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RESUMO - O presente trabalho relata a producdo e estudo de algumas caracteristicas
bioquimicas de proteases produzidas por Aspergillus niger LBA 02 em fermentacdo em
estado solido utilizando-se residuos agroindustriais. A maior producdo de proteases foi
observada em farelo de trigo, atingindo 186,4 U.g" apdés 96h de fermentacdo. As
proteases produzidas em farelo de trigo (PFT), farelo de soja (PFS) e farelo de algodao
(PFA) apresentaram atividade 6tima nas faixas de pH 3,0-5,0 a 45-55,0°C e mostraram-se
estaveis na faixa de pH 2,5-5,0 ap6s 1h de tratamento a 40,0-50,0°C. As proteases
apresentaram maior especificidade pelo substrato hemoglobina de sangue bovino,
atingindo atividades relativas de 183,84, 147,06 e 186,81% para PFT, PFS e PFA,
respectivamente, considerando-se a atividade para o substrato caseina como padrdo
(100,0%). A preparacdo enzimatica PFT apresentou maior relacdo entre a atividade
coagulante do leite e a atividade proteolitica (15,24), seguida das enzimas PFA (6,28) e
PFS (0,38).

1. INTRODUCAO

As proteases constituem um dos mais importantes grupos de enzimas produzidos
comercialmente e tém aplicagdo em diferentes industrias, como de alimentos, téxtil, farmacéutica
e de detergentes (Kanekar et al., 2002). Proteases respondem por mais de 60,0% de todo o
mercado mundial de enzimas (Oskouie et al., 2008), sendo 40,0% desse total, de origem
microbiana (Rao et al., 1998).

As enzimas microbianas podem ser obtidas tanto por processo submerso, quanto por
fermentacdo em estado solido (FES). No caso de cultivo de fungos filamentosos, a FES apresenta
diversas vantagens em relagdo a fermentacdo submersa, como: condi¢cdes de cultivo mais
parecidas com o habitat natural dos fungos, facilitando o crescimento e a secre¢do de enzimas,
menores custos e maior concentracao dos produtos apds a extracdao (Pandey, 2003). Este processo
desperta maior interesse econdmico em regides, como o Brasil, com abundancia em biomassa e
residuos agroindustriais de baixo custo, como a soja, o trigo e o algoddo que atingiram juntos no
ano de 2012, uma producdo nacional de aproximadamente 85,0 milhGes de toneladas (FAO,
2014). A utilizagcdo de residuos, obtidos a partir do processamento destes insumos, como
substratos para o desenvolvimento de processos biotecnoldgicos, como a producdo de enzimas
por fermentacdo em estado solido € um exemplo promissor da obtencéo de biomoléculas de alto
valor agregado a partir de substratos de baixo custo.
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Além dos aspectos de producdo, a caracterizacdo bioquimica de enzimas é importante
para avaliar o seu potencial biotecnoldgico. O estudo de proteases com diferentes propriedades,
tais como especificidade de substrato, termoestabilidade, atividade em amplas faixas de pH e
temperatura, sdo importantes para o éxito da aplicacdo destas enzimas na industria.

Estudos anteriores mostraram que a expressao e secrecdo de diferentes conjuntos de
proteases e outras enzimas, bem como as suas propriedades bioquimicas, podem ser reguladas
pelo tipo de substrato utilizado como fonte de carbono e nitrogénio (Speranza et al., 2011,
Farnell et al., 2012). Neste contexto, os principais objetivos do presente estudo foram avaliar a
producdo da protease por A. niger LBA 02 em fermentacdo em estado solido utilizando residuos
agroindustriais como substratos e estudar algumas propriedades bioquimicas das proteases
produzidas em resposta a cada residuo, incluindo pH e temperatura étimos para atividade e
estabilidade, especificidade de substrato e atividade de coagulacdo do leite.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Micro-organismo e residuos agroindustriais empregados

O micro-organismo empregado nesse trabalho foi a linhagem de A. niger LBA 02 da
colecdo de culturas do Laboratorio de Bioquimica de Alimentos do Departamento de Ciéncia de
Alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de Campinas.
Foram utilizados como substratos para producdo de proteases por fermentacdo em estado solido:
farelo de soja, farelo de algodao e farelo de trigo, gentilmente cedidos pela Bunge Alimentos S.A.

