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Resumo: O presente estudo avaliou a influéncia que a concentragdo inicial de substrato teve
no cultivo submerso de Aspergillus awamori NRRL 3112, para a sintese de amiloglicosidase
e protease, com o amido de milho pré-sacarificado. Realizaram-se dois ensaios, analisando,
entre outros, as taxas de bioconversdo. Os resultados indicaram que o ensaio realizado com
maior concentracdo inicial de substrato apresentou melhor desempenho, com valores como
Y amars) € Yerss) de 33,43 e 294,64 U/g respectivamente.

Palavras-chaves: glicoamilase; peptidase; Aspergillus; amido de milho.

Abstract: The present study evaluated the influence that the initial substrate concentration had
in the submerged culture of Aspergillus awamori NRRL 3112, for the synthesis of
amyloglucosidase and protease, with pre-saccharified corn starch. Two assays were carried
out, analyzing, among others, the rates of bioconversion. The results indicated that the assay
performed with the highest initial substrate concentration presented better performance, with
values such as Yamars) and Yprss) of 33.43 and 294.64 U/g respectively.

Keywords: glucoamylase; peptidase; Aspergillus; corn starch.

1 Introducao

Enzimas em geral possuem uma grande importancia industrial. As proteases sdo enzimas que
catalisam a hidrdlise das liga¢des peptidicas. Em relacdo a classificagdo, esta ¢ uma peptidase
(EC 3.4), podendo ser dividida em endopeptidases e exopeptidases, classificacdo esta que
ocorre de acordo com a posi¢do da ligacdo peptidica clivada. As proteases extracelulares
atuam na hidrélise de proteinas em pequenas cadeias peptidicas e aminoacidos para posterior
absorcdo dos nutrientes pelas células, um importante passo do metabolismo do nitrogénio

(Souza et al, 2015).
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As enzimas proteoliticas de origem fliingica possuem vantagem em relagdo as bacterianas, ja
que os micélios formados no cultivo podem ser facilmente removidos do meio pela filtragao,
0 que nao € possivel com as proteases bacterianas (Souza et al, 2015).

A Amiloglicosidase ¢ uma exoenzima que remove unidades de glicose de forma sucessiva em
ligacdes o-1-4 e a-1-6 do amido, sendo que o produto formado ¢é a glicose. A
amiloglicosidase age sobre a amilose e amilopectina do amido, como também nas moléculas
de maltose, dextrinas e glicogénio. Como ¢ uma enzima de indugdo necessita da
disponibilidade de maltose ou amido no meio de cultivo para que apresente uma alta
producao (Spier, 2005; Fani, 2014).

O Aspergillus awamori, ¢ um fungo filamentoso de grande interesse industrial na produgao
de enzimas como a amiloglicosidase, a-amilase e proteases. Além da produtividade bastante
estabelecida, este microrganismo também tem a vantagem de ser considerado ndo patogénico
e consequentemente seguro para a producdo de alimentos destinados ao consumo humano
(Cui et al, 1998). Os fungos, incluindo o Aspergillus awamori, obtém os nutrientes por meio
da absor¢do. Enzimas sdo secretadas no meio e tem por fun¢do hidrolisar o substrato
disponivel, deixando a disposi¢do os nutrientes e os produtos da degradacdo para absorcao
dos fungos (Silva; Coelho, 2006).

Como fonte de carbono no meio de cultivo, pode-se utilizar o amido de milho. A molécula do
amido ¢ composta por unidades repetitivas de a-D-glicose, sendo a amilose (Figura 1a) a que
possui uma cadeia simples, com ligagdes glicosidicas a-1,4 e a amilopectina (Figura 1b) uma
cadeia mais complexa, com ramificacdes e ligacdes a-1,4 e a-1,6. O amido de milho
comercial possui em sua composi¢cao uma propor¢ao de 72 % de amilopectina para 28 % de
amilose (Corradini et al, 2007; Fani, 2013).

As condigdes de cultivo no processo de sintese enzimatica como fontes de carbono e
nitrogénio, temperatura e pH sdo extremamente relevantes para bons resultados na produgao
enzimatica, destacando-se a composi¢ao do meio. A sintese de proteases, por exemplo, pode
ser significativamente melhorada quando hé insuficiéncia nos niveis de carbono, nitrogénio e

enxofre (Souza et al, 2015; Blieva, 2019).
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Figura 1 — Estrutura quimica do amido; (a) amilose e (b) amilopectina. Adaptado de

Costa e Bardi (2019).

A produgdo de enzimas extracelulares é extremamente influenciada por condigdes fisico-
quimicas, assim os parametros de cultivo devem ser otimizados para que sejam alcangados
melhores resultados. A busca por processos mais eficientes e de menores custos impulsiona o
estudo por processos que sejam capazes de sintetizar multiplas enzimas em um unico cultivo
(Negi; Banerjee, 2006; Negi et al, 2011).

