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Resumo

Proteases possuem um papel fundamental na economia, estando presentes em diversos setores industriais. Dentre 0s
fungos conhecidos por produzir proteases, destaca-se o0 género Aspergillus. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
produzir proteases a partir de fermentacdo em estado solido de Aspergillus ochraceus, purificar, caracterizar e avaliar
seu potencial na produgdo de enzima colagenolitica e fibrinolitica. Para isto foram avaliados o tipo e quantidade do
substrato e a umidade das fermentagdes. Posteriormente foi realizada purificacdo por cromatografia DEA-Sephadex e
Superdex-G75 em sistema FPLC. Assim como caracterizacdo parcial avaliando o pH e temperatura 6timos da acdo da
protease. Foi observada que a melhor atividade da enzima nas fermentacfes com farelo de trigo como substrato (3g) e
60% de umidade, apresentando atividade proteasica, colagenolitica e fibrinolitica. Também foi observada maior
atividade em pH8 e 50°C. Assim, concluisse que A. ochraceus possui grande potencial para aplicagdo biotecnoldgica,
destacando-se a importancia de futuras avaliages.

Palavras-chave: Fungo Filamentoso; Residuo de Café; Farelo de Trigo; Enzima Fibrinolitica; Colagenase.

Abstract

Proteases play a fundamental role in the economy, being present in several industrial sectors. Among the fungi known
to produce proteases, the genus Aspergillus stands out. Thus, the objective of this work was to produce proteases from
solid state fermentation of Aspergillus ochraceus, purify, characterize and evaluate their potential in the production of
collagenolytic and fibrinolytic enzymes. For this, the type and quantity of the substrate and the humidity of the
fermentations were evaluated. Subsequently, purification was performed by DEA-Sephadex and Superdex-G75
chromatography in an FPLC system. As well as partial characterization evaluating the optimal pH and temperature of
the protease action. It was observed that the best enzyme activity in fermentations with wheat bran as substrate (3g) and
60% moisture, showing protease, collagenolytic and fibrinolytic activity. Greater activity was also observed at pH8 and
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50°C. Thus, it was concluded that A. ochraceus has great potential for biotechnological application, highlighting the
importance of future evaluations.
Keywords: Filamentous Fungus; Coffee Residue; Wheat Bran; Fibrinolytic Enzyme; Collagenase.

Resumen

Las proteasas juegan un papel fundamental en la economia, estando presente en varios sectores industriales. Entre los
hongos que se sabe que producen proteasas, se destaca el género Aspergillus. Asi, el objetivo de este trabajo fue
producir proteasas a partir de la fermentacion en estado sélido de Aspergillus ochraceus, purificar, caracterizar y
evaluar su potencial en la produccion de enzimas colagenoliticas y fibrinoliticas. Para ello se evalud el tipo y cantidad
de sustrato y la humedad de las fermentaciones. Posteriormente, se realizé la purificacién mediante cromatografia DEA-
Sephadex y Superdex-G75 en sistema FPLC. Asi como la caracterizacién parcial evaluando el pH y la temperatura
optimos de la accion de la proteasa. Se observd que la mejor actividad enzimética en fermentaciones con salvado de
trigo como sustrato (3g) y 60% de humedad, presenta actividad proteasa, colagenolitica y fibrinolitica. También se
observd una mayor actividad a pH 8 y 50 ° C. Asi, se concluyd que A. ochraceus tiene un gran potencial de aplicacion
biotecnoldgica, destacando la importancia de futuras evaluaciones.

Palabras clave: Hongo Filamentoso; Residuo de Café; Salvado de Trigo; Enzima Fibrinolitica; Colagenasa.

1. Introducédo

Proteases sdo biocatalisadores valiosos, amplamente empregadas em diversos setores industriais principalmente
devido a sua diversidade bioquimica, facilidade quanto de manipulacdo e especificidade (Clerici et al., 2021). Proteases com
capacidade de degradar o colageno, por exemplo, podem ser utilizadas na industria do couro, alimenticia e farmacéutica
(Bhagwat & Dandge 2018). Além disso, peptideos de coldgeno ainda podem ser empregados na fabricagdo de farmacos,
hidratantes, suplementos, agentes antimicrobianos, entre outros (Yagoda et al., 2014). Outro destaque no mercado de enzimas
sdo as proteases com atividade fibrinolitica, uma vez que apresentam dissolucéo de coagulos sem alteragdo do fluxo sanguineo,
podendo ser utilizadas para tratamento terapéutico da trombose (Ali & Bavisetty, 2020; Nascimento et al., 2015).

