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RESUMO 

 

 

Treze linhagens de Aspergillus flavo- furcatis foram submetidas à fermentação no 

estado semi-sólido de residuos agroindustriais amazônicos, semente de açaí e casca de 

cupuaçu, suplementados com farelo de arroz, a 25 ºC em 5 dias. A atividade proteolítica 

foi realizada utilizando azocaseína 1% (p/v) como substrato nos tampões em condições 

padronizadas. Em 100% dos extratos foi determinada a atividade das enzimas. As 

linhagens de A. flavo-furcatis expressaram atividade proteolítica nos dois resíduos 

agroflorestais. Em semente de açaí suplementado com farelo de arroz a média da 

atividade proteolítica foi 46,32% superior da determinada em cupuaçu e farelo de arroz 

(465,50 U/mL). Entre os Aspergillus avaliados, a atividade de valor significativo de 

protease (929,2 U/mL) foi expressa por A. flavo-furcatis DPUA 1608 quando no 

bioprocesso foi utilizado semente de açaí. Em casca de cupuaçu, Aspergillus flavo-

furcatis DPUA 1539  foi o que expressou maior atividade (619,77 U/mL).As condições 

de cultivo que proporcionaram aumento expressivo na atividade proteolítica foram 

inóculo com 10 dias de cultivo, a fermentação em cinco dias. As linhagens de A. flavo-

furcatis são fontes promissoras de proteases para futura aplicação industrial quando 

cultivados n o  resíduos agroflorestais amazônicos estudado. 

 

 

 

Palavras-chave: protease coagulante, Aspergillus flavo-furcatis, fermentação 

semisssólida.



 

  

ABSTRACT 

 

Thirteen strains of Aspergillus flavofurcatis were subjected to semi-solid fermentation of 

Amazonian agro-industrial waste, açaí seed and cupuaçu peel, supplemented with rice 

bran, at 25 ºC in 5 days. Proteolytic activity was performed using 1% (w/v) azocasein as 

substrate in buffers under standardized conditions. The enzyme activity was determined 

in 100% of the extracts. The A. flavo-furcatis strains expressed proteolytic activity in both 

agroforestry residues. In açaí seeds supplemented with rice bran, the average proteolytic 

activity was 46.32% higher than that determined in cupuaçu and rice bran (465.50 U/mL). 

Among the Aspergillus evaluated, a significant protease activity (929.2 U/mL) was 

expressed by A. flavo-furcatis DPUA 1608 when açaí seed was used in the bioprocess. 

In cupuaçu peel, Aspergillus flavo-furcatis DPUA 1539 was the one that expressed the 

highest activity (619.77 U/mL). The cultivation conditions that provided a significant 

increase in proteolytic activity were inoculum with 10 days of cultivation, fermentation 

in five days . A. flavo-furcatis strains are promising sources of proteases for future 

industrial application when cultivated in the Amazonian agroforestry residue studied. 

 

 

 

Keywords: coagulant protease, Aspergillus flavo-furcatis, semi-solid fermentation. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os Aspergillus são fungos filamentosos anamorfos, com aproximadamente 150 

espécies que ocorrem numa variedade de habitats e comumente no solo, em alimentos 

armazenados, produtos agrícolas, fragmento vegetal em decomposição, em região 

tropical e subtropical (Klich; Pitt,1998; Samson et al., 2007). 

Nas últimas décadas, espécies de Aspergillus têm despertado interesse para aplicação 

em processos industriais, com predominância como fonte de enzimas para indústria de 

alimentos e detergentes. Inserido nesse grupo estão A. niger, A. oryzae, A. terreus e A. 

clavatus (Chakrabrati et al., 2000;Reddy et al., 2003). 

Do grupo de enzimas disponíveis comercialmente, as proteases predominam nesse 

mercado, somam cerca de 60% do total de biocatalisadores comercializados 

mundialmente, cuja fonte são vegetais, fungos e bactérias, porém somente parte desses 

seres vivos produz proteases que expressam alta atividade enzimática com sucesso 

comercial (Gupta et al., 2008). 