Exemplos disso sdo as produgdes concomitantes de amilases e proteases que sdo utilizadas
nas industrias farmacéuticas, téxteis, papel e destilacdo. Outro exemplo ¢ a sintese de
amiloglicosidase e proteases, que combinadas em um unico processo fermentativo se tornam
uteis nas industrias de detergente, bioetanol e ragdo (Negi; Banerjee, 2006; Negi et al, 2011).
Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da concentragao inicial de
substrato na sintese simultdnea de amiloglicosidase e protease em cultivo submerso de

Aspergillus awamori NRRL 3112 com pré-sacarificado de amido de milho.

2 Materiais e Métodos

2.1. Microganismo e Propriedade intelectual

Neste estudo foi utilizado o fungo Aspergillus awamori NRRL 3112 adquirido do Northern
Regional Research Laboratory (NRRL). A cepa do microrganismo foi conservada em terra e
areia em tubos de ensaios refrigerados a 5° C, conforme a metodologia de Greene e Fred

(1934) e adaptada por Facciotti (1986).

2.2. Pré-sacarificacio do Amido de Milho

O amido de milho pré-sacarificado foi utilizado como fonte de carbono nos meios de cultivo.

Para isso, preparou-se uma suspensdo de amido de milho a 100 g/L em solugdo de (CaCl, 0,01
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M, seguido pela corre¢ao do pH a uma faixa de 5,5 a 7,0 utilizando NaOH 1 M quando
necessario.
A suspensao foi levada para aquecimento em agitagao constante e em 58° C foi adicionado a

E—amilase bacteriana Liquozyme Supra 2.2X da Novozymes®, e mantida em 90 °C por uma

hora, quando a temperatura foi elevada a 95 °C por 5 minutos para inativa¢do da enzima.
Depois de resfriado o material foi filtrado a vacuo, e deste foram dosadas as concentragdes de
Acgucares Redutores Totais (ART) e os Acucares Redutores (AR), utilizando a metodologia

descrita no item Métodos Analiticos deste trabalho.

2.3. Ativacio da Cepa

Para a esporulagdo do microrganismo foi preparado o meio Czapek modificado, sendo a
glicose substituida pelo pré-hidrolisado, contendo em g/L: ART - 30, NaNOs — 2,0; K;HPO4
— 1,0; MgS04.7H,0 — 0,5; KCI — 0,5; FeSO4.7H20 — 0,01; Extrato de levedura — 1,0; agar-
agar — 20. A incubagdo se deu a 37 °C por 7 dias.

2.4. Condicoes de cultivo

Foram preparados dois meios de cultivo, o denominado pré-inoculo (PI) que objetiva o
crescimento do microrganismo em meio liquido e o meio de cultivo principal (MCP) para
sintese das enzimas. Os ensaios (A e B) apresentados neste estudo possuem a mesma

composi¢do de nutrientes, conforme Tabela 1.

Tabela 1. Composi¢ao dos Meios de Cultura

Substéncia (g/L) PI A B
ART 20 20 30
(NH4)2S804 5 10 10
Na;HPO4.12H.0 3,78 7,56 7,56
KH2PO4 3,50 7 7
MgS04.7H20 0,50 1 1

Extrato de Levedura 0,10 0,20 0,20

Depois do completo desenvolvimento dos esporos as placas foram raspadas com auxilio da
solugdo Tween®80 a 15 g/L, e uma porgdo de 1 mL desta solugdo foi adicionada a 100 mL
de PI e levada a incubadora rotativa por 72 h a 30 °C e 150 rpm. Terminada a fase de
desenvolvimento do fungo em meio liquido, este foi transferido para o cultivo principal, em
uma propor¢ao de 10% (100 mL de Pl em 1 L de MCP). O MCP foi mantido em agitador
rotativo em 150 rpm a 30 °C.
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2.5. Métodos Analiticos
2.5.1.pH
O pH das amostras foi mensurado utilizando o pH METER TEC-2 da empresa TECNAL.

2.5.2.Determinacio da Concentracao de Biomassa (X)
Na concentragao de biomassa (X), foi utilizado o material retido da filtragado da amostra. O
método de secagem em estufa a 60 °C foi empregado, até obtencdo de massa constante de

acordo com a metodologia de Olivo (1998).

2.5.3.Determinaciao de Ac¢ucares Redutores (AR)
Utilizou-se o método enzimatico para a determinacao da concentracao de AR, com o reagente

enzimatico colorimétrico da Bioliquid® conforme descrito em Climaco (2019).

2.5.4.Determinacio de Acucares Redutores Totais (ART)
A determina¢do do ART se deu por meio da hidrolise enzimatica por amiloglicosidase dos

polissacarideos presentes no filtrado da amostra, como apresentado em Roder (2019).

2.5.5.Determinacio da Atividade da Amiloglicosidase (AMG)
O filtrado da amostra foi empregado na hidrolise de uma solug¢do de amido soluvel a 4 % para

a determinacdo da atividade da amiloglicosidase, como mostra Olivo (1998).