A partir da importncia dessas enzimas, a diversidade microbiana é explorada na finalidade de identificar-se
microrganismos produtores de protease, uma vez que estes destacam-se metabolitos (Clerici et al., 2021). Proteases produzidas
por fungos filamentosos destacam-se ainda em relagdo a sua atividade (Kilikian & Pessoa-Jr, 2020; Wanderley et al. 2017).
Dentre as espécies mais utilizadas na produgdo de enzimas encontram-se as pertencentes ao género Aspergillus, como A. niger,
A. fumigatus, e A. oryzae, conhecidos por secretar uma gama de enzimas e proteinas extracelulares que podem ser utilizadas
para diversos processos industriais (Bianco, L. & Perrotta, G., 2015), entretanto existe uma grande variedade de espécies ainda
ndo estudadas. Segundo EI-Khonezy et al. (2021) Aspergillus ochraceus BT21 foi capaz de produzir protease alcalina,
apresentado estabilidade com detergentes comerciais. Outros estudos destacam ainda o potencial colagenolitico de proteases
produzidas por A. ochraeus, entretanto as informacfes sobre o uso deste microrganismo para fabricagdo enzimética sdo
escassas.

Segundo a literatura, a producdo de enzimas por fermentacdo em estado sélido (FES) é promissora (Novelli et al.,
2016). Uma das principais vantagens dessa metodologia é a possibilidade do uso de residuos organicos, como cascas de
laranja, macd, banana, farelo de soja, arroz e trigo, sendo este Ultimo um dos substratos mais descritos na literatura para
fermentagdo microbiologica (Chimbekujwo, et al. 2013) outros residuos menos comuns também demonstram ser substratos
relevantes, como a borra de café (Pandey et al., 2000; Rocha et al., 2021) . Além disso, utiliza pouca quantidade de dgua o que
promove uma maior concentracdo de metabdlitos, reduz a probabilidade de contaminagdo bacteriana e favorece o crescimento
de fungos filamentosos, ja que estes crescem facilmente sobre substratos solidos (Chilakamarry et al., 2022). Por tanto, o
objetivo deste trabalho é produzir e purificar proteases de interesse comercial a partir da fermentagdo em estado sélido de
Aspergillus ochraceus URM604, bem como avaliar a utilizacdo de farelo de trigo e residuos de café como substratos neste

bioprocesso.
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2. Metodologia

2.1 Microrganismo
O fungo foi cedido em parceria com o Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco —
Micoteca URM604. O meio utilizado para a manutencio dos micro-organismos foi o Agar Batata Dextrose (BDA)

previamente autoclavado a 121°C por 20min (Nascimento et al. 2017).

2.2 Fermentagdo em Estado Sélido (FES)

A FES foi determinada segundo Rocha et al. (2021), adaptado. O meio de cultura para a producéo das proteases foi
obtido a partir de comércio local, sendo coletado o farelo de trigo e a borra de café, estes foram previamente secos em estufa a
100°C até a completa desidratacdo e peneirados. Foi realizado planejamento fatorial 2 3 (Tabela 1) para andlise das melhores
condigdes de producdo, onde foram avaliados quanto ao tipo de substrato (café, trigo, e café + trigo em uma mistura de 1:1), &
concentracdo de substrato (3g, 59 e 7g) e umidade (20%, 40% e 60%). Para a FES, os substratos foram autoclavados a 121°C
por 20min, em erlenmeyers de 125 mL. Posteriormente foram depositados nestes erlenmeyers os esporos do fungo na
concentracdo 107, ressuspendidos em solucédo de com caldo glicosado (1% Glu, 0,2% extrato de carne e 3% peptona) e tween

80 (w/n). A fermentacéo ocorreu por 7 dias em estufa a 30°C, sem luminosidade.

