Research, Society and Development, v. 11, n. 16, e548111638526, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i16.38526

Sintese de proteases por uma espécie de fungo filamentoso anamaorfico para aplicacéo

em processo industrial

Synthesis of proteases by a species of anamorphic filamentous fungus for application in industrial
processes

La sintesis de proteasas en una especie de hongo filamentoso anamaorfico con aplicacion en procesos

industriales

Recebido: 25/11/2022 | Revisado: 08/12/2022 | Aceitado: 10/12/2022 | Publicado: 17/12/2022

Douglas Costa de Oliveira Filho
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-6811-3023
Universidade Federal do Amazonas, Brasil
E-mail: Douglas_filho07@hotmail.com
Kelven Wladie dos Santos Almeida Coelho
ORCID: https://orcid.org/0000-0003-2665-1285
Universidade Federal do Amazonas, Brasil
E-mail:kelvenwladie@gmail.com

Victor Calebe Alves da Costa
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-0055-683X
Universidade Federal do Amazonas, Brasil
E-mail: victorcadcosta@gmail.com

Laynah Pimenta

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-9962-0397
Universidade Federal do Amazonas, Brasil
E-mail: laynah.pimenta7@gmail.com

Elliza Emily Perrone Barbosa
ORCID: https://orcid.org/0000-0003-2832-2629
Universidade Federal do Amazonas, Brasil
E-mail: elliza.perrone01@gmail.com

Ana Kezia Pimentel de Brito

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-7925-4908
Universidade Federal do Amazonas, Brasil
E-mail: anakeziapimentel@gmail.com
Samara Claudia Picanc¢o Batista
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-7430-6104
Universidade Federal do Amazonas, Brasil
E-mail: samara.claudial8@gmail.com
Romario da Silva Santana

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-1775-9991
Universidade Federal do Amazonas, Brasil
E-mail: romariosantanal5@gmail.com

Tiara Sousa Cabral

ORCID: https://orcid.org/0000-0003-0187-3498
Universidade Federal do Amazonas, Brasil
E-mail: ttiara@gmail.com

Maria Francisca Simas Teixeira
ORCID: https://orcid.org/0000-0003-0187-3498
Universidade Federal do Amazonas, Brasil
E-mail: mteixeira@ufam.edu.br

Resumo

O uso de enzimas no processamento de alimentos, detergente e no setor téxtil esta em constante ascensdo. A aplicacéo
de enzimas proteoliticas de origem microbiana se destaca no setor industrial devido as condicdes desejaveis para uso
em processos biotecnoldgicos, sdo biocatalisadores naturais e ndo toxicos. O objetivo dessa pesquisa foi avaliar a
producdo e caracterizar as proteases sintetizadas por Aspergillus flavus. A cultura matriz foi preparada em agar
Sabouraud e mantida por sete dias a 25 °C. Em seguida, a espécie foi cultivada em meio liquido [GYP (glicose,
extrato de levedura e peptona)]. A fermentacdo foi conduzida em agitador orbital 150 rpm, 25 °C. Apoés oito dias a
massa micelial foi separada por filtragdo a vacuo em papel Whatman n° 1 e o extrato bruto recuperado, e filtrado em
membrana polietersulfonica de 0,45uL. Para determinagdo da atividade das proteases foi utilizado como substrato
azocaseina 1% (p/v) em tampéo Tris-HCI pH 7.2. Os resultados mostraram que A. flavus excretou proteases em todos
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nos meios testados, porém com atividade significativa no meio GYP (90,13 U/mL). As proteases apresentaram
atividade 6tima em pH 5 e temperatura 50°C. Esses resultados sugerem que essas enzimas podem ser utilizadas em
diversos segmentos industriais, como alimenticia, téxtil e panificagéo.

Palavras-chave: Proteases; Fermentagdo submersa; Enzimas; Biotecnologia; Atividade proteolitica.

Abstract

The use of enzymes in food processing, detergent and textile industries is constantly on the rise. The application of
proteolytic enzymes of microbial origin stands out in the industrial sector due to the desirable conditions for use in
biotechnological processes, they are natural and non-toxic biocatalysts. The objective of this research was to evaluate
the production and characterize proteases synthesized by Aspergillus flavus. The matrix culture was prepared in
Sabouraud agar and kept for seven days at 25 °C. Then, the species was cultivated in liquid medium [GYP (glucose,
yeast extract and peptone)]. The fermentation was conducted on an orbital shaker 150 rpm, 25 °C. After eight days
the mycelial mass was separated by vacuum filtration on Whatman No. 1 paper and the crude extract recovered, and
filtered on 0.45uL polyethersulfonic membrane. For determination of protease activity, 1% (w/v) azocasein in Tris-
HCI buffer pH 7.2 was used as substrate. The results showed that A. flavus excreted proteases in all the media tested,
but with significant activity in GYP medium (90.13 U/mL). The proteases showed optimum activity at pH 5 and
temperature 50°C. These results suggest that these enzymes can be used in several industrial segments, such as food,
textile and bakery.