2.2. Producdo de proteases de A. niger LBA 02 por fermentacdo em estado sélido
utilizando-se diferentes substratos e obtencao dos extratos enzimaticos

As fermentacOes foram realizadas em frascos Erlenmeyers de 500 mL contendo 40g de
meio de cultivo de farelo de soja, farelo de algoddo ou farelo de trigo umedecidos com &agua
destilada até 50% de umidade. Os frascos foram esterilizados em autoclave a 121°C por 15
minutos, inoculados com suspensdo de esporos (10" esp.g™) e incubados a 30,0°C durante 96h
com coleta de amostras a cada 24h; condicBGes previamente definidas como adequadas para a
producdo de proteases pela linhagem de A. niger LBA 02. A extracdo das proteases foi realizada
pela homogeneizacdo do meio fermentado com 150 mL de &gua destilada, incubacdo por 60
minutos a 30,0°C e posterior filtracdo.

2.3. Determinacao das condicGes de pH e temperatura 6timos de atividade e de estabilidade
da protease de A. niger LBA 02 por planejamento experimental

O software Statistica® 10.0 da Statsoft, Inc. (Tulsa, Oklahoma, EUA) foi utilizado no
delineamento experimental, anélise de dados e obtencdo dos modelos. A fim de avaliar os efeitos
e verificar a interacdo entre as duas varidveis estudadas, foi realizado um Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR) com 11 ensaios. As variaveis e 0s niveis estudados no
DCCR estdo apresentados na Tabela 1. Uma equacdo de segunda ordem foi utilizada para
definicdo dos modelos, como mostrado a seguir:
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onde Y representa a resposta estimada pelo modelo, i e j correspondem a varia¢do de 1 ao numero
de variaveis (n), fo € a média, Si e pij representam os coeficientes lineares e quadraticos,
respectivamente; xi e xj sdo as variaveis independentes codificadas. O coeficiente de correlagdo
multipla (R?) e o teste de Fisher (analise de variancia-ANOVA) foram utilizados para verificar a
adequacdo estatistica dos modelos codificados aos pontos reais.

2.4. Determinacao da atividade de protease

A atividade proteolitica utilizando azocaseina como substrato foi determinada segundo a
metodologia de Charney e Tomarelli (1947) e descrito por Castro e Sato (2013). Uma unidade de
atividade proteolitica foi definida como a quantidade de enzima que produz uma diferenca de
0,01 na absorbéancia a 428 nm por minuto de reacdo entre o branco reacional e a amostra nas
condigdes do ensaio.

2.5. Especificidade de substrato

As proteases produzidas por A. niger LBA 02 em farelo de trigo, farelo de soja e farelo de
algoddo foram avaliados quanto a especificidade de substrato utilizando caseina, proteinas do
soro de leite, proteina concentrada de soja, proteina isolada de soja, hemoglobina de sangue
bovino, gelatina e albumina de ovo. A concentracdo de cada preparacdo enzimatica foi ajustada
para 20,0 U por mL de mistura reacional, de acordo com a atividade proteolitica, previamente
determinada. Os substratos foram dissolvidos em tampdo de acetato 50 mM (pH 5,0) na
concentracdo de 10 mg mL™. A mistura reacional contendo 1,0 mL de solugdo de cada substrato
e 1,0 mL da solucdo enzimatica foi incubada a 50,0°C durante 60 min. A reacdo foi paralisada
pela adicdo de 1,0 mL de TCA (10,0%). Os tubos de ensaio foram centrifugados a 17.000 x g
durante 15 min a 5°C e a absorbancia do sobrenadante foi medida a 280 nm. Os resultados foram
expressos como atividade relativa (%) utilizando o substrato de caseina como padréo (100,0%).