Tabela 1: Matrix do planejamento fatorial 2°

Variaveis Niveis
Menor (-1) Central (0) Maior (+1)
Concentracédo do 3 5 7

substrato (g)

Umidade (%) 20 40 60

Tipo do substrato Café Café + trigo Trigo

Fonte: Autores (2022)

2.3 Extragdo da Enzima e Obtengdo de precipitado cetnico

A extracdo da enzima foi realizada segundo Rocha et al. (2021), utilizando Tamp&o TRIS-HCI pH 8 0,1M com NaCl
a 0,15M (7 ml/g de substrato). A filtracdo para obtencéo do liquido metaholico foi realizada em bomba a vacuo. Para obtencao
do precipitado cetdnico, uma aliquota do extrato bruto (10mL) foi precipitado com acetona (70%) e solubilizado em 1mL do

mesmo tampao (Nascimento et al. 2017).

2.4 Dosagem Proteica e Atividade Proteolitica

A determinacgdo das proteinas totais foi realizada utilizando o método BCA de acordo com Smith et al. (1985). O
método para determinacdo da atividade da protease foi descrito por Ginther (1979) modificado. A mistura de reagdo conteve
0,25 mL do substrato (azocaseina 1% p/v em tampéo Tris-HCI 0,1M, pH 8,0) e 0,15 mL da amostra. Esta mistura foi incubada
por 1 hora em estufa a 30°C sendo a reacdo interrompida pela adicdo de 1 mL de &cido tricloroacético (TCA) 10% p/v.,
posteriormente as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 10000 rpm. Dos sobrenadantes, foram pipetados 0,8 mL e
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transferidos para eppendorfs contendo 0,2 mL de hidroxido de sédio 1,8 N. A leitura foi realizada a 420nm em

espectrofotémetro.

2.5 Atividades Colagenolitica e Fibrinolitica

A atividade colagenolitica foi determinada de acordo com o método de Chavira et al. (1984), modificado. Uma
suspensdo de Azocoll a 5 mg/mL foi preparada em tampdo 0.1M Tris—HCI, pH 8,0 para um volume final de 0,950 mL,
0,050mL da amostra foi inoculada nessa suspensdo e a reacdo processada a 35°C, por 1 hora sob agitagdo. Em seguida, a
reacdo foi centrifugada 5000 rpm por 5min, e a absorbancia medida em 520nm em espectrofotdmetro. A Atividade especifica
de ambos os experimentos foi determinada através da razdo Atividade/proteina e expressa em U/mg.

A atividade fibrinolitica foi determinada de acordo com Wang et al. (2006). Para formacdo do coégulo foi utilizado
0,4 mL de fibrinogénio 0,72% com 0,1 mL de tampao fosfato 245mM (pH 7) e incubado a 37°C por 5 min. Em seguida, foi
adicionado 0,1 mL de uma solug¢do de trombina 20 U/mL. A solugdo foi incubada a 37°C por 10 min. Posteriormente foi
adicionado 0,1 mL de amostra contendo a enzima e a incubag¢do continuou a 37°C. A solugdo sofreu agitagdo para
homogeneizacdo a cada 20 minutos até completar 1 hora. Por fim, foi adicionado 0,7 mL de &cido tricloroacético 0,2 M (TCA)
para parar a reagdo. A mistura de reacdo foi centrifugada a 15.000 x g durante 10 min. Entdo, 1 mL do sobrenadante foi
recolhido e a absorbancia a 275nm foi medida. A atividade foi medida levando em consideragdo que 1 unidade (unidade de
degradacdo de fibrina, FU) de a atividade enzimética é definida como um aumento de 0,01 por minuto na absorbancia a 275nm

da solucéo de reacéo.

2.6 Purificacio da enzima através de métodos cromatogréaficos

O método de purificagdo das enzimas foi realizado utilizando cromatografia de troca idnica em DEAE-sephadex de
acordo com Nascimento et al. (2017), a amostra foi eluida com solucéo salina de NaCl a 0,3 M com tampé&o TRIS-HCI pH 8,
0,1M. Em seguida, a enzima passou por sistema FPLC através do equipamento Akta Avant 25 onde foi utilizada coluna
cromatografica em gel filtracdo, Superdex-G75.