Keywords: Proteases; Submerged fermentation; Enzymes; Biotechnology; Proteolytic activity.

Resumen

El uso de las enzimas para la elaboracién de alimentos, detergentes y en el sector textil esta en constante expansion.
La aplicacion de las enzimas proteoliticas de origen microbiano gana destaque en el sector industrial porque ofrecen
condiciones deseables para su aplicacion biotecnoldgica, pues son biocatalizadores naturales y no téxicos. El objetivo
de este estudio fue analizar la produccion y caracterizar las proteasas sintetizadas por Aspergillus flavus. El preparo
para la matriz del cultivo, fue con el uso de agar Sabourad y se ha mantenido a 25°C por siete dias. Luego, se cultivd
la especie en medio liquido [GYP (glucosa, extracto de levadura y peptona)]. Después de ocho dias, la masa micelial
fue separada por filtracion a vacio con compresor, en papel Whatman n.1 y se recuper6 el extracto crudo, por una
membrana polietersulfonica de 0,45uL. Para la determinacién de las proteasas, se utilizd azocaseina al 1% (p/v) como
sustrato, en solucion tampon Tris-HCI de pH 7,2. Los resultados indicaron que A. flavus fue capaz de excretar
proteasas en todas las condiciones testadas, pero con actividad significativa en medio liquido GYP, con 90,13 U/mL.
las proteasas presentaron una actividad ideal a un pH 5,0 y temperatura a 50°C. Estos resultados demuestran que estas
enzimas pueden ser utilizadas en diversos sectores industriales, como el de la alimentacion, el de la textil y en de la
panificacion.

Palabras chave: Proteasas; Fermentacion en estado liquido; Enzimas; Biotecnologia; Actividad proteolitica.

1. Introducéo

Aspergillus sdo fungos filamentosos anamorficos que apresentam distribuicdo cosmopolita, representados,
aproximadamente por 340 espécies, apresentam uma diversidade de habitos, como saprofitismo, sdo oportunistas, podem
causar patologias em plantas e animais, todavia diversas espécies sintetizam compostos bioativos de importancia industrial.
Entre esses biocompostos, as enzimas tém predominado no mercado mundial, com destaque para as proteases (De vries et al.,
2017; Osmolovskiy et al., 2021; Silva neto et. al. 2020).

Proteases sdo enzimas que catalisam reagdes hidroliticas, degradam proteinas em peptideos e aminoacidos. Existe um
crescente interesse por essas enzimas devido a possibilidade de aplicagdo industrial e consequente valor econdmico.
Correspondem a aproximadamente 60% do mercado mundial de enzimas industriais, a exemplo de peptidases alcalinas (25%),
tripsinas (3%), reninas (10%) e outras proteases (21%) (Santos et al., 2016; Barbosa et al., 2020)

Enzimas proteoliticas podem ser obtidas por meio de fontes animais, vegetais e com destaque 0s microrganismos.
Entre os microrganismos, os fungos estdo despontando em bioprocessos para aplicacdo industrial, visto que tem capacidade de
cultivo em grande escala, diversidade bioquimica, apresentam caracteristicas fisiologicas e tecnolégicas desejaveis para
producdo desses biocatalisadores. As proteases tém varias aplicacdes, na industria téxtil, farmacéutica, alimentos, detergente e
podem ser produzidas pela tecnologia da fermentacédo (Brito et al., 2019).
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A tecnologia da fermentagdo submersa (FSS) é a mais utilizada para a producdo das proteases de maneira viavel e
segura, consiste no crescimento em meio de cultura liquido suficiente para promover e sustentar o desenvolvimento do
microrganismo. E o processo utilizado nos segmentos industriais para obtencdo desses metabolitos, pois tém facilidade de
avaliar e monitorar parametros fisico-quimicos (pH, temperatura e aeracdo). Além disso, diminui o tempo do processo, eleva a
produtividade e facilita a recuperacgdo dessas enzimas (Santos et al., 2016; Pimenta et al., 2021).

Muitas enzimas produzidas por cepas flngicas ja foram isoladas, todavia ainda ha uma diversidade de espécies que
permanecem inexplorada (Naeem et al., 2022). Com base na importancia do uso fungos como fonte de enzimas, este estudo

avaliou a producéo de proteases por Aspergillus flavus para investigacao das caracteristicas para posterior aplicagao industrial.