2.6. Atividade coagulante do leite

A determinacdo da atividade coagulante do leite foi realizada de acordo com o método
descrito por Ahmed et al., (2009). Uma avaliacdo comparativa foi realizada utilizando diferentes
preparacdes de proteases comerciais. Uma unidade de atividade coagulante do leite foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para coagular 10 mL de substrato em 40 min, como
mostrado na equacédo abaixo:

MCA (U mL™) = (2400 / tempo de coagulacdo (s)) x fator de diluicao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para os substratos avaliados, os maiores valores de atividade proteolitica foram observados a
partir de 48h de fermentacdo. A maior producdo de proteases por A. niger LBA 02 foi detectada
quando o farelo de trigo foi utilizado como substrato apés 96h de fermentacdo, atingindo 186,4 U g™.
Ja para os substratos farelo de algodéo e farelo de soja, os maiores valores de atividade obtidos foram
152,4 U gt e 118,8 U g™, apds 48 e 96h de fermentacdo, respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 1 — Produgéo de protease por A. niger LBA 02 em fermentacdo em estado solido
utilizando diferentes substratos

Atividade proteolitica (U g™)
Farelo de trigo Farelo de soja Farelo de algodéo

Tempo de fermentacao (h)

24 13,4+0,48 20,7+0,41 16,6 £ 0,52
48 815+1,21 152,4 + 3,14 110,3 £ 3,57
72 176,2 £ 6,52 138,0+1,49 111,7 + 4,21
96 186,4 +1,70 94,0 + 3,94 118,8 +£ 0,92

Os extratos brutos de proteases produzidos em farelo de trigo (PFT), farelo de soja (PFS) e

farelo de algoddo (PFA) foram caracterizados bioquimicamente. A Tabela 2 mostra a matriz do
DCCR com as variaveis independentes (pH e temperatura) e os resultados para atividade e
estabilidade das proteases de A. niger LBA 02.

Tabela 2 - Matriz do DCCR 22 com as variaveis codificadas, reais e respostas para determinagéo das
condicdes de pH e temperatura 6timos de atividade e estabilidade das proteases de A. niger LBA 02

produzidas em farelo de trigo (PFT), farelo de soja (PFS) e farelo de algoddo (PFA)

pH e temperatura 6tima de atividade

Ensaios X1/ pH X, [Temperatura (°C) PFT (U g™ PFS (Ug™) PFA (U g™
1 -1,0 (2,73) -1,0 (39,4) 143,83 £1,70 44,12+ 0,51 64,95 + 0,56
2 +1,0 (6,27) -1,0 (39,4) 23,92 + 0,67 23,23 £ 0,69 12,20+ 0,73
3 -1,0 (2,73) +1,0 (60,6) 148,03 + 1,36 41,63 +0,33 49,37 + 1,56
4 +1,0 (6,27) +1,0 (60,6) 26,95+0,13 25,38+ 1,33 17,92 £ 0,53
5 -1,41 (2,00) 0,0 (50,0) 163,35+ 10,10 77,12 +0,78 83,80 + 4,09
6 +1,41 (7,00) 0,0 (50,0) 12,95+ 0,13 13,72+ 1,32 10,33+ 1,50
7 0,0 (4,5) -1,41 (35,0) 120,58 + 2,58 56,92 + 1,48 66,92 + 1,27
8 0,0 (4,5) +1,41 (65,0) 81,02 +2,90 68,40 £ 0,93 60,28 + 2,19
9 0,0 (4,5) 0,0 (50,0) 149,93 + 2,33 102,55 + 2,65 104,60 + 2,38
10 0,0 (4,5) 0,0 (50,0) 148,45 + 1,98 102,28 £ 0,90 107,65 + 1,23
11 0,0 (4,5) 0,0 (50,0) 145,75 +5,24 101,08 +2,42 106,83 + 0,85

pH e temperatura de estabilidade enzimatica

Ensaios X1/ pH X, [Temperatura (°C) PFT (%) PFS (%) PFA (%)