2.5.6.Determinacio da Atividade da Protease (PTS)

A metodologia utilizada para mensurar a atividade da Protease baseou-se em Charney e
Tomarelli (1947) adaptado por de Castro et al (2015). A leitura da intensidade de cor foi
realizada em espectrofotdmetro a 430 nm.

Entende-se por atividade da protease como a quantidade de enzima que produz um aumento

de 0,001 /min na absorbancia entre o branco reacional € a amostra.

2.6. Parametros de Bioconversio

2.6.1.Fatores de Conversao e Produtividade das Enzimas
Os fatores de conversao (Yenzima/s) €Xpressam a relagdo entre a concentragdo de substrato com

a atividade enzimatica méxima. E calculado como mostra a Equacdo 1, onde Pr, € Py sdo as
atividades maxima e inicial respectivamente, U/L, ¢ So e S, sdo a concentracdo inicial e a

referente a atividade méxima, g/L.

Py — Py
Yenzima /s = Se—S
m

(1
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Os indices de produtividade (P.,,ima) (Equagdo 2), ilustram a variagdo maxima da atividade

enzimatica, sendo @ a atividade maxima (U/L) e @ a atividade inicial (U/L), em relagdo ao

tempo (@.

P, — P{
m @)

P enzima =

2.6.2.Fator de Conversao de Biomassa

O fator de conversao da Equagao 3, relaciona a variagdo entre a concentracao final @ e
inicial ( de biomassa (g/L) com o consumo de substrato, onde @ e @ s30 as

concentracoes inicial e final (g/L) respectivamente.
X — Xo

3)

3 Resultados e discussoes

O substrato utilizado neste estudo como fonte de ART foi o amido de milho comercial que
possui em sua composicao 85,5 % de carboidratos e 0,65 % de proteinas, conforme TBCA
(2020). Sabe-se que no amido de milho comercial a propor¢do de amilopectina € 2,5 vezes
maior que a de amilose, assim quando se aumenta a concentracdo de amido,
consequentemente eleva-se também a quantidade de moléculas complexas, dificultando a
hidrolise, como pode ser observado na Figura 2a.

Percebe-se que no Ensaio B hd um consumo mais lento de ART quando comparado ao
ensaio A. Somente no tempo de 25 horas no ensaio B, se deu o inicio do consumo do ART e
simultaneamente aumento na concentragdo de biomassa (Figura 2b).

Em relacdo ao pH ¢ possivel perceber uma relagdo de consondncia com o observado no
perfil de consumo do ART. No experimento A, ha diminui¢do no pH (Figura 2¢) no mesmo
periodo que corresponde ao acentuado consumo de ART. No Ensaio B, tal paridade também
¢ percebida, ja que ha pouca variagdo no pH nas primeiras 25 horas, assim como acontece
com o consumo do ART.

O consumo do ART ndo mostrou grandes alteracdes em B a partir das 42 h, mesmo tendo
AMG disponivel no meio para realizar a hidrolise e disponibilizar glicose para nutricdo do
fungo. Porém como o pH neste tempo encontrava-se abaixo da faixa 6tima de atuacdo (4-5)

houve inibicdo da AMG (Spier, 2005). Ao mesmo tempo ha sintese de proteases, pois sem
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glicose disponivel, o fungo buscou outras fontes de nutrientes para seu crescimento, como
os aminoacidos que compodem as proteinas disponiveis no meio de cultivo.
Como havia atividade da AMG no inicio do experimento A, proveniente do PI, esta foi

suficiente para sacarificar o ART antes que o pH saisse da faixa 6tima de atuagdo. Na falta

de AR disponivel para crescimento da biomassa, novamente ¢ observado que o fungo

sintetiza protease na busca por outros nutrientes.

Os resultados obtidos nos indices de bioconversdo podem ser visualizados na Tabela 2, onde

fica perceptivel a relevancia que |Yy,4 tem na

~

enzimaq

. Para a protease observa-se que o menor

favoreceu a uma maior produtividade enzimatica, j4 para a AMG a relagdo é inversa,

quanto maior a maior a produtividade da enzima.
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Figura 2 - Perfil de ART e AR (a), Biomassa (b), pH (c), Protease (d) e

Amiloglicosidase (e), em relagio ao tempo, para 20 g/L (Ensaio A) e 30

g/L ( Ensaio B).

O Aspergillus awamori NRRL 3112 se mostrou eficiente na produgdo simultdnea de AMG e

PTS, tendo como fonte de carbono o pré-hidrolisado de amido de milho comercial.
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Foram correlacionados, além das atividades enzimaticas, os indices de ART, AR, pH, X e de
bioconversao de ambos os ensaios. A partir disto observou-se que a concentragao inicial de
substrato a 30 g/L (Ensaio B) apresentou um panorama mais adequado a sintese simultanea
da Amiloglicosidase e da Protease, ou seja, 0 aumento da concentragdo inicial de substrato
colaborou para a producdo das enzimas. Sugere-se para novos estudos um controle do pH,
para que se mantenha na faixa 6tima de atuagdo da AMG, afim de se induzir o consumo

total de ART.
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