2. Metodologia
2.1 Microrganismo

Neste estudo foi utilizado Aspergillus flavus DPUA 1814, cedido do acervo da Colecdo de Culturas DPUA, da
Universidade Federal do Amazonas-UFAM. Para obtengdo da cultura viavel, a espécie foi cultivadaem placas de Petri

contendo agar Sabouraud e mantida a 25 °C por oito dias para posterior utilizagdo nos experimentos (PRADO et al., 2021).

2.2 Autenticacéo da espécie com base nas caracteristicas morfoldgicas

Para autenticacdo da linhagem, o fungo A. flavus foi cultivado em &gar Czapek (CZ), 4gar Czapek Levedura
Autolisado (CYA) e 4gar Sabouraud. As placas foram incubadas a 25 °C por oito dias e apds o periodo de incubacéo, as
caracteristicas macroscépicas das colénias, como: didmetro, coloracdo, textura, topografia, difusdo de pigmento e presenca de

exsudato foram coletadas (Prado et al., 2021).

2.3 Determinacéo qualitativa da atividade proteolitica

Para determinacdo da atividade de proteases foi utilizado o extrato bruto e discos miceliais. No procedimento para
determinacdo da atividade de proteases utilizando discos miceliais, foram retirados da cultura teste trés discos miceliais de
8mm, e inoculados na superficie do 4gar leite. Para o procedimento de determinacdo da atividade das proteases utilizando
extrato bruto, retirou-se 100pl do extrato enzimatico e foram feitos “cup plates” de 8 mm de didmetro do agar para inoculag&o.
Os cultivos foram mantidos a 25 °C por 7 dias. A produgdo das enzimas foi observada pela formacéo dos halos enziméticos, 0s
quais foram medidos em seu didmetro e os resultados expressos em mm. Para a determinacdo do indice de Atividade

Enzimética (1AE), utilizou-se a equagdo abaixo, conforme descrita em Teixeira et al. (2011):

I = didmetro do halo (mm) / didmetro do pogo (mm)

O microrganismo é considerado como um bom produtor de enzimas em meio s6lido quando o valor do I1AE é maior

ou igual a 2,0 (Teixeira et al., 2011).

2.4 Fermentac¢ado submersa

No cultivo em meio liquido, discos miceliais do cultivo em &gar Sabouraud foram transferidos para frascos de
Erlenmeyer de 125 mL, contendo 50 mL de meio liquido, GYP (glicose, extrato de levedura e peptona). Os frascos foram
mantidos em agitador orbital, a 150 rpm, 30 °C por sete dias. Ap6s o periodo de incubagdo, a biomassa foi separada por
filtracdo a vacuo em papel de filtro. Para determinacéo da atividade enzimatica os extratos foram submetidos a filtragdo em

filtros de membrana polietersulfonica de 0,45 (Prado et al., 2021).
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2.5 Determinagdo quantitativa da atividade proteolitica

O método utilizado para quantificacdo das enzimas proteoliticas no extrato bruto foi executado conforme por Prado et
al. (2021). Na mistura reacional foi utilizado 250 pul do substrato (azocaseina 1,0% p/v em Solugdo Tampao Tris-HCI 0,1 M,
pH 7,6) e 150pL do extrato bruto recuperado da fermenta¢do submersa. Essa mistura foi incubada durante 60 minutos a 25 °C,
em auséncia de luz, incluindo o branco. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 1,2 mL de acido tricloroacético 10 % plv,
seguida de centrifugagdo por 10 minutos a 8000 xg, a 4°C. Em seguida, 800 pl do extrato recuperado foram transferidos para
tubos de ensaio contendo 1,4 mL de hidréxido de sédio 1 M. A leitura foi realizada a 440 nm. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata. Uma unidade de protease foi definida como a quantidade necessaria para promover variagcdo de

absorbancia igual a 0,1 por minuto durante 60 minutos e expressa em U/mL (Prado et al., 2021).

2.6 Determinacao do efeito do pH e temperatura étima na atividade proteolitica

Para determinacdo do efeito do pH na atividade proteolitica, foi utilizada solucéo de azocaseina 1,0 % (p/v) diluida
em tampédo Acetato de Sodio (pH 5,0 e 6,0), Tris-HCI (pH 7,0 e 8,0) e Glicina-NaOH (pH 9,0 e 10). O efeito da temperatura
foi realizado nas temperaturas de 30, 40, 50, 60, 70 °C. A determinacéo do efeito do pH e temperatura foram processadas

conforme o item 2.5 (Pimenta et al., 2021).

2.7 Andlise Estatistica

Os dados foram submetidos a andlise estatistica descritiva média, desvio padréo, graficos e os célculos de atividade
enzimatica (R > 95%) por analise de variancia (Anova) e teste Tukey (p < 0,05) para comparacdo de médias, utilizando o
software Minitab ® versdo 17.0 (Pimenta et al., 2021).

