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Resumo

O farelo de soja é um dos principais residuos da
agroindustria brasileira, tendo em vista a grande

producdao nacional do grdo. Este subproduto
apresenta caracteristicas que tornam interessante sua
utilizagdo como substrato nos processos de
fermentacdo em estado sdlido (FES). Apesar de ndo
ser tdo utilizado industrialmente quanto a
fermentagdo submersa (FSm), pode ser uma
alternativa viavel, pois apresentada resultados

superiores de produtividade, principalmente no cultivo
de fungos filamentosos e na produgao de enzimas.
Assim, o presente trabalhou teve como objetivo a
producdo das enzimas protease, amilase e invertase
por FES, utilizando farelo de soja convencional e o
fungo A. casiellus. Foram avaliadas a variagao do pH e
fontes de nutrientes, otimizacdo dos parametros da
FES por meio de planejamentos experimentais e
construgao de curvas de crescimento do fungo. Na

Abstract

Soybean meal is one of the major wastes from the
Brazilian agribusiness, in view of the large domestic
production of grain. This byproduct has characteristics
that make it interesting to be used as substrate in the
process of solid-state fermentation (SSF). Although it is
the

fermentation (SmF), it may be a viable alternative, as it

not much used industrially as submerged
has shown superior results of productivity, specially in
the cultivation of filamentous fungi and the production of
enzymes. The present study aimed the production of the
enzymes protease, amylase and invertase by SSF using
conventional soybean meal and the fungus A. casiellus.
The pH and nutrient sources were evaluated and, finally,
an optimization of the parameters of the SSF through
experimental design and construction of growth curves of
the fungus were carried out. The optimization of the
invertase production process reached the best values for

specific enzymatic activity (AEesp) at neutral pH (6.7)
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otimizagdao do processo de producdo para a invertase, and 3% additional source of nitrogen to the medium, with
os melhores valores de atividade enzimatica especifica initial moisture of 50% and temperature of 28°C. The
(AEesp) foram obtidos em pH neutro (6,7) e 3% de best result for the protease activity was obtained in the
fonte adicional de nitrogénio ao meio fermentativo, evaluation of medium nutrient sources, with the use of
com umidade inicial do meio de 50% e temperatura 2% of carbon and nitrogen sources and 2% of mineral
de 289C. O melhor resultado de atividade para a sources. Already, amylase did not show significant results
protease foi obtido na avaliacdo das fontes de for the variables used.

nutrientes do meio, com a utilizacdo de 2% de fonte

de carbono e nitrogénio e 2% de fontes minerais. Ja a

amilase ndo apresentou resultados significativos para

as varidveis empregadas.

Palavras-chave: FES, farelo de soja, A. casiellus Key words: SSF, soybean meal, A. casiellus

1. Introducao

A producdo de soja é uma das principais culturas do Brasil, sendo o carro chefe da producdo agricola
nacional. A regido Oeste do Parand se destaca como uma das lideres na produgdo do grdo.
Consequentemente a esta grande producdo, ha também uma grande geragdo de residuos provenientes do
grao industrializado, principalmente o farelo de soja. Este apresenta grande potencial de comercializacao,
principalmente na composicdo alimentar para animais (ragdo), com baixo custo e consideravel valor
agregado. 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 adigdo de casca de soja, proveniente da
fabricagdo do farelo de soja com 48% proteina bruta, que é descascada antes da extracdo do 6leo. Também
existe o farelo de soja com 46% proteina bruta, no qual a quantidade de casca ja se encontra no grdo
(Ministério da Agricultura, 1988). Tendo em vista que os fungos filamentosos, comumente utilizados em
fermentacdo em estado sdlido (FES), sdo micro-organismos que apresentam um bom crescimento em
substratos protéicos e amilaceos, pode-se considerar que o farelo de soja apresenta caracteristicas
favoraveis, relacionadas a composicdo, que viabilizam a producdo de enzimas por este processo, fornecendo

guantidades significativas de proteina para o desenvolvimento do fungo e produgdo de metabdlitos.

Entre as vantagens da FES, podem ser citadas algumas: condigdes da cultura em FES prdximas as que se
desenvolvem em meios naturais, simplicidade no preparo do meio de cultura, diminuicdo de contaminacgdes,
reducdo dos efluentes liquidos a tratar, residuos sdélidos mais estaveis apds a fermentacdo, producdo
concentrada de metabdlitos e eliminagdo da formagdo de espuma. Por outro lado, o processo também
oferece algumas desvantagens, as quais sdo: uso de microrganismos que crescem em baixos niveis de
umidade, dificuldade para a remocdo do calor gerado pelo processo de respiracdo do microrganismo,
escassez de dados e de projeto para fermentadores, dificuldade na medida e no controle de umidade, pH,

oxigénio, gas carbonico e produtos formados, dentre outras (Pandey, 1991).