O expressivo valor econômico das proteases e a importância desses biocatalisadores 

no processamento de alimentos e bebidas, nas indústrias de papel, detergentes, têxteis, na 

formulação de medicamentos e na fabricação de queijos são os fatores essenciais que 

contribuem para busca de proteases com novas propriedades. 

Nos processos industriais ou em escala laboratorial, enzimas hidrolíticas 

extracelulares, como as proteases são produzidas por fermentação em meio líquido ou em 

matriz sólida (Gupta et al., 2008). Nessas perspectivas entre os resíduos disponíveis nos 

diferentes ecossistemas, aqueles provenientes da indústria de alimentos envolvem 

quantidades apreciáveis de casca, caroço e outros que, além de ser fonte de matéria 

orgânica são fonte de proteínas, enzimas e óleos essenciais, passíveis de recuperação e 

aproveitamento (Coelho et al., 2001). 

A economia brasileira é uma das mais importantes economias de base agrícolas do 

mundo, onde destacam-se a produção do café, de cana-de-açúcar, da soja e a fruticultura 

(Menezes, 2006). Nos últimos anos, especial atenção vem sendo dada a alternativa que 

conduzam à minimização ou ao reaproveitamento dos resíduos sólidos gerados nos 

diferentes processos industriais. A indústria alimentícia, especialmente a indústria de 

sucos, gera uma enorme quantidade de resíduos provenientes das frutas, obtendo-se ao 

final do processo quantidades apreciáveis de casca, caroço e sementes. Quanto a esses 

produtos oriundos de frutos, a porção descartada pode corresponder a um conteúdo 

elevado, a exemplo da manga (30-50%), banana (20%), abacaxi (40-50%) e laranja (30- 

50%), condição que se apresenta como um grave problema de destino final de resíduos 

que podem conduzir a outras conseqüências se não adequadamente gerenciados (Canteri 

et al., 2008). 

 

A fruticultura regional também gera considerável volume de resíduos, destacando-se 

o cultivo do cupuaçuzeiro (Theobroma grandiflorum) e o açaí (Euterpe oleracea) fruto 

muito apreciado pela população amazônica e consumido na forma de sucos, doces, geléias 
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etc. A casca desse fruto quando descartada no ambiente se torna substrato para 

microrganismos oportunistas, proporcionando até o crescimento de fitopatógenos. 

Atualmente parte desse resíduo vem sendo utilizados em experimentos desenvolvimento 

no laboratório de micologia da UFAM. 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Proteases coagulantes 

Vários microrganismos são fontes de protease como as bactérias, protozoários, 

leveduras e fungos filamentosos podendo ser extracelulares ou intracelulares, ligados ou 

não à membrana. A impossibilidade das proteases de plantas e animais atenderem à 

demanda mundial de enzimas tem levado a um interesse cada vez maior pelas proteases 

de origem microbiana. Microrganismos representam uma excelente diversidade fonte de 

proteases devido à sua grande bioquímica, permitindo que o rendimento das enzimas 

proteolíticas por fermentação possa ser incrementado através de manipulação genética e 

melhoramento das condições de cultivo (Neurath,1995; Said&Pietro,2002). 

As proteases são classificadas, segundo a Enzyme Comission (EC), dentro do 

grupo das hidrolases, enzimas que quebram o substrato com a introdução de uma 

molécula de água. Essas enzimas constituem um amplo e complexo grupo de enzimas, 

diferindo-se em propriedades como substrato específico, sítio de ação e mecanismo 

catalítico, pH e temperatura ótima e perfil de estabilidade (Sumantha et al. 2006). 

Quanto ao mecanismo de ação, as enzimas proteolíticas são subdivididas em 2 

grupos: exoproteases, aquelas que clivam ligações peptídicas próximas às extremidades 

da cadeia polipeptídica e, endoproteases, as que atuam nas regiões internas da cadeia 

polipeptídica (Monod et  al. 2002). 

