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Resumo

Proteases sdo enzimas que hidrolisam proteinas em peptideos e aminoacidos. Existe um interesse crescente
por tais enzimas por parte da bioindustrial. Assim o presente estudo teve como objetivo determinar a
atividade de proteases de espécies de Aspergillus e Penicillium em diferentes meios de cultura variando o
tipo de fermentacéo. Para tanto foi realizada fermentacdo submersa nos modos estacionario e agitagdo com
trés meios de cultivo Agar Extrato de Malte, Agar Saboraund e Agar Czapeck. Ao final do experimento foi
determinada a atividade proteolitica de cada extrato bruto e posteriormente selecionou-se 0 melhor meio para
verificagdo da curva de producdo de proteases em todas as espécies. A melhor condigdo de cultivo para
producdo de proteases para Aspergillus e Penicillium foi em Agar Extrato de Malte sob fermentacdo
submersa em agitacdo. As espécies de Penicillium demonstraram ser produtoras de proteases, e a maioria das
espécies de Aspergillus atingiram sua producdao maxima nas primeiras 24 horas de fermentacao.

Palavras-Chave: Aspergillus, Penicillium, protease, condicdes de cultivo

Abstract

Proteases are enzymes, which hydrolyse proteins into peptides and aminoacids. There is growing interest by
such enzymes from bioindustrial. The present study aimed to determine the proteolytic activity of species of
Aspergillus and Penicillium in different culture media by varying the type of fermentation. Therefore,
submerged fermentation was carried out in stationary modes and bustle with three culture media: Agar Malt
Extract, Agar Saboraund and Agar Czapeck. At the end of the experiment it was determined the proteolytic
activity of each crude extract and subsequently was selected the best way to verify the protease production
curve in all species. The best growing conditions for the production of proteases for Aspergillus and
Penicillium was in Malt Extract Agar in submerged fermentation in agitation. The Penicillium species shown
to be producing protease and most species of Aspergillus reached their peak production in the first 24 hours
of fermentation.
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1. Introducéo

As  proteases  catalisam reacoes
hidroliticas, nas quais degradam proteinas em
peptideos e aminoacidos. Existe um crescente
interesse por tais enzimas devido a possibilidade
de  aplicacdo industrial das mesmas
(ZANPHORLIN et al., 2007; INACIO et al.,
2013). E estimado que, a demanda global de
enzima em 2013 era de 4,4 bilhdes de dolares, e
acredita-se que ocorrerd um aumento para 7,6
bilhGes em 2020, as proteases constituem um dos
mais importantes grupos de enzimas industriais,
movimentando cerca de 1,2 bilhdes de dolares,
uma vez gque desempenham importante papel na
area da biotecnologia (TARI et al., 2006; GRAND
VIEW RESEARCH, 2014).

Proteases sd0 as mais importantes de
enzimas industriais com diversas aplicacbes
comerciais. A acdo hidrolitica especifica das
proteases possui grande aplicacdo em diferentes
setores, tais como a industria de alimentos, couro,
detergente, farmacéutica, seda, recuperagdo de
prata a partir de filmes de raios-X, digestdo de
residuos e estudo estrutural de proteinas (ABIDI
et al., 2011; SAVITHA et al., 2011; INACIO et
al., 2013)

Embora enzimas proteoliticas possam ser
obtidas a partir de animais e plantas, os micro-
organismo sdo a fonte preferida de aplicacOes
industriais de enzimas devido a vantagem técnica
e econdmica (LAXMAN et al., 2005; GURUNG
et al., 2013), entre estes, os fungos séo produtores
eficientes, predominando espécies de Aspergillus
e Penicillium (SANDHYA et al., 2005; SILVA et
al., 2011; FRISVAD, 2015).

Estas enzimas sdo produzidas por
fermentacdo submersa, utilizando meio liquido
com nutrientes sollveis, processo que tem sido
considerado vantajoso devido a relativa facilidade
para producdo e recuperagdo de enzimas
extracelulares, além de assegurar homogeneidade
e controle dos parametros fisico-quimicos do meio
(GERMANO et al., 2003; MIENDA et al., 2011;
KNOB et al., 2014).

