

Os parametros utilizados para a realizagcdo da FES, foram: diametro
de particula dos substratos (0,6 mm), concentracdo inicial de in6culo (4.10°
esporos/gms), umidade do meio fermentativo (50%). O pH do meio (6,0) e
temperatura de incubacdo (30°C) foram determinados de acordo com as
caracteristicas de desenvolvimento do microrganismo.

Para as curvas de crescimento, espera-se que 0 substrato seja
consumido pelo microrganismo ao longo do processo, para que haja
producdo de metabdlitos. Isto fica evidenciado pelo grafico da figura 1, que
apresenta os perfis de ART ao longo da fermentagcdo com a soja bruta e
separadamente, com o farelo da mesma soja.
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Figura 1 - Perfis de ART para a soja convencional b  ruta e seu farelo

Os perfis de proteina sdo apresentados na figura 2, onde nota-se um
maior contetdo para o farelo de soja em relagdo a soja bruta, porém com
perfis variaveis para ambos o0s substratos. Pressupfe-se uma ocasional
discrepancia nas rotas metabdlicas tomadas pelo fungo, em fungcédo de
caracteristicas particulares de cada substrato. Ndo se observa um perfil
caracteristico de crescimento do fungo, relacionado ao teor de proteina. Isto
pode ser explicado pela producao crescente de protease (figura 3, (a) e (b)),
a qual pode estar degradando as formas protéicas produzidas.

480+
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400+
360+
320+

280+

Proteina (mg/gms)

240+ —0— Soja bruta
—O— Farelo

200 T T T T T T T T T T T T T T 1
0 24 48 72 96 120 144 168
Tempo de fermentagéo (h)

Figura 2 - Perfis de proteina para a soja convencio  nal bruta e seu farelo

Nos perfis de AE (figura 3 (a)) e AEesp (figura 3 (b)) da protease, nota-
se que a atividade enzimética aumentou com o tempo de fermentacéo,
atingindo o maior valor para 168h de fermentacdo, tanto para soja bruta
guanto para o farelo. Entretanto, para a atividade especifica da protease, a
soja bruta apresenta valor mais alto em comparacdo ao farelo de soja. A
maior produgéo se encontra no tempo de fermentacao de 144h.
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Figura 3 - Perfis de AE (a) e AE ., (b) da protease para a soja convencional brutaes eu
farelo

Na figura 4 s&o apresentadas as curvas para a variacdo temporal de
AE e AEc, da lipase. Para a atividade enzimatica, pode-se observar um
maior valor para a soja bruta em um tempo de fermentacéo de 96h. Apos, 0s
valores decrescem. O farelo de soja apresenta um pico de producdo da
lipase em 48h, ocorrendo uma oscilagéo posteriormente.
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Figura 4 - Perfis de AE e AE ., da lipase para a soja convencional brutae  seu farelo

As atividades enziméticas especificas apresentaram valores mais
elevados, comparados as AE, entretanto, alcancando valores pouco
expressivos, em ambos 0s casos. Isto caracteriza 0 processo como né&o
sendo o ideal para producdo desta enzima, visto que suas atividades
mantiveram-se baixas em ambos os substratos.
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Os graficos da figura 5 (a e b) apresentam os perfis de AE e AEes
para a amilase, onde nota-se que a AE apresentou picos para a soja bruta
nos tempos de 72 e 144h, apés, a atividade enzimatica decresce. Para a
atividade enzimatica especifica da amilase, os maiores valores encontrados
estdo nos tempos de fermentacdo de 72 e 144h para a soja bruta. O farelo
apresentou resultados inferiores. O resultado obtido indica que o processo
de FES utilizando soja convencional como substrato e o fungo A. clavatus
pode ser viavel para a producdo da enzima.
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Figura 5 - Perfis de AE (a) e AE ., (b) da amilase para a soja convencional brutae se u
farelo

Nos perfis de AE e AEcs, da celulase (figura 6 (a) e (b)) observa-se
que ha uma produc¢éo exponencial da celulase até 24h, seguida de variacdo
nos valores de atividade, fato que poderia ser atribuido a existéncia de
protease, visto que o fungo também produz esta enzima, uma vez que a soja
apresenta elevado teor de proteina. Neste caso, a celulase, sendo uma
proteina, pode ser eventualmente desnaturada pela protease, o que
causaria uma alteracdo de sua concentracdao no meio. Também fica evidente
gue o melhor ponto de atividade tanto para a soja bruta quanto para o farelo
€ o0 tempo de 144h. Pressupde-se que os valores superiores de AE para o
farelo podem evidenciar maior quantidade de material celulésico presente,
nao degradado pelo processo de extracao do Oleo.
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Figura 6 - Perfis de AE (a) e AE ¢, (b) da celulase para a soja convencional brutaes eu
farelo

No caso da invertase, observam-se perfis de crescimento
semelhantes para os dois substratos (figura 7). Os maiores valores de AE
estdo entre 72 e 96h de cultivo (aproximadamente 7 U/mL). Este valor se
apresenta quase constante até o fim do periodo fermentativo. Para a AEesp, 0
maior valor € observado para a soja bruta com 72h de fermentacao
(aproximadamente 24 U/mL.g proteina), o que indica que houve producéo da
enzima. Os valores de AE e AEesp encontrados mostram que os parametros
da FES aplicadas neste estudo, juntamente com o uso da soja e do fungo A.

clavatus favorecem a producao da enzima.
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Figura 7 - Perfis de AE e AE 4, da invertase para a soja convencional bruta e seu farelo
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Conclusao

No estudo conduzido por meio de FES, para construcdo das curvas
de crescimento do fungo A. clavatus, observou-se que a protease obtida a
partir da soja convencional bruta e dos parametros operacionais utilizados
nos experimentos apresentou uma atividade especifica de 37,6 U/g de
proteina. Este fungo também apresentou bons niveis de atividade de
amilase e invertase, caracterizando assim a FES com soja convencional
COMO um processo interessante para a obtencéo destas enzimas. Ja a lipase
e celulase apresentaram valores de atividade baixos. Desta forma, pode-se
dizer que a soja convencional e seu farelo, utilizados como substratos, nao
apresentam caracteristicas constitucionais favoraveis a producdo destas
enzimas.