De acordo com Pandey (1992), dentre os fungos filamentosos, as trés classes mais usadas em FES sdo
Phycomycetes (Mucor e Rhizopus), Ascomycetes (Aspergillus e Penicillium) e Basidomycetes (Polysporus).

Os fungos do género Aspergillus apresentam um bom crescimento em concentracdes elevadas de acglcar e
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sal, portanto em muitos alimentos com baixo teor de atividade de agua, indicados para aplicagdes em

processo de FES para obtencdo de enzimas.

Estes catalisadores bioldgicos sao muito utilizados industrialmente em diferentes &reas (alimentos,
medicamentos, téxteis, combustiveis etc.) e caracterizam-se pela alta especificidade e eficiéncia e se fazem
necessarias em apenas pequenas quantidades. Muitas vezes contribuem para uma producdo mais

sustentavel, reduzindo o volume de residuos gerados e o consumo de energia (Lerayer, 1993).

Portanto, tendo em vista a alta aplicabilidade das enzimas e a quantidade limitada de referéncias que
utilizam o fungo A. casiellus para sua producao, este estudo avaliou a variagdo do pH e fontes de nutrientes
e otimizagdo dos parametros da FES por meio de planejamentos experimentais para producdo de protease,
amilase e invertase, utilizando farelo de soja convencional como substrato. Foi realizada também a
construgdo de curvas de crescimento do fungo com os parametros o6timos de produgdo obtidos pelos

planejamentos.

2. Materiais e Métodos

2.1. Micro-organismo e substrato

O microrganismo utilizado foi o fungo A. casiellus, cedido pelo laboratério de Bioquimica do Centro de
Ciéncias Bioldgicas e da Saude, da Universidade Estadual do Oeste do Parana. Foram preparados repiques
em meio de cultura PDA (potato dextrose agar) esterilizado e mantidos sob refrigeracdo. No preparo do
inéculo utilizou-se 700 mL do meio PDA esterilizado para o crescimento do micro-organismo, que foi
mantido por 7 dias em estufa bacterioldgica, a 28°C. Realizou-se a raspagem dos esporos e a solugdo foi
filtrada em funil de vidro com algoddo para retirada de micélio vegetativo. Em seguida, determinou-se o
nimero e esporos em suspensdo na solugdo, utilizando microscépio dptico com aumento de 400x e Camara
de Neubauer. O substrato utilizado foi o farelo de soja convencional, doado a UNIOESTE/Toledo pelas
empresas COODETEC e SADIA. O farelo foi classificado 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 de tamanho de

particula, respectivamente. Apds, determinou-se o teor umidade.

2.2. Fermentacao em estado solido e extracdao das enzimas

Os ensaios de FES foram conduzidos em frascos erlenmeyer de 250 mL, onde foram adicionados os
substratos e, em seguida, esterilizados em autoclave a 1,1 atm. Apds, foram adicionadas a solucdao de
esporos, a solucao-tampdao e os nutrientes, de acordo com as quantidades especificadas em cada ensaio. Os
frascos foram acondicionados em estufa bacterioldgica, sendo o tempo de fermentacdo estimado de acordo
com cada ensaio, a 289C. Todas as solugdes-tampdo utilizadas no estudo foram preparados conforme
Deutscher et al. (1990). Para a anadlise do sdlido fermentado, foi feita a extracdo dos seus componentes,
utilizando-se tampao fosfato de sédio 50 mM pH 7,0 na proporcao 1:17 (g de sélido/mL de solugdo-tampéo),
a 35°C e 130 rpm, durante 2h em incubadora tipo shaker. O extrato bruto foi filtrado e centrifugado

(10.000g), para remocao dos solidos suspensos e, posteriormente, acondicionado em freezer.
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2.3. Métodos analiticos