O presente estudo teve como finalidade de
fazer uma analise quantitativa da producdo de
proteases em diferentes meios de cultura, variando
0 processo de fermentacdo de 10 espécies de
Aspergillus e  Penicillium  respectivamente
depositados na Colecdo de Fungos da Amazonia-
CFAM/FIOCRUZ- AM.
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2. Material e Método

2.1. Micro-organismos e condicbes de
subcultivo
Os micro-organismo utilizados neste

estudo foram obtidos da Cole¢do de Fungos da
Amazonia—CFAM/FIOCRUZ. Foi selecionado 20
espécies de fungos filamentosos pertencentes ao
género Aspergillus (10) e Penicillium (10).

Para obtencdo do ino6culo, as espécies
foram subcultivadas em Agar Extrato de Malte
(MEA) em placas de Petri (100 mm x 15 mm), a
28 °C por 7 dias, observando as caracteristicas
macromorfoldgicas em intervalos de 24 horas.

2.2. Investigacdo qualitativa da atividade
proteolitica

Para verificacdo da produgéo de proteases,
foi utilizado cultura estoque de 20 espécies
obtidas anteriormente (item 2.1). Um fragmento
de cada cultura foi repicado no centro da placa de
Petri contendo meio Agar Leite (TEIXEIRA et al.,
2011) suplementado com gelatina a 5%. As placas
foram incubadas em estufa BOD a 28 °C por 72
horas. A producdo de proteases foi determinada
gualitativamente pela formacdo de halos
transldcidos ao redor das coldnias.

2.3. Atividade proteolitica em diferentes meios
de cultura e condicOes de fermentacdo

Para avaliar a melhor condicdo de
fermentacdo associado ano meio de cultura para
producdo de proteases, selecionou-se trés meios
de cultura [Extrato de Malte (MEA), Saboraund
(SAB) e Czapeck (CZ)] e duas formas de
fermentacdo submersa (agitagdo orbital e
estacionaria). Foram realizados cultivos em
frascos de Erlenmeyers de 50 mL contendo 30 mL
de meios de fermentacdo liquida. Da cultura
estoque foram transferidos para cada frasco 1 mL
da suspensdo de esporos na concentracao
5x10°esporos/mL dos respectivos isolados. A
fermentacdo submersa sob agitacdo foi conduzida
em agitador orbital com 150 rpm a 30 °C durante
96h, a fermentacdo submersa estacionaria foi
conduzida nas mesmas condic¢des da anterior sem
a agitacdo. A biomassa foi separada do extrato
bruto por filtragdo a véacuo. No extrato bruto
recuperado  foi determinada a atividade
proteolitica (SILVA NEVES et al., 2006).



2.4. Avaliacdo da producdo de proteases na
melhor condicdo de cultivo

A anélise da producdo de proteases foi
realizada com base no resultado do meio com
melhor eficiéncia na producdo de proteases
obtidos no item 2.3. Os cultivos foram preparados
em frascos de Erlenmeyers de 50 ml contendo 30
ml de meio liquido obtidos no item 2.3. Da cultura
estoque foram transferidos para cada frasco 1 ml
da suspensdo de esporos na concentragdo 5x10°
esporos/mL dos isolados. A fermentacédo
submersa foi conduzida a 150 rpm por 30 °C
durante 120 horas. Para determinagcdo de uma
curva de producdo de proteases, uma aliquota foi
retirada em intervalos de 24 horas. A biomassa foi
separada do extrato bruto por filtragdo a vacuo
utilizando papel de filtro Whatman n°l e
posteriormente em membrana (0,45 um). No
extrato bruto recuperado foi determinada a
atividade proteolitica.

2.5. Determinagdo quantitativa da atividade
proteolitica

Os extratos brutos foram submetidos a
avaliagdo proteolitica quantitativa utilizando
caseina como substrato, em tampéo fosfato 0,15
M, conforme descrito por Fleuri e Sato (2008). O
volume de 0,5 ml dos extratos foi adicionado em
1,5 mL de caseina (2,0 %) e 1,0 mL de tampéo
fosfato 0,15 M, pH 7,5. Posteriormente, a solugdo
enzimatica foi incubada a 28 °C por 30 minutos.
A reacgdo foi paralisada pela adigdo de 3,0 mL de
solugcdo a 0,4 M de &cido tricloroacético (TCA),
seguida de centrifugacdo refrigerada por 15
minutos a 4000 rpm. Uma unidade de atividade
proteolitica foi definida como a quantidade de
enzimas capazes de produzir um aumento na
absorbancia de 0,01 em 1 hora a 280 nm, sendo
expressa em U/mL, segundo Kirsch et al. (2011).
Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

2.6. Andlise estatistica da atividade proteolitica

Para identificar diferengas significativas
entre as variaveis foi realizada anélise de variancia
(ANOVA) com teste de Tukey a 5% de
significancia utilizando o software MINITAB
16.2.1 (2010).