1 -1,0 (2,73) -1,0 (39,4) 63,20 £ 0,33 73,17 £ 3,42 79,02 £ 2,89
2 +1,0 (6,27) -1,0 (39,4) 11,99 + 4,33 35,92 +6,21 12,01 £ 0,96
3 -1,0 (2,73) +1,0 (60,6) 25,58+ 0,48 31,58 + 2,07 1,17 £ 0,57
4 +1,0 (6,27) +1,0 (60,6) 1,43+0,80 8,27 £1,00 2,78+1,32
5 -1,41 (2,00) 0,0 (50,0) 56,31 + 1,26 46,51 + 6,42 74,75 £ 3,89
6 +1,41 (7,00) 0,0 (50,0) 2,42 +3,62 4,54 £ 0,15 4,61+1,17
7 0,0 (4,5) -1,41 (35,0) 62,86 + 1,59 71,13 +£5,96 80,07 £ 0,93
8 0,0 (4,5) +1,41 (65,0) 4,81+1,65 10,42 £ 0,36 2,76 £1,87
9 0,0 (4,5) 0,0 (50,0) 97,48 + 2,09 100,00 + 3,36 96,32+ 1,30
10 0,0 (4,5) 0,0 (50,0) 98,73+2,28 96,78 + 5,01 95,57 £ 1,02
11 0,0 (4,5) 0,0 (50,0) 100,00 £ 0,86 91,92 + 3,28 100,00 £ 2,27
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No estudo das condi¢bes de pH e temperatura Otimos para atividade de protease, as
preparacdes enzimaticas PFS e PFA apresentaram méaxima atividade quando incubadas a 50,0°C e pH
4,5 (ensaios 9-11), atingindo valores médios de 148,0 e 106,4 U.g™, respectivamente, enquanto a
preparacdo enzimatica PFT mostrou-se mais ativa quando incubada a 50,0°C, pH 2,0 (ensaio 5),
atingindo 163,3 U.g™. Nos estudos das condicdes de estabilidade, as trés preparacdes enzimaticas
avaliadas apresentaram-se mais estaveis abaixo de 50,0°C e pH 4,5 (ensaios 9-11) (Tabela 2).

As proteases PFT e PFS mostraram menor estabilidade em temperaturas acima de 60,0°C e na
faixa de pH 6,0-7,0, atingindo atividades residuais de protease de 1,43% (ensaio 4) e 4,54% (ensaio
6), respectivamente. Para a preparacdo PFA, a atividade residual minima de 1,17%, foi observada
quando a enzima foi incubada a 60,6°C e pH 2,73 (ensaio 3) (Tabela 2). A variabilidade limitada dos
pontos centrais (ensaios 9-11) indicou boa reprodutibilidade dos dados experimentais (Tabela 2).

As equacdes, R? os valores de F e p, assim como os testes de validacdo realizados sob as
condigdes de pH e temperatura previstas pelos modelos para méaxima atividade e estabilidade das
proteases de A. niger LBA 02 estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Modelos, R? valores de F, p-valor e testes de validacao realizados sob as condiges de pH
e temperatura previstas pelos modelos para maxima atividade e estabilidade das proteases de A. niger
LBA 02