O teor umidade foi determinado por método gravimétrico (A.O.A.C., 1996). Para determinacdo das proteinas
presentes nas amostras soélidas utilizou-se o método de Kjeldahl (A.0.A.C., 1984), que se baseia na
guantificacdo do nitrogénio total presente na amostra sélida. O método de determinacgdo da concentracao de
acucares redutores totais (ART) usado neste trabalho foi adaptado do método proposto por Miller (1959), o
qgual utiliza o reagente DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico). 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 adaptacdao do método descrito por Germano et al. (2003), que utiliza a BSA
(Bovine Serum Albumine) como substrato. Para a determinacdo da atividade da invertase, em tubos de
ensaio de 10 mL foram adicionados 0,5 mL de extrato enzimatico e 0,5 mL de uma solucdo de sacarose
0,6M, preparada em solugao-tampao Macllvaine 50 mM pH 4,0, conforme Deutscher et al. (1990). Os tubos,
contendo o extrato e a solugdo de sacarose, foram levados a banho aquecido a 40°C por 15 min. Apds este
periodo, os acucares redutores foram medidos pelo método do reagente DNS (Miller, 1959). As atividades
enzimaticas da protease e amilase foram determinadas em U, onde (U = Abs/tempo.g massa seca). A
atividade da invertase foi definida como a quantidade de micromoles de aclcares totais liberados por

volume da amostra enzimatica, sob as condicGes de ensaio descritas (U = pmol ART/mL).

2.3. Analise estatistica

Realizou-se a andlise estatistica e otimizacdo da FES por meio de planejamentos estatisticos experimentais,
onde foi usado o programa computacional STATISTICA™ (vers3o 8.0, da StatSoft, Inc.) para calcular os
efeitos principais das varidveis e suas interacbes, bem como os dados relativos a Analise de Variancia
(ANOVA), com um nivel de significancia de 95%. A metodologia de superficie de resposta foi usada para
otimizar as condigdes da FES e fornecer um modelo matematico adequado para a atividade enzimatica (AE)

e atividade enzimatica especifica (AEes,) do processo.

3. Resultados e Discussao

3.1. Estudo da variacao do pH e fontes de nutrientes da FES com A. casiellus

A fermentagdo foi conduzida utilizando-se os seguintes parametros fixos: farelo de soja convencional como
substrato, tempo de fermentagdo de 144h, temperatura de 28°C, diametro de particula do substrato de
0,6mm, concentracdo inicial do inéculo de 4.10° esporos/gms e umidade inicial do meio de 50%. O
planejamento fatorial fracionado 2°,, de resolucdo v, foi utilizado para avaliar as varidveis do processo, as
quais foram: fonte de carbono inorganica (glicose, C. (%)), fonte de nitrogénio (NaNOs, Cy(%)), fonte de
carbono e nitrogénio (peptona de carne, Ccen (%)) e fonte de minerais (fonte orgéanica de carbono Cuy (%)),
baseadas no meio Czapeck modificado (HASAN, 2002), para a variagao inicial de nutrientes do meio. A
variagao inicial do pH foi obtida pela utilizagdo de solugées-tampao com o valor de pH adequado. Na Tabela
1 sdo apresentadas as variaveis utilizadas no planejamento nas suas formas codificadas e os resultados

obtidos para AE.s, da protease, amilase e invertase. Os ensaios 17, 18 e 19 representam uma triplicata no
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ponto central, que permite o calculo do erro padrdo com maior nimero de graus de liberdade. Observa-se

que os valores mais altos de AE.s, foram obtidos para a protease.