3. Resultados e Discussao

Os resultados da atividade de proteases
em diferentes meios de cultura e condicBes de
fermentacdo, comprovaram haver diferenca
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significativa (p<0,05) na producdo de proteases
entre as 20 espécies estudadas.

Ambos 0S géneros analisados
apresentaram maior producdo em fermentacao
submersa sob agitacdo no meio MEA, que
demostrou ser a melhor fonte de nutrientes em
relacdo ao quantitativo de atividade de proteases e
0s demais meios analisados

As amostras Aspergillus flavus CFAM 29
e Penicillium sp CFAM 572, foram as maiores
produtoras de proteases: 936,89 U/ml e 469,78
U/ml, respectivamente (Tabela 1). Essa diferenca
na atividade de proteases pode ser atribuida ao
fato do uso de diferentes fontes de carbono nos
meios (CZ: sacarose; SAB e MEA: glicose). Poza
et al. (2001) e Ire et al. (2014) testaram diferentes
acucares e concentracbes para a producdo de
proteases por Candida caseinolytica e Aspergillus

carbonarius  respectivamente e  obtiveram
resultados variados conforme a fonte e
concentracado utilizada.

Baixas concentracfes de fontes de

carbono permitem crescimento e sintese de
enzimas em valores maximos, porém, altos
valores de acucares resultaram em repressao
catabdlica na atividade da enzima (IRE et al.,
2011).

SAB e MEA possuem peptona como fonte
de nitrogénio em suas composi¢des, enquanto que
0 CZ néo é suplementado com nenhuma fonte de
nitrogénio.

Segundo Papagianni (2004), a omisséo de
fonte de nitrogénio no meio afeta bastante o
crescimento de fungos e produgdo de metabolitos,
Ire et al. (2011) estudando a producdo de protease
por  Aspergillus  carbonarius utilizando
fermentacdo submersa verificou melhor producéo
de protease em baixas concentra¢des da fonte de
nitrogénio, corroborando com este trabalho, pois
0s meios suplementados com fonte de nitrogénio
(SAB e MEA) foram o0s que apresentaram maiores
atividades proteoliticas.

Malathi e Chakraborty (1991) e Sharma e
De (2011) adicionaram extrato de levedura como
fonte de nitrogénio na producdo de protease
alcalina por Aspergillus flavus e Aspergillus
tamarii, e observaram uma influéncia positiva na
producdo de protease alcalina por esses micro-
organismos respectivamente.

Estudos realizados por Merheb et al.
(2007) e Fernandes et al. (2012) comprovaram
que a producdo de proteases por culturas fangicas
apresentam variacGes no quantitativo de enzima



produzida em fungdo do meio de cultura utilizado,
OuU seja, 0S micro-organismos apresentam
fisiologia diferenciada em diferentes condi¢des de
cultivo e de meios utilizados.

Segundo Rodarte et al. (2011) os
nutrientes, bem como o quantitativo destes,
interferem na producdo e na bioquimica das
proteases. Ogrydziak (1993) afirma que a
atividade de proteases é altamente dependente das
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condicBes experimentais e da metodologia
empregada, resultados que concordam com 0S
apresentados nesta pesquisa, onde MEA e SAB
apresentaram 0s maiores valores de atividade
proteolitica, seguidos pelos baixos valores
encontrados em CZ.