As exopeptidases dividem-se ainda em: carboxipeptidase que rompem as ligações 

a partir da extremidade C-terminal, e as aminopeptidases que rompem as ligações a partir 

das extremidades N-terminal. As endopeptidases são divididas em quatro subgrupos 

baseados em seus mecanismos catalíticos: serina protease, aspártico protease, cisteína 

protease e metaloproteases.(Rao 1998). 

As proteases também podem ser classificadas em ácidas, neutras e alcalinas 

(Sandhya 2004). Desta forma as proteases ácidas são aquelas que expressam pH ótimo 

na faixa ótima de pH 2,0 - 4,0, são produzidas por fungos e têm aplicação na fabricação 

de queijo, amaciamento de carne, na produção de alimentos fermentados e também em 

limpeza de compostos ácidos (Rao e Narasu 2007; Thys 2004). Já as proteases neutras 

são importantes para indústria alimentícia porque elas possuem uma função específica 

em hidrolisar ligações hidrofóbicas de aminoácidos em pH neutro, reduzindo o amargor 

de alimentos protéicos hidrolisados (Sandhya, 2005). Proteases neutras produzidas por 

fungos são importante em aplicações nas indústrias de panificação, processamento de 
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alimentos, modificação de proteínas, tratamento de couro, alimentos para animais e na 

indústria farmacêutica (Sumantha et al. 2006). Enquanto as proteases alcalinas podem 

ser obtidas de diferentes fontes como bactérias, fungos e certos insetos. Elas são 

classificadas dentro do grupo das serino protease e são um importante grupo de enzimas 

utilizadas principalmente na formulação de detergentes em pó, ajudando na remoção de 

manchas de origem protéica (Kumar 1999; Moreira et al. 2003; Espósito 2006; Rao e 

Narasu 2007). 

As   enzimas   proteolíticas    representam um dos três maiores grupos de enzimas 

industriais que   são   responsáveis   por cerca   de 60%    da venda total mundial de 

enzimas (Djamel et al. 2009) . Elas apresentam uma ampla variedade de aplicações nas 

indústrias de detergente, alimentícia, farmacêutica, de diagnósticos, na indústria química 

(Monteiro et al. 2003) na produção de queijo, iogurte, cerveja e molho de soja (Nishiwaki 

2009). Em panificação, processamento de carnes, conservas e peixes (Bon e Pereira 

1999). 

Na indústria de laticínios, as proteases são utilizadas na fabricação de queijo, pois 

um grande número de enzimas proteolítica coagula o complexo caseínico do leite. No 

processo de fabricação deste produto essas enzimas hidrolisam a ligação peptídica 

Fenilalanina105 –Metinonina106 para gerar -caseína e macropeptídeos. (Duarte et al. 

2009). 

Os elementos protéicos do leite podem ser classificados em proteínas do soro 

(albumina do soro - BSA, α-lactoalbumina, β-lactoglobulina, imunoglobulina -Ig e 

proteose-peptonas) e as caseínas (α1,α2, β, γ e ) (Rezer, 2010). 

As proteínas do soro representa a parte aquosa do leite ou soro derivado da 

separação do coágulo que resulta da precipitação das proteínas do leite por enzimas 

proteolíticas ou ácidas. De acordo com Balbis et al. (2009), as proteínas do soro contêm 

uma maior concentração dos aminoácidos de cadeia ramificada leucina, isoleucina e 

valina. Estes aminoácidos, particularmente a leucina, são factores importantes no 

crescimento e reparação dos tecidos. 

Alguns estudos clínicos com roedores sugerem que as proteínas do soro podem 

influenciar na produção de glutatião, possuindo assim propriedades anti- flamátorias e 

anticancerígenas (Hakkak et al., 2001; Xiao et al., 2006).. Além do que as proteínas do 

soro podem ser de grande interesse para a saúde humana, pois podem representar 

fórmulas nutricionais simples para prevenção de problemas cardíacos ou suplementação 

para diversas doenças (Krissansen, 2007). 