Agradecimentos
A Fundacéao Araucéria, pelo financiamento do projeto.
Referéncias

A.O.A.C. Association of Official Agricultural Chemists. Official methods of
analysis. 122 ed., Washington D.C., 1984.

A.O.A.C. Association of Official Agricultural Chemists. Official methods of
analysis. 162 ed., Washington D.C., 1995.

Deutscher, M.P.; Simon, M.l.; Abelson, J.N. Guide to protein purification
In Buffers: Principles and Practice, Stoll, V.S.; Blanchard, Ed.: Academic
Press, Inc.San Diego, 1990; 24-38.

Gerber, L.F.P.; Penz Junior, A.M.P.; Ribeiro, A.M.L. Efeito da composic¢ao
do farelo de soja sobre o desempenho e o metabolismo de frangos de
corte. Rev. Bras. Zoot. 2006, 35, 4, 1359-1365.

Germano, S.; Pandey, A.; Osaku, C.A.; Rocha, S.N.; Soccol, C.R.
Characterization and stability of proteases from Penicillium sp. produced
by solid-state fermentation. Enzyme and Microb. Technol. 2003, 32,246-
251.

Gombert, A.; Pinto, A.L..; Castilho, L.R.; Freire, D.M.G. Lipase production
by Penicillium restrictum in solid-state fermentation using babassu oil
cake as substrate. Proc. Biochem. 1999, 35,85-90.

Gupta, R.; Gigras, P.; Mohapatra, H.; Goswami, V.K.; Chauhan, B.
Microbial a-amylases: a biotechnological perspective. Proc. Biochem.
2003, 38, 1599-1616.

Hasan, S.D.M. Producdo, recuperacdo e caracterizacdo de proteinas
alergénicas da biomassa de Drechslera (Helminthosporium) monoceras
obtida por fermentacdo em estado solido. Tese de Doutorado,
Universidade Estadual de Campinas, 2002.

Ikasari, L.; Mitchell, D.A. Leaching and characyerization of Rhizopus
oligosporus acid protease from solid-state fermentation. Enzyme and
Microb. Technol. 1996, 19, 171-175.

Anais do | Seminario Internacional de Ciéncia, Téogia e Ambiente,
28 a 30 de abril de 2009. UNIOESTE, Cascavel —rZareBrasil.



Lima, U.A.; Aquarone, E.; Borzani, W.; Schmidell, W. Biotecnologia
industrial-vol.3. S&o Paulo: Edgard Bliicher LTDA, 2001.

Mandels, M.; Andreotti, R.; Roche, C. Measurement of saccharifying
cellulose. Biotechnol. Bioeng. Symp. 1976, 6, 21-34,.

Miller, G.L. Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of
reducing sugars. Anal. Chem. 1959, 31, 3, 426-428.

Pandey, A. Aspects of fermenter design for solid state fermentations.
Proc. Biochem. 1991, 26, 335-361.

Rieger, C.; Oliveira, V.; Lovatto, P.A.; Araujo, J.S.; Peixoto, E.C.T.M,;
Silva, M.A. Caracteristicas quimicas e valores energéticos de farelos de
soja do oeste e sudoeste do Parana. Ciéncia Rural, 2008, 38, 1, 266-
269.

Ruegger, M.J.S.; Tauk-Tornisielo, S.M. Atividade da celulase de fungos
isolados do solo da Estagdo Ecoldgica de Juréia-ltatins, Sdo Paulo,
Brasil. Rev. Brasil. Bot. 2004, 27, 2, 205-211.

Scheuer, P.J. Some marine ecological phenomena: chemical basis and
biomedical potential. Science, 1990, 248, 173-177.

Shaheen, |.; Bhatti, H.N.; Ashraf, T. Production, purification and thermal
characterization of invertase from a newly isolated Fusarium sp. under
solid-state fermentation. Intern. J. Food Sci. Technol. 2008, 43, 1152—-
1158.

Silva, L.B.C. Identificacdo de lipoxigenases em sementes de soja
[Glycine max (L.) Merril] de diferentes linhagens. Dissertacdo de
Mestrado, Universidade Estadual de Campinas, 2004.

Silva, D.J.; Queiroz, A.C. Andlise de alimentos. Métodos quimicos e
bioldgicos. Vigosa: Editora UFV, 2002.

Vieira, C.R.; Cabral, L.C.; Paula, A.C.O. Composicado centesimal e
conteudo de aminoacidos, acidos graxos e minerais de seis cultivares de
soja destinadas a alimentagcdo humana. Pesq. Agrop. Bras. 1999, 34,
1277-1283.

Whitaker, J.R. Principles of enzymology for the food sciences. New York:
Marcel Dekker, 1994.

Wooley, P.,Peterson, S.B. Lipases their structure production.
Biochemistry and application. New York: Cambridge University Press,
1994.

Anais do | Seminario Internacional de Ciéncia, Téogia e Ambiente,
28 a 30 de abril de 2009. UNIOESTE, Cascavel —rZareBrasil.