3. Resultados e Discusséo

Os resultados do processo de autenticacdo de A. flavus DPUA 1814 com base nas caracteristicas morfologicas
comprovaram a viabilidade caracteristica da espécie (Raper e Fennell, 1977). Prado et al. (2017) verificaram a viabilidade de
A. flavus, ao analisar culturas diferentes espécies de representantes do género Aspergillus preservadas em agua destilada e éleo
mineral.

Nas condicOes testadas, A. flavus excretou proteases tanto na avaliacdo da atividade qualitativa, quanto técnicas de
blocos de gelose e perfuragdo por pogos, revelando valores de halo, em média, igual a 21,5 mm e 19 mm respectivamente. A
técnica do bloco de gelose mostrou-se mais eficaz em 11% quando comparada a outra técnica, com indice de atividade
enzimatica, maior que 2,5, o que € considerado eficiente produtor de enzimas (Teixeira et al., 2011; Neto et al., 2020)

Quando utilizado azocaseina como substrato, foi possivel verificar 90,13 U/mL, respectivamente. Em estudos com

diferentes espécies de Aspergillus, foi observado valores inferiores (Chimbekujwo et al., 2020). Aspergillus flavus é uma
espécie que ja foi demonstrada como promissora na produgdo de proteases (Omolehin et al., 2021).
As capacidades cataliticas das enzimas proteoliticas variam de acordo com muitos fatores, como por exemplo, a linhagem,
bioprocesso para obtencdo da enzima, tipo de substrato proteico que pode inibir ou estimular a sintese proteica. Além disso, o
microrganismo pode excretar proteases que nao sao capazes de degradar as proteinas presentes no meio de cultivo e isso pode
variacdo de resultados de um estudo para o outro (Coelho et al., 2018).

O efeito do pH na atividade de proteases de A. flavus esta demonstrado na figura 1. Foi possivel observar que houve a
excrecdo de proteases em todos os pH testados. A atividade significativa foi obtida, em média em pH 5, com decréscimo de

atividade em pH alcalino, apresentando somente 14% da atividade catalitica. No entanto houve um aumento de 20% em pH 10.


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i16.38526

Research, Society and Development, v. 11, n. 16, e548111638526, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i16.38526

Extratos que possuem essas caracteristicas mostra que pH pode ser influenciado por diversos fatores, pelo tipo de solucéo,
concentracdo do meio de cultura e a presenca de agente redutores (Barbosa et al., 2020).

Figura 1 - Efeito do pH 6timo de proteases de Aspergillus flavus.
110,00
100,00

90,00
80,00
70,00

60,00

Atividade proteolitica em U/ml

50,00

pH5 pH 6 pH7 pH 8 pH9 pH 10
Valores de pH

Fonte: Autores.

Resultado similar foi descrito por Prado et al., 2021 para proteases de A. oryzae, onde verificaram condic¢8es 6timas
em condices de cultivo submerso. Proteases &cidas ou levemente acidas podem ter aplicagdo em vérios segmentos industriais,
como na industria alimenticia na producdo de molhos, hidrolisados proteicos, clarificagdo de sucos e cerveja, amaciamento de
carnes e massas a base de trigo, na producéo de queijo (Vishwanatha et al., 2010, Damare et al., 2020).

A Figura 2 ilustra o efeito da temperatura na atividade de proteases em condicBes 6timas. Foi possivel observar que
houve a excrecdo de proteases em todas as temperaturas testadas. No entanto, os dados revelaram que a atividade significativa
foi determinada a 50 °C, onde houve reducéo de atividade com 0 aumento da temperatura.

Figura 2 - Efeito da temperatura 6tima de proteases de Aspergillus flavus.
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0,1000
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0,0400
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0,0000
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Fonte: Autores.

Resultados similares foram descritos por Salihi et al. (2017) e Prado et al., (2021) para as proteases de A. oryzae
CH93 e A. oryzae DPUA 541. A temperatura é um parametro essencial para a atividade das enzimas, a taxa da acdo enzimatica

aumenta com a temperatura pelo aumento da colisdo de moléculas e da energia de ativagcdo (BANO et al. 2019). A producdo de
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proteases pode ser otimizada por influéncia de varios fatores que estdo presentes nos bioprocessos, e a temperatura influencia

diretamente na atividade enzimética (Braga et al., 2020; Zamani et al., 2021).

4. Consideracdes Finais

Os resultados obtidos demonstraram a eficiéncia de A. flavus como fonte de protease. Estas enzimas expressam
atividade 6tima em pH 5 a 50 °C. Essas caracteristicas sugerem que A. flavus tem potencial para uso na industria farmacéutica,
téxtil, alimenticia, quimica e principalmente, na industria alimenticia pelas caracteristicas apresentadas, evidenciando que a

espécie nessas condicdes pode ajudar no processo de fabricacdo de laticinios.
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