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RESUMO

Proteases sdo aplicadas em diversas areas industriais e podem ser produzidas por
fermentacdo semi-sélida, processo que consiste no crescimento microbiano em substrato
solido. O objetivo foi avaliar a influéncia de diferentes substratos na producdo de proteases
por Aspergillus pulverulentus DPUA-542. Com base nas caracteristicas morfoldgicas foi
verificada viabilidade, pureza e a confirmacéo taxondomica. Na fermentacdo foi utilizado
como inoculo, suspensdo celular 2% (p/v) em exocarpo de cupuagu ou semente de acai
suplementados com farelo de arroz, amido ou peptona. Apés sete dias, o0 extrato bruto foi
separado para a determinacdo da atividade proteolitica. Em todos os substratos foi
determinada a atividade de protease, no entanto, a mistura de exocarpo de cupuagu e
peptona (CC+Pep) foi determinada atividade mais significativa (64,60 U/mL), seguido de
casca de acai e peptona (CA+Pep) com 49,07 U/mL. O cultivo semi-sélido utilizando os
residuos suplementados com peptona mostraram-se viaveis para a producdo de enzimas por
Aspergillus.
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INTRODUCAO

Micro-organismos produzem uma variedade de enzimas que s&o utilizadas com
sucesso em escala industrial. Elas possuem papel fundamental e séo aplicadas nas areas téxtil
(amilase, celulase, oxidoredutase); de limpeza (protease, lipase celulase); papel (xilanase e
lipase); e alimenticia (pectinase, protease e celulase) (Pasha, K. M. et al., 2013).

Entre os micro-organismos, os fungos filamentosos destacam-se na producao
enzimatica em matriz solida por se adaptarem melhor ao substrato devido a sua forma de
crescimento apical e utilizar menor quantidade de &agua (Maciel, 2006). Os fungos
do género Aspergillus sdo amplamente distribuidos na natureza, suscetiveis a manipulacéo
genética, podem ser considerados GRAS (Geralmente Reconhecido como Seguro) e tém
potencial na producdo de enzimas extracelulares que séo de facil recuperacdo ap06s o0 processo
de fermentacédo (Castro, R. J. S., Sato, H. H. 2013).

A fermentacdo semi-sélida (SSF) é utilizada como uma técnica efetiva para tecnologia
de fermentacdo. Os substratos utilizados em SSF suprem as necessidades nutricionais dos
micro-organismos e servem como ancoramento para as células. (Velmurugan, P. et al., 2011).
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Portanto, objetivo desta pesquisa foi o de avaliar a viabilidade da linhagem e o desempenho
de diferentes substratos para producdo de proteases por Aspergillus pulverulentus DPUA-542,

MATERIAL E METODOS

Micro-organismo
Para a producdo de enzimas foi selecionada Aspergillus pulverulentus do acervo da
Colecao de Culturas DPUA/UFAM. A espécie foi reativada em CYA (Czapek-Dox + extrato
de levedura) a partir de cultura preservada em agua destilada esterilizada.

Autenticacdo das Caracteristicas Morfoldgicas
Para confirmagdo taxondmica foram analisadas as caracteristicas macro e micro
morfoldgicas de culturas preparadas em agar CYA (Czapek-Dox + extrato de levedura), CZ
(Czapek-Dox) e Malte. A obtencdo de macro colbnia e do microcultivo em meio de cultura
seletivo foi realizado conforme Klich (2002) e Lacaz et al. (2002). Os cultivos foram
mantidos a 30° C durante sete dias.

Fermentacdo Semi-sélida

A fermentacdo foi conduzida utilizando como substratos os residuos do cupuacu
(exocarpo) ou acai (semente) suplementados com farelo de arroz, amido e peptona na
proporgéo 9:1.

Os substratos (10g) foram umedecidos com uma solucgéo salina (g/L) contendo fosfato
de potéssio monobasico (0,1), sulfato de magnésio (0,5), cloreto de sddio (0,5) e sulfato
ferroso (0,004). O pH foi ajustado para 6,0, os residuos foram distribuidos em tubos de ensaio
(200x25mm) e esterilizados a 121°C, durante 15 minutos. Apds resfriamento, o inoculo
(suspensé@o celular 2% p/v) foi transferido retirado da cultura estoque. A fermentacdo foi
realizada a 30°C, por 7 dias. As enzimas foram extraidas por adicdo de &gua destilada
esterilizada ao substrato e agitacdo durante 15 minutos. O extrato bruto foi separado por
filtracdo a vacuo utilizando papel de filtro Whatman ® n°1.