2.7 Caracterizacdo bioguimica parcial
2.7.1 Efeito do pH e Temperatura na Atividade Enzimatica

O efeito do pH na atividade da protease foi avaliado pela mistura da solugdo enzimética com o substrato especifico,
preparados em solucBes tampdes 0,05 M com diferentes valores de pH: citrato de sddio (pH 5,8; 6,2; 7,2); fosfato de sédio (pH
5,8; 6,2); Tris-HCI (pH 7,2; 8,6 e 9,0) e Glicina-NaOH (pH 8,6, 9,0 e 9,5) e determinacdes da atividade enzimética. O efeito da
temperatura foi determinado utilizando uma mistura de reacdo contendo o substrato especifico e a solugdo enzimatica,
incubadas em diferentes temperaturas (25°C, 30°C, 40°C, 50°C, 60°C e 70°C) por 60 min, para posterior determinacdo da

atividade enzimatica (Nascimento et al. 2017).

3. Resultados e Discussao

Fatores como umidade, tipo e concentracdo do substrato foram estudados visando otimizar a producéo de protease.
Todas as culturas de Aspergillus ochraceus URM604 foram capazes de crescer nas condi¢Ges avaliadas, da mesma forma todos
0s extratos apresentaram um alto teor de proteinas e proteases. Estes substratos ja foram utilizados por vérios autores, o farelo
de trigo é frequentemente relatado na literatura para producdo de enzimas, Nascimento et al. (2017) apresenta farelo de trigo

como melhor substrato na producgdo de proteases com acao fibrinolitica a partir da fermentacdo em estado sélido com fungos
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filamentosos; Naik et al. (2019) obteve o mesmo resultado ao comparar farelo de trigo com residuos agroindustriais na
producdo de enzimas por Aspergillus sp. O uso de residuos de café é pouco mencionado na literatura embora apresente grande
potencial (Cerda, et al., 2017), ainda assim foram utilizados em estudos para producao de celulases e xilanases por bactérias
(Pseudoxanthonomas taiwanensis e Sphingobacterium composti) e leveduras (Cyberlindnera jardinii e Barnettozyma
californica), demonstrando serem excelentes meios para o cultivo de microrganismos (Soccol et al., 2017). Rocha et al. (2021)
utiliza residuo de café para producédo de proteases por Aspergillus sydowii URM5774, obtendo 59 U/mg em extrato bruto.

A relacdo entre as varidveis utilizadas e a proteases por Aspergillus ochraceus URM604 pode ser analisada na tabela
2, onde observa-se uma superioridade na atividade especifica (218,27 U/mg) utilizando trigo (3g a 60% de umidade) quando
comparado a borra de café pura (76,44 U/mg) nas mesmas condicGes de fermentacdo, apresentando ser o melhor substrato para
obtencdo destas enzimas. Também foram realizados testes com ambos os substratos na concentracdo de 1:1, nas condicfes
centrais de 5¢g de substrato e 40% de umidade, ainda assim, os resultados obtidos quando utilizado somente o farelo de trigo se
mostraram superiores. Similarmente, ElI-Khonezy et al. (2021), obteve até 7359,8 U/mg utilizando farelo de trigo como
substrato na producdo de proteases por A. ochraceus em estudo onde foram avaliadas fermenta¢des com milho ingreme, linho,
farelo de trigo, farelo de arroz, feno e soja.

Tabela 2. Resultados da producdo de protease por Aspergillus utilizando planejamento fatorial 23

Atividade Proteésica
Substrato  Quantidade (g)  Umidade (%) Proteina Total (mg/mL)

Especifica (U/mg)
CAFE 3 20 66,95 97,28
CAFE 3 60 89,05 76,44
CAFE 7 20 100,27 80,52
CAFE 7 60 107,50 65,58
TRIGO 3 20 44,75 182,19
TRIGO 3 60 31,55 218,27
TRIGO 7 20 42,16 139,71
TRIGO 7 60 35,08 207,07
C+T* 5 40 48,30 191,99

*C+T = 50% de Borra de Café + 50% de Farelo de Trigo. Fonte: Autores (2022)