Tabela 1: Producdo de protease em diferentes meios de cultura em fermentacdo submersa estacionaria e sob agitacao

Fermentacao Estacionario

Fermentacdo Sub Agitacéo

Espécie
Ccz SAB MEA Ccz SAB MEA
Penicillium sp.CFAM 91 0,00 216,44 115,11 87,11 304,89 411,78
Penicillium fellutanum CFAM 60 0,00 141,56 209,33 75,56 329,33 447,33
Penicillium citrinum CFAM 233 148,67 246,22 256,44 0,00 158,67 378,89
Aspergillus sp. CFAM 694 38,89 263,78 228,00 96,89 229,56 318,22
Aspergillus niger CFAM 328 0,00 161,11 86,67 435,11 268,44 339,33
Penicillium sp. CFAM 572 0,00 74,89 168,67 0,00 106,44 469,78
Penicillim sp. CFAM 140 1,33 108,44 79,78 48,22 347,11 349,11
Aspergillus japonicus CFAM 626 0,00 0,00 131,11 60,22 253,78 448,22
Aspergillus flavus. CFAM 29 50,44 159,33 196,67 202,00 551,78 936,89
Aspergillus flavus CFAM 28 61,11 168,89 181,78 4,44 497,33 804,00
Penicillium implicatum CFAM 521 8,00 75,78 208,00 107,56 280,00 453,33
Penicillium fellutanum CFAM 504 36,22 130,67 115,56 61,56 56,44 17,11
Asperqgillus flavo-furcatis CFAM 88 128,00 74,44 151,33 135,78 713,78 880,67
Penicillium sp. CFAM 496 44,67 129,11 145,78 0,71 78,00 175,56
Penicillium sp. CFAM 473 90,22 124,67 220,89 18,00 122,00 80,44
Aspergillus flavus CFAM 403 102,44 107,11 175,56 252,22 491,11 768,00
Penicillium sp. CFAM 393 162,22 242,44 116,00 26,00 228,22 88,67
Aspergillus oryzae CFAM 540 34,22 187,11 143,78 135,56 84,00 64,67
Aspergillus niger CFAM 230 46,89 82,44 164,89 0,00 86,89 207,11
Aspergillus niger CFAM 501 152,89 167,56 175,33 60,44 8,67 110,00

Extrato de Malte (MEA); Saboraund (SAB) e Czapeck (CZ). Umidade de atividade de protease (U/mL)

A verificagdo do tempo de produgdo de
proteases para o0 género Aspergillus e Penicillium
foi verificada via fermentacdo submersa sob
agitacdo em meio liquido MEA, uma vez que
estes apresentaram maior producdo de enzimas
nessas condicdes.

Na Figural, pode ser observado que as
espécies do género Penicillium produziram
proteases a partir das primeiras 24 horas. P.
fellutanum CFAM 60, Penicillium sp CFAM 91, e
Penicillium implicatum CFAM 521, atingiram
seus  maiores  valores  nesse  periodo,
correspondendo a 247 U/ml, 288 U/ml, e 211
U/ml, respectivamente. Por outro lado, P. citrinum
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CFAM 233 (375 U/ml), Penicillium sp CFAM
572 (360 U/ml) e Penicillium sp CFAM 393 (423
U/ml) atingiram maior producdo no ultimo dia de
fermentacdo. P. fellutanum CFAM 504 diferente

dos anteriores produziu maior atividade
proteolitica (581 U/ml), no terceiro dia de
fermentacéo.

A producdo de proteases do género
Aspergillus pode ser observado na Figura 2, que
apresenta 70% das espécies produzido seus
maiores valores de atividade de proteases nas
primeiras 24 horas de fermentacéo, e declinio ao
longo do tempo. Apenas A. oryzae CFAM 540
atingiu o pico de producdo em 120 horas de
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fermentacdo (324 U/ml). O valor maximo de
atividade de proetease foi observado em A. niger
CFAM 501 (334 U/ml).
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Figura 1. Atividade proteolitica de Penicillium spp por
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Figura 2. Atividade proteolitica de Aspergillus spp por
fermentacdo submersa.

4. Concluséo

Os géneros Penicillium e Aspergillus
apresentaram maior producdo de proteases via
fermentacdo submersa sob agitacdo em meio
MEA. As espécies de Penicillium apresentaram
maior producdo de proteases quando comparado
com o género Aspergillus. As espécies em estudo
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apresentaram  exigéncias  nutricionais  para
producdo de proteases, caracteristicas relevantes
para aplicacéo biotecnoldgica.
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