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RESUMO

Proteases séo enzimas economicamente importantes e podem ser sintetizadas por uma gama
de fungos filamentosos, incluindo as espécies do género Aspergillus. Estas enzimas podem ser
produzidas por fermentacdo semi-solida e submersa, sendo que a fermentagcdo submersa tem
propriedades vantajosas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a produgdo de proteases por
fermentacdo submersa utilizando quatro espécies de Aspergillus da Micoteca DPUA. A producédo de
proteases foi realizada em MGYP, pH 6, durante 96 horas. Todas as espécies (Aspergillus niger
DPUA 398, A. pulverulentus DPUA 478, A. oryzae DPUA 1624, A. flavus T3D1) produziram
proteases nas condi¢fes de fermentacdo. Destes, Aspergillus oryzae foi 0 que expressou maior
quantidade de enzimas proteoliticas (185,11 U/mL + 0,77), com diferenca significativa entre as
espécies. Estes resultados promissores mostraram que as espécies estudadas possuem diferentes
caracteristicas fisiologicas e também séo fontes de proteases.
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INTRODUCAO

As proteases ganharam um grande espa¢o nos diversos setores produtivos,
substituindo catalisadores quimicos nas industrias téxteis, farmacéuticas, de detergentes, de
alimentos e bebidas e de recuperacdo de prata de raio-X (Pasha et al., 2013). Esse grupo de
enzimas pode ser produzido por fermentacdo semi-sélida ou submersa. A fermentagéo
submersa consiste no cultivo de micro- organismos em meio liquido padronizado que fornega
condicdes ideais para crescimento e producdo enzimética (Nyonzima e More, 2013). Esta
técnica de fermentacdo tem muitas vantagens em relacdo a fermentacdo semi-solida, pois
parametros fisicos e quimicos podem ser facilmente controlados, como pH, concentracdo de
nutrientes disponiveis, aeracdo, além da fécil recuperagdo enzimatica (Sandhya et al., 2005;
Colla et al., 2016). Segundo Chandrasekaran et al. (2015) e Ortiz et al. (2016) fungos
filamentosos tém sido bastante utilizados nas inddstrias, inclusive espécies do género
Aspergillus, pela alta capacidade de secretar enzimas no meio de crescimento. Assim sendo
este trabalho teve por objetivo avaliar a producdo de proteases por fermentacdo submersa por
quatro espécies de Aspergillus da Micoteca DPUA.
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MATERIAL E METODOS