Tabela 1: Matriz do planejamento 2572,

. AE:S, AE:S, AEes, Invertase
Ensaio Fo(r;/te; < Fo(r;;e) Ll Fo'\Tt(%/C; € Fon(t; ;v“n' pH Protease Amilase (U/mL.g prot.)
? ° ° ? (U/g prot.)  (U/g prot.)
1 -1 (0) -1 (0) -1 (0) -1 (0) 1 (9,0) 25,3896 1,1939 10,2585
2 1(2) -1 (0) -1 (0) -1 (0) -1 (3,0) 87,8891 7,2822 8,6592
3 -1 (0) 1(2) -1 (0) -1 (0) -1 (3,0) 37,4591 10,8325 9,2161
4 1(2) 1(2) -1 (0) -1 (0) 1 (9,0) 11,0702 1,1695 13,8666
5 -1 (0) -1 (0) 1(2) -1 (0) -1 (3,0) 58,6339 3,3343 10,3064
6 1(2) -1 (0) 1(2) -1 (0) 1 (9,0) 79,1428 1,5784 10,0383
7 -1 (0) 1(2) 1(2) -1 (0) 1 (9,0) 12,4379 0,9889 13,2464
8 1(2) 1(2) 1(2) -1 (0) -1 (3,0) 64,8468 10,0404 9,5470
9 -1 (0) -1 (0) -1 (0) 1(2) -1 (3,0) 66,8288 5,7619 9,5777
10 1(2) -1 (0) -1 (0) 1(2) 1(9,0) 80,8907 2,7565 11,4680
11 -1 (0) 1(2) -1 (0) 1(2) 1(9,0) 5,2980 0,4950 12,6550
12 1(2) 1(2) -1 (0) 1(2) -1 (3,0) 76,1219 9,6659 10,6331
13 -1 (0) -1 (0) 1(2) 1(2) 1(9,0) 35,7985 1,4738 9,1417
14 1(2) -1 (0) 1(2) 1(2) -1 (3,0) 104,0577 5,2433 7,5398
15 -1 (0) 1(2) 1(2) 1(2) -1 (3,0) 40,4251 5,5190 10,6530
16 1(2) 1(2) 1(2) 1(2) 1 (9,0) 22,9512 0,7308 12,3211
17 0 (1) 0 (1) 0(1) 0 (1) 0 (6,0) 59,7445 13,7353 10,9028
18 0(1) 0 (1) 0(1) 0(1) 0 (6,0) 43,1796 11,8650 8,3987
19 0(1) 0(1) 0Q) 0() 0 (6,0) 53,8496 12,9556 8,9737

A analise estatistica com os resultados dos coeficientes e p-valor para o planejamento, referentes a AE.s, da
protease, amilase e invertase sdo apresentadas na Tabela 2, onde os valores destacados em negrito e italico

indicam que o efeito é significativo para um intervalo de confianca de 95% (p<0,05).

A Tabela 1 mostra que, para a protease, as varidveis fonte de C, fonte de N e pH foram significativas,
indicando que se a fonte de C for aumentada, ocorrera um aumento da resposta. Em contrapartida, com um
aumento da fonte de N ou do pH havera uma diminuicdo da atividade especifica. Para a amilase, observa-se
gue nenhum dos efeitos principais e interacées entre as variadveis apresentaram significancia, sugerindo que
as variaveis empregadas neste estudo ndo apresentaram relevancia na producdo de amilase por A. casiellus
por FES utilizando farelo de soja convencional como substrato. Com relacdo a invertase, nenhuma das
variaveis e interagdes avaliadas foi significativa. Entretanto, com o intuito de verificar uma possivel direcdo a
ser tomada na conducdo de experimentos futuros, observa-se que o pH e a fonte de nitrogénio, que sdo as
variaveis que mais se aproximaram do intervalo de confianca de 95% (p-valor<0,05), influenciaram as

respostas de forma positiva; tém-se um aumento de AE.s, com o aumento do valor destas variaveis.
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Tabela 2: Coeficientes e p-valor para a AE.s, da protease, amilase e invertase para o planejamento 2°,,

Protease Amilase Invertase
Variavel
p-valor Coef p-valor Coef p-valor Coef.

Intercepto 0,000070 50,8429 0,053894 5,6116 0,000080 10,3896
Fonte C 0,003190 15,2937 0,797909 0,5542 0,880482 -0,0614

Fonte N 0,002446 -16,7513 0,755478 0,6761 0,085892 0,9468

Fonte Ce N 0,402350 1,7092 0,767754 -0,6405 0,596772 -0,2213
Fonte Min. 0,142799 3,4689 0,889879 -0,2983 0,860405 -0,0718

pH 0,002577 -16,4552 0,232637 -2,9557 0,067325 1,0539

Fonte C x Fonte N 0,055069 -5,3725 0,969287 -0,0828 0,740963 0,1360
Fonte C x Fonte Ce N 0,929356 0,1692 0,914800 0,2303 0,338366 -0,4263
Fonte C x Fonte Min. 0,413118 1,6652 0,966958 0,0891 0,896254 0,0532
Fonte C x pH 0,642928 -0,9024 0,891556 -0,2937 0,407574 0,3604
Fonte N x Fonte C 0,846605 -0,3702 0,988852 0,0300 0,723358 0,1459
Fonte N x Fonte Min. 0,576878 -1,0961 0,806746 -0,5291 0,769899 0,1201
Fonte de N x pH 0,085970 -4,4317 0,608933 -1,1284 0,315501 0,4510
Fonte C e N x Fonte Min 0,066941 -4,9475 0,972738 -0,0735 0,404050 -0,3635
Fonte Ce N x pH 0,392332 1,7511 0,804641 0,5351 0,604656 -0,2163
Fonte Min. x pH 0,496212 -1,3567 0,865967 0,3640 0,705169 -0,1562