Em relacdo a umidade, a fermentagdo utilizando farelo de trigo como substrato apresenta maiores resultados em altas
concentracfes de umidade (60%), em contrapartida, o resultado obtido a partir da FES com borra de café foi o oposto, as
maiores atividades protedsica apresentam com as menores concentragdes de umidade (20%), estes resultados devem-se as
diferencas de capacidade de absorgdo entre os substratos. J& a quantidade de substrato ndo afetou demasiadamente nenhuma
das fermentag@es. Os resultados do estudo corroboram com a literatura, demostrando o potencial do género Aspergillus como
produtor de protease, além de enfatizar o farelo de trigo como excelente substrato em fermentacfes em estado sélido (Soccol et
al., 2017; Chilakamarry et al., 2022).
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Atividades especificas foram conduzidas para avaliar o potencial do microrganismo estudado na producéo de enzimas
com atividade fibrinolitica e colagenoliticas, tendo em vista que um mesmo microrganismo pode produzir diferentes
biomoléculas. As avaliagdes foram realizadas ainda com o extrato bruto e os resultados sdo promissores, em relacdo a
atividade colagenolitica foi possivel observar 47,33 U/ml, ja a atividade fibrinolitica foi expressa em 21,78 U/ml. Osmolovskiy
et al. (2016) ao realizar estudo avaliativo do potencial de fungos filamentosos na producdo de enzimas fibrinoliticas obteve
17.6 UTyr/mL fermentando do fungo A. ochraceus em meio liquido com pH 8. O tipo de fermentacdo utilizada interfere
diretamente na concentragdo das proteinas obtidas, a quantidade de agua livre presente na fermentacdo submersa pode diluir as
proteases produzidas acarretando um menor rendimento. Em contraste, Nascimento et al. (2020) avalia a producdo de enzima
fibrinolitica por Mucor subtilissimus UCP1262 a partir de fermentacdo em estado sélido, obtendo resultado de até 26.1 U/ml.

A aplicacdo de uma protease na inddstria, € mesmo a sua purificacao, tem que ser pensada a partir das caracteristicas
fisico-quimicas apresentadas por estas biomoléculas. A avaliacdo da melhor temperatura e pH para atividade destas enzimas é
um fator determinante para seu uso industrial. Para isto foi avaliado o pH 6timo e temperatura 6tima das proteases produzidas
por A. ochraceus URM604 (Figura 1), como pode ser observado, os melhores resultados foram obtidos em atividades pH 8 e
temperatura de 50°C. Em trabalho realizado com A. oryzae e A. flavipes, atividade proteasica manteve-se estavel até 50°C
(Novelli et al., 2016). Em concordancia, a protease produzida por A. sidowii apresentou estabilidade térmica entre 25°C e
55°C, e maxima atividade a 45°C (Rocha et al., 2020) O declinio nas atividades observadas neste trabalho e nos acima citados
ocorrem pela desnaturacéo da enzima frente a altas temperaturas. Em relagdo ao pH étimo, Amaral et al. (2020) defendem que
proteases com propriedades alcalinas podem ser usadas na fabricagdo de couro, detergentes e indUstria farmacéutica, estes

apresentaram resultados similares ao obtidos neste trabalho ao fermentar Aspergillus tamarii Kita UCP1279.

Figura 1. pH 6timo [A] e Temperatura 6tima [B] de protease produzida por Aspergillus ochraceus.
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*Ex. Bruto = Extrato bruto. PPT Cetbnico = Precipitado cetbnico. Fonte: Autores (2022).
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Os processos de purificagdo utilizados mostraram-se eficientes, obtendo-se uma recuperacdo de até 84,7% (436,67
U/ml) nas fracdes eluidas com 0,3 M de NaCl coletadas na coluna cromatografica DEAE-Sephadex G50. Além disso, 0s picos
ativos foram concentrados e depois submetidos a uma coluna Superdex G-75, obtendo-se um Unico pico ativo com atividade de
186,66 U/ml (Figura 2).
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Figura 2. Perfil de eluicdo obtido no sistema Superdex-75 FPLC e pico com atividade proteasica.
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Fonte: Autores (2022).

4. Conclusao

O uso de residuos agroindustriais para fermentacdo em estado sélido € eficaz, entretanto, apesar de ambos o0s
substratos de borra de café e farelo de trigo apresentaram potencial para este viés, dentre as variaveis avaliadas a melhor
condicdo para producdo de proteases por Aspergillus ochraceus URM604, foram o uso do farelo de trigo puro, com 60% de
umidade e 3g de substrato. A protease obtida por Aspergillus ochraceus URM604 foi purificada por técnicas cromatograficas e
apresenta potencial biotecnoldgico para uso na industria de detergentes, amaciamento de couro e na indudstria farmacéutica.

Os resultados obtidos no presente trabalho também demonstram o potencial deste microrganismo como produtor de
protease com acdo colagenolitica e fibrinolitica, fazendo-se necessario maiores estudos referentes a caracterizagdo da protease
e estudos de aplicacéo.
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