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RESUMO 

 

As proteases são enzimas multifuncionais, representam aproximadamente 60% do mercado 

de enzimas e são produzidas por animais, vegetais e micro-organismos. Entre esses, os 

fungos são fontes potenciais devido à sua diversidade bioquímica, suscetibilidade à 

manipulação genética e alta produtividade. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influência 

do tamanho do inóculo na produção de proteases por Aspergillus japonicus DPUA 542 

utilizando diferentes resíduos agroindustriais. Em cada substrato foi inoculado 5% e 10% de 

suspensão de esporo/10g de resíduos e a fermentação foi conduzida a 30 ºC. Após sete dias 

as enzimas foram extraídas em água destilada e o extrato bruto recuperado foi mantido sob 

refrigeração. Para determinação da atividade proteolítica foi utilizada como substrato 

azocaseína 1% (p/v) em Tampão Tris HCl 0,1M, pH 7,2. A atividade proteolítica com valor 

significativo (84,02±9,19 U/mL e 78,99±1,56 U/mL) foi determinada em farelo de arroz 

quando foram utilizados 5% e 10% de suspensão de esporos. 

 

Palavras-chaves: Proteases, Aspergillus japonicus, resíduos agroindustriais, fermentação em 

estado sólido. 

 

INTRODUÇÃO 

 

Proteases representam um grupo de enzimas hidrolíticas muito importante devido ao 

seu potencial para aplicação biotecnológica em vários processos industriais, como indústrias 

de alimentos, detergentes, têxteis, couro, produtos lácteos e preparações farmacêuticas. Tais 

enzimas podem ser isoladas de animal, vegetal ou micro-organismos e são classificadas de 

acordo com o pH, em proteases ácidas (pH 2,0 a 6,0), neutras (pH 6,0 a 8,0) e alcalinas (pH 

8,0-13,0) (Silva, 2011; Souza et al., 2015). 

Entre os micro-organismos, os fungos são excelentes representantes para produção de 

proteases devido à grande diversidade, facilidade de crescimento, adaptação em diferentes 

ambientes e a possibilidade de manipulação genética (Koblitz, 2010; Castro et al., 2014). 

Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Mucor, Humicola, Thermoascus, Thermomycessão 

fungos comumente investigados para produção de enzimas proteolíticas extracelulares pela 

tecnologia da fermentação em estado sólido devido suas propriedades. (Souza et al., 2015). 

As enzimas proteolíticas podem ser produzidas por fermentação submersa (FSm) e 

sólida (FES), todavia para o crescimento de fungos, a FES torna-se mais adequada devido os 

substratos sólidos serem análogos ao habitat natural dos fungos, condição que favorece o 

crescimento e a secreção de diversas enzimas extracelulares (Almeida et al.2010). 
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Além disso, FES é uma tecnologia que se mostra mais atraente pela simplicidade, o 

baixo custo, a alta produtividade, concentração de enzimas e a utilização de resíduos agrícola 

amplamente disponível como substrato (Castro et al., 2014). Assim sendo, o presente trabalho 

objetivou verificar a influência de diferentes resíduos e da concentração do inoculo na 

produção de proteases por Aspergillus japonicus DPUA 542. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Neste estudo foi avaliado Aspergillus japônicas DPUA 542, cedido pela Coleção do 

de Culturas DPUA, do Departamento de Parasitologia, da Universidade Federal do Amazonas 

- UFAM. Para produção das enzimas, a cultura estoque foi obtida em ágar Czapek extrato de 

levedura (CYA) e mantida por sete dias, a 25 ˚C. 

 

Fermentação em estado sólido 

 Na fermentação em estado sólido foram utilizados os seguintes subprodutos 

agroindustriais: (i) serragem; (ii) casca de arroz e (iii) farelo de arroz.Os resíduos tratados, 

com umidade aferida para 60% foram acondicionados em tubo de ensaio 20 x 2,5cm e 

esterilizados a 121 ºC por 60 minutos. Para obtenção do inóculo, na cultura estoque foi 

adicionado 10mL de água destilada esterilizada.Após dispersão da massa micelial, dessa 

suspensão celular de concentração10
-1

, foi retirado volume equivalente a 500 L/g ou 

1000 L/g de resíduo em base úmida para inoculação em 10g de resíduo, pH 6,0. A 

fermentação foi realizada a 30ºC por sete dias. Todos os experimentos foram realizados em 

duplicata. 