R? = 0,989 R? = 0,507 R? = 0,870

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados da analise de variancia (ANOVA) para a AEe, da protease e da
invertase . Para a validacdo do modelo proposto foi utilizado o teste F, onde tem-se que se F calculado for
maior que o valor de F tabelado, o modelo linear é valido e os parametros da equacdo se ajustam aos dados
experimentais. Segundo Barros Neto et al. (2007), o valor tabelado de F para um intervalo de confianga de

95% e com os graus de liberdade, para AEesp é: Fuap (15;3;0,05) = 8,7.

Tabela 3: ANOVA para o planejamento 2°, para AE.s, da protease e invertase.

Fonte de SQ GL MQ Fealc
variagéo Prot. Inv. Prot. Inv. Prot. Inv. Prot. Inv.
Regressao 14129,21 45,45 15 15 941,95 3,03 19,08 1,35
Residuos 148,13 6,75 3 3 49,38 2,25

Total 14277,34 52,20 18 18 941,95 3,03

R2 para protease (0,989) e R2 para invertase (0,871). SQ é a soma quadratica, MQ é a média quadratica, GL sdo os graus
de liberdade e F, € 0 valor de F calculado.

Para o teste F referente a protease, nota-se que F.c>Fiwp, portanto o modelo linear proposto é valido. Pode-
se entdo escrever empiricamente o modelo matematico de AE., em fungdo das varidveis significativas

(Equacao 1).

AEes, (U/g proteina) = 50,8429 +15,2937[C -16,7513 [Cy - 16,4552 [pH (1)

Ja para a analise da invertase, observa-se que Fgc < Fip, 10go, 0 modelo linear proposto ndo é valido para
predizer o comportamento do processo. Porém, tendo em vista que as variaveis pH e fonte de nitrogénio,
mesmo ndo apresentando significancia, se aproximaram do intervalo de confianca de 95%, a superficie de
resposta para AE.s, pode ser avaliada com o intuito de verificar a direcdo a ser tomada para a realizagdo de

estudos subsequentes, com a finalidade de aumentar os valores de AEcgp.

As superficies de resposta para a AE.s, da protease sdo apresentadas na Figura 1 (A e B), e, como visto nos

resultados para o planejamento, indicam que valores mais altos podem ser obtidos com o aumento da fonte
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de carbono e diminuicdo da fonte de nitrogénio e pH. O grafico da Figura 1(C) apresenta a superficie de
resposta para a AE.s, da invertase, onde observa-se que se novos experimentos forem conduzidos em niveis

mais altos de pH e fonte de nitrogénio, havera um aumento da resposta desejada.

zf 7
o3 &8
Q‘% g%
ey

R 5o

Figura 1: (A) Variagcdo de fonte de N e fonte de C para a AE.s, da protease. (B) Variacdo pH e fonte de C para a AE.s, da
protease. Com aumento da fonte de C obtém-se maior valor para a atividade, ja para um aumento de pH e fonte de N, a

atividade diminuira. (C) Variagdo pH e fonte de N para a AE.s, da invertase, com um aumento de ambas as variaveis, a

atividade aumentara.

O melhor valor de AE., para a protease (104,0577 U/g de proteina) foi obtido para a maior quantidade de
fonte inorganica de carbono presente no meio fermentativo (2%) e para a menor quantidade de fonte de
nitrogénio (0%) e menor valor de pH (3,0), evidenciando que a producdo da enzima, com caracteristica
acida, requer uma suplementacdo do meio para sua producgdo, quando utiliza-se farelo de soja como

substrato. Este fato pode ser explicado pela suposta perda de fontes de carbono do gréo, apods processado

para a extracdo do o6leo vegetal.