pH e temperatura 6tima de atividade

Respostas Equactes F F p-valor
calculado  tabelado
PFT (U g™ Y = — 460,68 + 60,50pH — 10,28pH? + 22,36 T - 0,23T? 67,30 4,53 0,98  <0,001
PFS (U g% Y = — 633,49 + 87,21pH — 10,68pH? + 22,19T - 0,22T* 11,97 4,53 0,89 0,005
PFA (U g™ Y = — 627,29 + 85,94pH — 11,02pH? + 23,03T - 0,23T* 21,22 4,53 0,93 0,005
pH e temperatura de estabilidade
PFT (%) Y = — 684,14 + 75,49pH — 11,58pH? + 27,02T— 0,30T? + 0,36pHxT 72,84 3,45 0,98  <0,001
PFS (%) Y = — 589,94 + 90,36pH — 10,98pH? + 21,90T - 0,24T* 131,32 4,01 0,98 <0,001
PFA (%) Y = — 437,07 + 79,55pH — 10,35pH? + 16,16 T— 0,18T2 + 0,13pHxT 23,97 3,45 0,96 0,002
Ensaios para validacio
Atividade méxima de protease Resposta prevista (U g*) Resposta experimental (U g™)
PFT pH 3,0 Temperatura 48,7°C 173,46 181,20 + 13,72
PFS pH 4,0 Temperatura 50,4°C 103,97 102,55+ 1,78
PFA pH 4,0 Temperatura 49,5°C 110,49 106,36 + 4,58
Estabilidade maxima da protease Resposta prevista Resposta experimental

PFT pH35-45 Temperatura: 45,0-50,0°C >950%/>1705U g™ 101,3+1,55%/172,7+2,69 U g*

PFS pH35-45 Temperatura: 45,0-50,0°C  >950%/>89,7Ug" 101,6 +3,37 % /91,1 3,07 U g"

PFA pH3,0-45 Temperatura: 40,0-50,0°C  >95,0%/>109,1U g* 102,8 +2,37 %/ 112,1 +2,66 U g*

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 5
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A anélise de variancia (ANOVA) revelou que os modelos foram capazes de explicar de 89-

98% da variacdo total dos experimentos realizados. Os valores de F-calculado para as regressdes
foram superiores aos valores tabelados, refletindo a significancia estatistica dos modelos propostos.
Os modelos foram validados experimentalmente, mediante a ndo observacdo de diferencas
significativas entre os valores de atividade de protease previstos pelo modelo e experimentais em um
intervalo de confianca de 95,0% (Tabela 3).

A anélise das curvas de contorno indicou que as proteases das preparagdes foram mais ativas
nas faixas de pH 2,0-50 e 45,0-55,0°C (Figura 1). As preparacbes enzimaticas PFT e PFS
apresentaram-se estaveis na faixa de pH 3,0-5,0 apds 1h de incubagdo a 40,0-50,0°C enquanto a
preparacdo PFA mostrou maior estabilidade na faixa de pH 2,0 a 5,0 apo6s 1h a 40,0-50,0°C, retendo
atividade de protease superior a 64,0% (Figura 2).

65 e FT

34
S

Temperatura (°
Temperatura (°C)

| I > 100
Il <384
I <144 Il <64
- I <104 - [ <44

2 3 4 5 6 T <64 2 3 4 5 6 <
pH <24 pH 0 <4

Figura 1 - Curvas de contorno para as atividades das proteases de A. niger LBA 02 produzidas
farelo de trigo (PFT), farelo de soja (PFS) e farelo de algodao (PFA) em funcédo do pH e da
temperatura (°C).

Temperatura (°C)
Temperatura (°C)
o
o

9 208
I <99
Il <56

<16 35
2 3 4 5 6 " <10
pH I <4

Figura 2 - Curvas de contorno para as atividades residuais das proteases de A. niger LBA 02
produzidas farelo de trigo (PFT), farelo de soja (PFS) e farelo de algoddo (PFA) em funcéo do
pH e da temperatura (°C): estudo da estabilidade.

A atividade proteolitica das preparacdes enzimaticas de A. niger LBA 02 produzidas em
diferentes residuos agroindustriais foi avaliada utilizando-se varios substratos proteicos (Tabela
4). As trés preparagdes enzimaticas apresentaram alto nivel de protedlise contra os substratos
avaliados, apresentando atividades relativas superiores a da caseina, utilizada como padrédo (100,0

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 6
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%). E valido ressaltar a variacdo das especificidades de substratos das proteases em resposta aos
diferentes residuos agroindustriais utilizados para a producdo das mesmas. O substrato que
apresentou maiores indices de protedlise foi a hemoglobina de sangue bovino, com atividades
relativas de 183,84, 147,06 e 186,81% para as proteases PFT, PFS e PFA, respectivamente
(Tabela 4). Os seguintes melhores substratos para hidrélise pela PFT foram: albumina de ovo
(137,37 %) e as proteinas isolada e concentrada de soja (126,26 %), enquanto para PFS e PFA,
foram observadas maiores atividades relativas para os substratos gelatina e albumina do ovo
(Tabela 4).