 

Extração das Enzimas 

Para obtenção do extrato bruto e determinação da 

atividade proteolítica, foram adicionados 50 mL de água destilada 

esterilizada, em 10 g de resíduo em frasco de Erlenmeyer de 125 mL.Em seguida, essa 

mistura foi submetida à agitação (200 rpm) por 15 minutos, a 30
o
C. O material sólido foi 

separado utilizando papel de filtro Whatman, sob vácuo e, o extrato bruto recuperado foi 

centrifugado a 8000xg por 10 minutos. No final deste processamento, em todos os substratos 

foi aferido o pH. 

 

Determinação da Atividade da Protease 

 Para determinar a atividade proteolítica foram utilizados 250 µL azocaseína 1% (p/v) 

em Tampão Tris HCl 0,1M, pH 7,2 e, 150µL do extrato bruto. A mistura foi incubada por 60 

minutos, em câmara escura. A reação foi interrompida pela adição 1,2 mL de ácido 

Tricloroacético 10% (p/v). Em seguida as amostras foram centrifugadas por 10 minutos, a 

4ºC, a 10000 rpm. Após centrifugação, 1,2 mL do sobrenadante foi transferido para tubos de 

ensaio contendo 1,4 mL de hidróxido de sódio 1M, incluindo o branco. Todos os 

experimentos foram realizados em triplicata e a leitura realizada a 440nm. Uma unidade de 

atividade de protease corresponde à quantidade de enzima necessária para uma variação na 

absorbância igual a 0,01, em uma hora e expressa em U/mL (Silva Neves et al., 2006). 

 

Análise Estatística 

 Os dados foram submetidos à análise de variância e médias utilizando o programa 

Minitab Versão 17. 
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RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

Nos experimentos realizados com A. japonicus DPUA 542, a análise estatística 

revelou que somente o substrato influenciou na produção das enzimas, sem diferença 

significativa da concentração do inóculo (Figura 1). As proteases foram produzidas em todos 

os substratos avaliados, todavia, a maior atividade proteolítica foi verificada no farelo de 

arroz. Outro resultado observado no final da fermentação foi a variação do pH entre 4,5 a 6,0, 

no extrato bruto, parâmetro que indica a excreção de diferentes proteases pelo fungo 

filamentoso investigado. 

 

 

 
 

                                         
FIGURA 1. Atividade proteolítica de A. japonicus utilizando como inóculo volume de suspensão celular 

equivalente a 0,5 ou 1,0/g de resíduo, em base úmida. FA: farelo de arroz; CA: casca de arroz e SE: serragem. 

 

A atividade proteolítica significativa observada no farelo de arroz, provavelmente seja 

decorrente do conteúdo abundante de carboidratos, aminoácidos e lipídios nesse substrato 

(Silveira & Furlong, 2007). A alta concentração de aminoácidos, entre 15 e 20% da massa 

seca encontrada no farelo de arroz, entre outros parâmetros, facilitou o crescimento do fungo, 

visto que aminoácidos são importantes fonte de nitrogênio (Embrapa, 2000; Silveira & 

Furlong, 2007). 

Parâmetros, como a temperatura, o tempo de fermentação associados à composição do 

meio e a capacidade de germinação dos esporos também influenciam na síntese das enzimas 

microbianas (Silva Neves et al., 2006).  

Em relação à baixa atividade determinada no extrato bruto recuperado da casca de 

arroz e serragem pode ser em consequência da baixa concentração de nitrogênio oriundo dois 

substratos utilizados para o crescimento do A. japonicus (Fernandes et al., 2015 ; Sales - 

Campos et al., 2010). Provavelmente este resultado esteja associado à alta concentração de 

sílica presente na casca de arroz, condição que impediu o acesso do fungo aos nutrientes.  

Técnicas estão sendo desenvolvidas, a exemplo da quebra das ligações celulose-sílica por  
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ultrassom para tornar a casca de arroz um substrato passível de fermentação por Aspergillus 

(Yang et al., 2012;Kalapathy et al., 2000). 

 

CONCLUSÕES 

 

Todos os produtos agrícolas proporcionaram o crescimento e a produção de proteases 

por Aspergillus japonicus DPUA 542, todavia as maiores atividades enzimáticas foram 

determinadas em farelo de arroz.  
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