Na producdo de protease por processo submerso utilizando A. terreus, Wu et al. (2006) observaram maxima
atividade da enzima de 129 U/mL apods 4 dias de fermentacdo do meio, que utilizou residuo de d6leo de

palma como substrato. Concluiram que a adicdo de nutrientes e controle do pH ndo afetaram
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significativamente o rendimento do processo, porém, a diluicdo do meio de 75% para 100% diminuiu a
atividade em 40%. Na obtencdo de extratos proteoliticos por meio de FES pelo fungo A. oryzae utilizando
farinha de peixe como substrato, Garcia-Gdémez et al. (2008) obtiveram uma atividade da protease alcalina
(pH 10,0) de 120 U/L. Apods estudos, puderam verificar que a enzima produzida no experimento apresentou
maior grau de hidrolise, comparando-se com a enzima obtida comercialmente (22,2% contra 9,1%,
respectivamente). Apesar de ndo ser possivel a comparacdo dos resultados apresentados pelos autores
mencionados com os resultados deste estudo, pode-se verificar que a produgao de protease, detectada pelos
meétodos analiticos empregados, pode viabilizar a utilizacdo do farelo de soja como substrato, uma matéria

prima abundante e de baixo valor comercial.

Ja para a invertase, o melhor valor de AE., (13,8666 U/mL.g de proteina), foi obtido para a maior
guantidade de fonte de nitrogénio presente no meio fermentativo (2%) e para o maior valor de pH (9,0),
confirmando assim a orientagdo indicada pelas superficies de resposta. Investigando a otimizagcdo dos meios
de cultura para a producao de invertase por A. niger utilizando FES e FSm, Balasubramaniem et al. (2001)
observaram maxima produtividade no processo em estado sdlido, utilizando bagaco de cana como substrato,
de 149,1 U/L.h. Concluiram que este processo favorece a producdo da enzima em maior quantidade, se
comparado com o processo submerso (58,3 U/L.h). No estudo da regulacdo da sintese da invertase por A.
niger, Rubio e Navarro (2006) obtiveram maxima atividade da enzima de 4,0 U/mL, em meio nutriente com
adicdo de sacarose (10g/L), em fermentacdo solida. Ao observar os resultados obtidos para a invertase com
farelo de soja convencional e adicdo de nutrientes, utilizando A. casiellus, pode-se constatar que este
processo torna-se interessante para a producdo da enzima, pois apresentou resultados de AE superior ao

mencionado por Rubio e Navarro (2006).

3.2. Otimizacdo dos parametros da FES com A. casiellus

Foi avaliada a produgdo da invertase, utilizando os melhores pardmetros obtidos no estudo anterior: farelo
de soja convencional como substrato, concentragdo inicial de inéculo de 4.10° esporos/gms, tempo de
fermentacdo de 144h, umidade inicial do meio fermentativo de 50%, diametro de particula de 0,6mm e
temperatura de 28°C. Os efeitos negativos obtidos para fonte de C, fonte de C e N e fonte de minerais
(Tabela 2), mesmo sendo ndo significativos, podem indicar que atividades mais elevadas de invertase serdao
obtidas em concentracdes mais baixas dessas fontes, nao influenciando de maneira decisiva producao da
enzima. Por este motivo, apenas as variaveis pH inicial do meio e fonte de N (Cy) serdo avaliadas. Para isso
sera usado um planejamento do tipo DCCR (delineamento composto central rotacional) com duas variaveis.
Neste tipo de planejamento é possivel, por meio da analise de regressdo dos pontos experimentais, gerar
modelos quadraticos, resultando em superficies de resposta curvas (Rodrigues e Iemma, 2005). As
especificacdes dos niveis das varidveis usadas no planejamento com as varidaveis nas suas formas
codificadas e os resultados obtidos para atividade enzimatica especifica (AE.sp) sd0 apresentadas na Tabela
4.
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Tabela 4: Matriz do planejamento DCCR.

Ensaio Fonte de N (%), NaNO; pH AEesp (U/mL.g proteina)
1 -1(1,6) -1 (6,7) 11,0905
2 +1 (4,4) -1(6,7) 12,6218
3 -1 (1,6) +1 (10,3) 10,2121
4 +1 (4,4) +1 (10,3) 10,0342
5 -1,414 (1,0) 0 (8,5) 11,2345
6 +1,414 (5,0) 0 (8,5) 13,7254
7 0 (3,0) -1,414 (6,0) 9,4178
8 0 (3,0) +1,414 (11,0) 10,2225
9 0 (3,0) 0 (8,5) 11,9579
10 0 (3,0) 0 (8,5) 17,4121
11 0 (3,0) 0 (8,5) 12,0953
12 0 (3,0) 0 (8,5) 11,9476

O maior valor para a atividade da enzima é observado no ponto central do experimento (ensaio 10). Na
Tabela 5 sdo apresentadas as estimativas dos efeitos principais e das interagbes das varidveis para o
planejamento, referentes a AE., da invertase, onde (L) representa a parte linear e (Q) a parte quadratica do
modelo. Os valores destacados em negrito e itdlico indicam que o efeito € significativo para o intervalo de

confianga de 95% (p<0,05).