Determinacdo da atividade proteolitica quantitativa

Para determinacdo da atividade enzimatica proteolitica foi adicionado 250 uL de
solucdo de azocaseina 1% (p/v) em tampédo TRIS-HCI 0,1 M, pH 7,2 em 150 pL de extrato
bruto, em tubos do tipo Falcon. Os tubos reacdo foram incubados por 1 hora a 25 °C em
camara escura. Para interrupcéo da reacao foi adicionado 1,2 mL de &cido tricloroacético 10%
(p/v) e em seguida procedeu-se a centrifugacdo por 10 minutos a 10000 rpm, a 4°C. Apoés a
centrifugacdo, de cada sobrenadante foi retirado 0,8 mL e transferido para tubos de ensaio
contendo 1,4 mL de hidréxido de sodio 1M. A leitura das amostras foi realizada a 440 nm.
Como branco foi utilizado tampéo na solucéo de azocaseina 1% (p/v) em tampédo TRIS-HCI
0,1 M, pH 7,2.

O pH de todos os extratos foi aferido apds a filtracdo. Todas as andlises foram
realizadas em triplicata.

Anélise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise estatistica descritiva média, desvio padréo,
grafico e tabelas para os calculos de atividade enzimatica (R2 > 95%) por meio de analise de
variancia (Anova) e teste Tukey (p < 0,05), utilizando o software Minitab ® versdo 17.0.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

Viabilidade e Confirmacédo Taxonomica
A. pulverulentus caracteristicas morfologicas e estruturas vegetativa e de reproducéo
caracteristico da espécie, conforme citado por (Klich and Pitt, 1988). Estes resultados
mostram a sua viabilidade ap6s dois anos de estocagem em agua destilada esterilizada.

Atividade enzimatica por método Quantitativo

Os resultados mostraram que Aspergillus pulverulentus produziu proteases em todos
0s substratos avaliados. Contudo o valor de atividade proteolitica significativa (64,60 U/ml)
foi determinado em endocarpo de cupuacu e peptona (CC+Pep). Em semente de acai e
peptona (CA+Pep), seguido de exocarpo de cupuacu e farelo de arroz (CC+FA) os valores de
atividade proteolitica foram inferiores 24,05% e 63,63% respectivamente. Nos demais
substratos foi observada a reducdo significativa das proteases nas condi¢cdes experimentais
(Gréfico 1.)

Gréfico 1. Atividade proteolitica de A. pulverulentus produzidas por fermentacdo semi-solida.
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Substratos

C+FA — endocarpo de cupuagu e farelo de arroz, CC+Pep — endocarpo de cupuacu e peptona, CC+Ami —
endocarpo de cupuacu e Amido, CA+FA — semente de acai e farelo de arroz, CA+Pep — semente de acai e
peptona, CA+Ami — semente de acai e amido. Médias que ndo compartilham uma letra sdo significativamente
diferentes.

A fermentacdo em estado semi-solido reproduz o habitat natural dos fungos
filamentosos, de modo que esses micro-organismos sdo capazes de crescer satisfatoriamente
em substrato solido e excretar grande quantidade de enzimas (Silva, et al., 2005).

Fontes de nitrogénio tém o maior impacto no desempenho de fermentagdo porque o
nitrogénio é necessario para a replicacdo celular, manutencdo, metabolismo e producdo de
enzimas. (Smith AD, Holtzapple MT. 2011). Fontes organicas de nitrogénio, como a peptona,
comparadas com fontes inorganicas promovem crescimento celular mais acelerado e maior
densidade celular final.
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Os resultados sugerem que a peptona teve efeitos complementares no crescimento
celular do fungo filamentoso, auxiliando a maior producdo de proteases durante a
fermentacdo, sendo observada, portanto a maior atividade proteolitica ao utilizar a
combinacdo de substrato utilizando-se residuos agroindustriais suplementados com peptona.

Embora o pH da totalidade de substratos tenha sido aferido para 6,0, no extrato bruto
recuperado, ocorreu variacdo de pH de 5,0 (CC+FA; CC+Ami, CA+FA, CA+Ami) a 7,0
(CC+ Pep e CA+Pep). As amostras de extrato bruto que demonstram maior atividade de
proteases o pH foi aferido para 5,0 a 7,0 revelando provavel presenca de proteases neutras e
levemente &cidas.

CONCLUSOES

Os resultados indicaram que entre os varios residuos agroindustriais utilizados,
exocarpo de cupuacu suplementado com peptona foi o substrato adequado para sintese de
proteases, revelando a possibilidade de utilizagdo desse substrato para producdo dessas
enzimas para aplicacdes biotecnoldgicas.
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