Tabela 4 - Especificidade de substrato das proteases de A. niger LBA 02 produzidos por
fermentacao em estado sélido utilizando farelo de trigo (PFT), farelo de soja (PFS) e farelo de
algodéo (PFA)

Atividade relativa (%)

Substratos

PFT PFS PFA
Caseina 100,00 + 4,37° 100,00 + 6,39° 100,00 + 1,33°
Proteinas do soro de leite 106,26 + 0,36" 102,21 + 2,60° 108,79 + 4,63" ¢
Proteina concentrada de soja 126,26 +9,08%%f 105,88 + 6,11*° 108,79 + 2,05°
Proteina isolada de soja 126,26 + 2,79° 101,47 + 3,39° 106,59 * 3,66"
Hemoglobina de sangue bovino 183,84 + 2,22° 147,06 + 2,97° 186,81 + 1,50
Gelatina 115,15 + 5,47° 114,71 +2,22° 114,29 +0,81°
Albumina de ovo 137,37 + 3,42 112,50 +1,77° 127,47 +2,12"

ab.¢Os resultados estdo apresentados como média aritmética (n = 3) + desvio padréo e as letras diferentes indicam
diferenca estatistica entre os valores (p < 0,05).

Os resultados para as atividades de coagulacdo do leite e de protease das enzimas
produzidas por A. niger LBA 02 em comparacd0 com outras preparacOes de proteases sao
apresentados na Tabela 5. O coalho comercial obtido a partir de A. niger apresentou relacdo entre
atividade coagulante/protease superior as demais preparacdes avaliadas. As atividades de
coagulacdo do leite das preparacdes enzimaticas de proteases de A. niger LBA 02 apresentaram
diferentes valores em resposta a cada residuo utilizado para a producdo. A protease PFT mostrou
relacdo atividade coagulante/protease (15,24) superior as preparacfes comerciais de proteases,
tais como Flavourzyme 500L (0,13) e Alcalase 2.4L (8,01).

Tabela 5 - Relacdo atividade coagulante do leite / protease das preparacfes enzimaticas de A.
niger LBA 02 produzidas por fermentacdo em estado sélido utilizando farelo de trigo (PFT),
farelo de soja (PFS) e farelo de algodao (PFA) e de outros coagulantes

Enzimas Atividade coz_algulante Atividade de plrotease1 Relacéo
(UmL™) (UmL™) (Coagulante/Protease)

PFT 22,22 1,46 15,24
PFS 0,56 1,44 0,38
PFA 5,80 0,92 6,28
Flavourzyme 500L 1.136,36 8.513,00 0,13
Alcalase 2.4L 111.627,91 13.944,67 8,01
Coalho obtido de A. niger 3.908,79 26,46 147,72

!A atividade de protease foi determinada utilizando azocaseina como substrato a 37,0°C e pH 6,5.
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4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que 0s residuos agroindustriais
farelos de trigo, soja e algoddo permitiram a producdo de proteases pela linhagem de A. niger
LBA 02 por fermentacdo em estado solido. A maior producdo de protease foi observada quando
utilizado o substrato farelo de trigo, atingindo 186,4 U g™ ap6s 96h de fermentacdo. A
caracterizacdo bioquimica mostrou que as preparacdes enzimaticas apresentaram propriedades
distintas em resposta a cada residuo utilizado, com destaque para atividade coagulante do leite e
especificidade de substrato. Os perfis de pH e temperatura 6tima para atividade e estabilidade
foram semelhantes para as proteases das prepara¢Ges enzimaticas PFT, PFS e PFA.
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