Tabela 5: Estimativa dos efeitos para AEes, para o planejamento DCCR.

Variavel Efeito Erro padrao p-valor Coeficiente
Intercepto 13,3532 1,0261 0,000013 13,3532
Fonte de N (L) 1,2191 1,4512 0,433070 0,6096
Fonte de N (Q) -0,9535 1,6227 0,578255 -0,4767
pH (L) -0,5821 1,4512 0,702214 -0,2911
pH (Q) -3,6141 1,6227 0,067530 -1,8070
Fonte de N (L) x pH (L) -0,8546 2,0522 0,691568 -0,4273

R2 =0,500 ; R = 0,707

Nota-se que nenhuma das variaveis e interagdes avaliadas foi significativa. A analise de variancia (ANOVA) é
apresentada na Tabela 6, com um nivel de significancia de 95%. O valor tabelado de F, com seus

respectivos graus de liberdade é: Fi (5;6;0,05) = 4,39.

Tabela 6: Anélise de varidncia obtida para o planejamento DCCR.

Fonte de variagdo Soma Quadratica Graus de Liberdade Média Quadratica Fealc
Regressdo 25,36 5 5,07 1,20
Residuos 25,27 6 4,21
Total 50,63 11
R2 = 0,501

Pelo teste F nota-se que F. . < Fiap para as atividades enzimatica e enzimatica especifica da invertase, logo,
o modelo linear proposto ndo é valido para predizer o comportamento do processo em ambos os casos. Isto
também fica evidenciado pelo baixo coeficiente de correlacdo R2. Entretanto pode-se utilizar a superficie de
resposta com o intuito de verificar a direcao a ser tomada para a realizacdo de novos estudos que conduzam

a maiores valores de AEcgp,.

O grafico da Figura 2 mostra a superficie de resposta, onde pode-se observar que um aumento da AE., é

alcancando se o valor da fonte nitrogénio for aumentado e o valor do pH inicial for diminuido.
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Figura 2: Superficie de resposta para AE.s, da invertase.

Observando os resultados da Tabela 4, os melhores valores AE., encontram-se nos pontos centrais do
planejamento; os pontos extremos (-1,414 e +1,414) apresentam os piores resultados. Assim, avaliando
estas respostas de acordo com os resultados apresentados na analise estatistica do planejamento, que
indicam valores maiores para fonte de nitrogénio e valores menores para pH, pode-se concluir que o melhor
pH e a melhor quantidade de fonte de nitrogénio para a producdo da enzima por A. casiellus com farelo de

soja é 6,7 e 3%, respectivamente.

Mamma et al. (2008) observaram uma maxima atividade da invertase de 72,5 U/g de substrato com 90%
de umidade e pH 5,0, utilizando A. niger, na producdo de enzimas para a induUstria de processamento de
citricos, obtendo resultados satisfatérios na degradacao de polissacarideos da laranja. Também utilizando A.
niger, L'Hocine et al. (2000) obtiveram maxima atividade da invertase no extrato cru de 72U/g de substrato,
utilizando sacarose, na purificacdo e caracterizacdo da enzima. Os resultados obtidos neste estudo, embora
sejam de dificil comparacdo com os resultados apresentados pelos autores, indicam uma capacidade de
producao de invertase pelo fungo, utilizando farelo de soja como substrato. Ainda, que dos fatores avaliados
no estudo, os que mais apresentam influéncia na obtencdao da enzima sdo a fonte de nitrogénio e o pH inicial

do meio fermentativo.

3.3. Curvas de crescimento do A. casiellus

A partir dos resultados da otimizagdo foram construidas curvas de crescimento do A. casiellus para a
protease e invertase. A FES foi conduzida utilizando-se farelo de soja convencional como substrato, 50% de
umidade inicial do meio, temperatura de 28°C, tempo de fermentacdo de 168h, diametro de particula de

0,6mm, concentracdo inicial do inéculo de 4.10° esporos/gms, pH 6,7 e 3% de fonte de nitrogénio (NaNO3).