As espeécies Aspergillus niger DPUA 398, Aspergillus pulverulentus DPUA 478,
Aspergillus oryzae DPUA 1624 e Aspergillus flavus T3D1 preservadas em &gua destilada
esterilizada foram cedidas pela Colecdo de Culturas DPUA, da Universidade Federal do
Amazonas. O subcultivo foi preparado em &agar Czapek suplementado com Extrato de
Levedura (CYA), em tubos de ensaio, mantido a 25 °C, por 7 dias. De cada cultivo foi
preparada uma suspensao de esporos de modo a se obter uma concentracédo final, em 200 mL
do meio, de 106 esporos/mL. A fermentacdo submersa foi realizada em frasco de Erlenmeyer
de 500 mL contendo 200 mL de meio MGYP [extrato de malte 0,3% (p/v); glicose 1% (p/v);
extrato de levedura 0,3% (p/v) e peptona 0,5% (p/v)], a 25°C, por 96h, sob agitacdo de 180
rpm. Ao término da fermentagdo a biomassa na forma de pellets foi separada do sobrenadante
por filtracdo a vacuo e o extrato bruto filtrado em membrana de acetato de celulose (0,45 pm).
A atividade proteolitica foi determinada segundo Alecrim et al. (2015), onde 150 pL do
extrato bruto foram adicionados a 250 pL de azocaseina 1% (p/v) em tampé&o Tris-HCI 0,1 M,
pH 7,2. A mistura foi incubada por 1 hora a 25 °C em camara escura e interrompida pela
adicdo de 1,2 mL de acido tricloroacético 10% (p/v). A centrifugacdo foi realizada durante 10
minutos, 10000 rpm. Do sobrenadante recuperado foram retirados 800 uL e transferido para
1,4 mL de hidréxido de s6dio 1 M. Os sistemas de reacdo e o branco foram feitos em
triplicata e a leitura realizada a 440 nm. Uma unidade de atividade proteolitica foi definida
como a quantidade de enzimas capaz de produzir um aumento na absorbancia de 0,01 em 1
hora, expressa em U/mL. Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) ao
nivel de 95% de significancia e meédias comparadas pelo teste de Tukey com 5% de
significancia, utilizando-se o “Software MiniTab 16”.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Estudos recentes tém demonstrado que espécies de Aspergillus, como Aspergillus
flavus, Aspergillus oryzae, Aspergillus niger, sdo produtoras de enzimas proteoliticas, o que €
interessante para as industrias, visto que os fungos filamentosos possuem uma ampla
diversidade genética, sdo facilmente manipulaveis e a massa micelial pode ser removida por
filtracdo (Castro e Sato, 2014; Souza et al., 2015). Neste estudo, realizado em 96 horas, foi
observado que todas as espécies avaliadas se mostraram eficientes na producéo de proteases
(Tabela 1). Porém, Aspergillus oryzae DPUA 1624 foi a espécie que demonstrou maior valor
significativo de atividade proteolitica (185,11 U/mL + 0,77), seguido de Aspergillus flavus
T3D1 (26,89U/mL + 0,38). Em ordem decrescente de atividade, Aspergillus niger DPUA 398
(9,78U/mL £ 0,38) e Aspergillus pulverulentus DPUA 478 (9,56U/mL £0,38) foram as
espéecies com menor atividade proteolitica. Estes dados mostram que a variagao dos valores de
atividade das proteases depende diretamente da fisiologia das espécies que se pretende utilizar
no estudo. A espécie Aspergillus oryzae ndo € considerada toxigénica e é uma grande
produtora de proteases por fermentacdo, sendo utilizadas nas industrias japonesas para
fabricacdo de sake (vinho de arroz) e molho de soja (Pascoal et al., 2014). Hamada et al.
(2013) verificou que proteases deste fungo também podem ser utilizadas como aditivos na
fabricacdo de paes sem gluten.

Ao final da fermentacdo o pH variou de neutro, nos extratos de A. niger, A
pulverulentus e A. flavus, a levemente alcalino, nos extratos de A. oryzae. Enzimas
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proteoliticas com pH alcalino tém sido utilizadas como aditivos em detergentes, no curtimento
de couro e na producdo de molho de soja (Zambare et al., 2011; Murakami et al., 2014).

Tabela 1. Atividade de proteases produzidas por espécies de Aspergillus da Micoteca DPUA em 200 mL de
MGYP [extrato de malte 0,3% (p/v); glicose 1% (p/v); extrato de levedura 0,3% (p/v) e peptona 0,5% (p/v), pH
6,0], a 180 rpm, durante 96 horas

Espécies Substrato Atividade pH
(Procedéncia) proteases extrato
(U/mL) bruto
Aspergillus niger DPUA 398 Serragem’ 9,78 +0,38" 7,0
Aspergillus pulverulentus DPUA 478 Serragem* 9,55 + 0,38° 7,5
Aspergillus oryzae DPUA 1624 Serragem* 185,11+ 0,77 8,0
Aspergillus flavus T3D1 Carapaca® 26,89 + 0,38" 7,0

Médias seguidas pelas mesmas letras néo se diferenciam uma da outra pelo Teste de Tukey (p<0.05).
'Pilha de Serragem; *Carapaca de tartaruga.

CONCLUSOES

Todas as espécies de Aspergillus estudadas secretaram proteases, sendo que
Aspergillus oryzae DPUA 1624 se mostrou um excelente produtor. Estudos complementarem
devem ser realizados para promover o entendimento das caracteristicas fisioldgicas desta
espécie e seu potencial biotecnoldgico, bem como futura aplicacao industrial.
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