Com relacdao ao desenvolvimento do microrganismo, espera-se observar um consumo do substrato pelo
microrganismo ao longo do processo, o que proporcionara a producdao de metabdlitos. Este comportamento

é observado na no grafico da Figura 3 (A), onde o perfil de consumo de ART decresce entre 0 e 48h e apos,
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apresenta-se constante. A variacdo temporal de proteina é apresentada na Figura 3 (B), onde seu conteldo

pode evidenciar, de forma indireta, a producdo de biomassa fungica ao longo do processo de fermentagao.
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Figura 3: Variacdo temporal para o farelo de soja convencional, (A) ART; (B) proteina.

Nota-se o perfil crescente da proteina entre 0 e 72h de fermentagdo. Apds, ocorre uma variagdo em 120h,
onde pode-se pressupor uma ocasional discrepancia nas rotas metabdlicas tomadas pelo fungo, em funcdo
de caracteristicas particulares do substrato. Ndo se observa um perfil caracteristico de crescimento do fungo,
relacionado ao teor de proteina. Isto pode ser explicado pela produgdo crescente de protease (Figura 4 (A)),

a qual pode estar degradando as formas protéicas produzidas

Nos perfis de atividade da protease (Figura 4 (A)), ha um crescimento ao longo do processo fermentativo,
onde os maiores valores de AE e AE.s, sdo observados apds 144h de fermentagdo, sendo que a atividade
especifica apresentou o maior valor (25,92 U/g de proteina). J& no grafico da Figura 4 (B) sdo apresentados
os perfis de atividades para a invertase. Os valores mais altos foram obtidos para 48h de fermentacao (AE
6,48 U/mL e AE., 14,6 U/mL.g de proteina). Apds, mantiveram um comportamento constante, com uma

pequena oscilagdo em 120h.
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Figura 4: Perfis de AE e AE.s,, (A) protease; (B) invertase.

Na produgcdo de amilase e protease por uma linhagem de A. oryzae mutante, Biesebeke et al. (2005)
obtiveram maxima atividade proteasica de 61 U/g de substrato, utilizando trigo, em pH 5,5 apds 6 dias de
fermentacdo. Ja Su et al. (2005) observaram maxima atividade de protease de 1150,0 U/g de substrato em
molho de soja fermentado por A. oryzae e A. sojae, a 55°C, por um periodo de incubacdo de 48h. Apesar de
apresentar resultados inferiores de AE (13,70 U) em relacdo aos resultados mencionados pelos autores, a
producdo de protease por A. casiellus com farelo de soja convencional, 50% de umidade inical e pH 6,7
apresentou-se satisfatoria, bem como em todos os estudos realizados neste trabalho. Referente a invertase,
na producdo da enzima por A. niger em processo em estado sdlido, Romero-Gémez et al. (2000) obtiveram
maxima produtividade de 125 U/L.h, a 30°C em meio contendo sacarose e nitrato de sddio, observando uma
maior produtividade em comparagdo ao processo submerso (21 U/L.h). Vargas (2004), avaliando efeitos de
ultrassom na invertase de A. niger obtiveram uma atividade especifica da enzima de, aproximadamente, 10
U/g de proteina, em meio contendo sacarose, peptona e melago de cana, concluindo que o fungo utilizado
apresenta grande potencial para producdo desta enzima, em nivel industrial. Desta maneira, os resultados
gue foram apresentados neste estudo para a obtencdo de invertase indicam que a fermentacdao conduzida
por A. casiellus com farelo de soja convencional e fonte de N apresentam bons resultados, quando
comparado ao resultado obtido por Vargas (2004). Sendo assim, pode-se explorar o potencial dos residuos

de soja na producdo de invertase fungica, onde espera-se obter quantidades significativas da enzima.

4. Conclusao

Nos estudos conduzidos com o fungo A. casiellus, onde foi utilizado farelo de soja convencional como
substrato e fonte de nutrientes para a otimizacdo do meio fermentativo, as enzimas invertase e amilase
apresentaram producdo. Porém, no estudo de otimizacdo do meio, as varidveis avaliadas na apresentaram

significancia na producdo de amilase, indicando que para a producdo desta enzima com farelo de soja deve-
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se tomar um caminho que avalie condicdes de fermentacdo diferentes das adotadas neste trabalho. Por
outro lado, com a utilizagdo de 2% de fonte de carbono e nitrogénio e 2% de fonte minerais, a atividade
enzimatica especifica da protease foi a mais elevada observada em todo o trabalho (104,06 U/g de proteina).
Ja a invertase apresentou resultados de atividade superiores nos ensaios conduzidos com meio otimizado,

indicando que o caminho tracado pelas variaveis é adequado a sua produgao.
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