As caseínas, componentes protéicos mais importantes do leite, fonte primordial 

de cálcio, fosfato e aminoácidos necessários para o crescimento e energia de todos os 

mamíferos. As caseínas são moléculas relativamente pequena, apresentando uma elevada 

hidrofobicidade (β >  > αS1 > αS2) e distribuição irregular da carga e polaridade dos 

seus aminoácidos (Fox, 1989). 

A caseína é uma fosfoproteína sintetizada nas células epitelias da glândula 

mamária e secreta na forma de micela. 

Segundo Medeiros (2010) as caseínas α possuem especificidades comuns como 

a presença de agrupamentos de fósforo sob a forma de fosfosseril, a forte proporção de 
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resíduos apolares e o elevado teor de certos aminoácidos, tais como ácido glutâmico, 

leucina e prolina. Diferenciam-se entre si pelo número de grupos fosfosseril pela 

presença ou não de cisteína e glúcidos e pelo seu caráter mais ou menos hidrófobo. 

Em se tratando das caseínas αs e β que apresentam alto grau de fosforilação, nota-

se um grupamento dos grupos fosfosseril, ocasionando a criação, na cadeia peptídica, de 

áreas com caráter ácido e hidrófilo muito contundente. Estas aglomeração de cargas 

negativas destinam-se a estas caseínas uma das suas mais elementares propriedades: a 

capacidade de fixação de cálcio (Medeiros, 2010). 

Diferente das outras proteínas a caseína  apresenta solubilidade na presença do 

íon de cálcio, possui glúcidos na cadeia peptídica e tem uma elevada sensibilidade à ação 

da quimiosina à escala da ligação Fenilalanina-Metionina (105-106). 

A caseína  é uma glicoproteína de cadeia peptídica singular, tem estrutura 

primária apresentando duas regiões: a componente NH2-terminal (1-105) dotada de um 

caráter básico e hidrófobo, configurando um poder estabilizador, enquanto que a 

componentes COOH-terminal (106-169) é ácida e hidrófila. Possuindo o poder de 

formar, conjuntamente com as outras caseínas, complexos estáveis na presença de cálcio 

(Medeiros, 2010). 

No leite, cada caseína esta integrada numa estrutura maior – a micela de caseína. 

Esta estrutura consiste em uma partícula esférica, de diâmetro entre 30 a 300 nm, (Figura 

1) constituída por cerca de 80-90% de toda caseína presente no leite bovino de 

componentes salinos, essencialmente cálcio e fosfato (Tabela 1) (Medeiros, 2010). 
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Tabela 1. Composição média da micela de caseína (em g/100 g). Fonte: Medeiros, 2003. 

CASEÍNAS COMPONENTES SALINOS 

αs1 33 Cálcio 2,9 

αs2 11 Magnésio 0,2 

Β 33 Fosfato Inorgânico 4,3 

 11 Citrato 0,5 

Γ 4 - - 

TOTAL 92 TOTAL 8,0 

 
A micela está constituída por subunidade (submicelas) de aproximadamente 12 

a 15 nm, cada uma contendo entre 20 a 25 moléculas de caseína, unidas por ligações de 

natureza hidrófoba e ligações eletrostáticas. Presumivelmente, a região hidrófoba desta 

moléculas encontra-se no núcleo da submicela, enquanto que os componentes polares 

hidrófilos – os resíduos fosfosseril das caseínas αs e β e a componente COOH-terminal 

da caseína  encontra-se exteriormente à superfície submiceliar (Duarte et al. 2009). 
 

Figura 1. Micela de caseína (modelo simplista) 

Fonte: Medeiros, 2010 

 
A presença de cálcio e fosfato implica uma agregação das submicelas em 

unidades maiores, as denominadas micelas de caseína. Esta agregação pode ser explanada 

pelo fato de que a fosfato de cálcio pela submicela (que nesta fase passa a ser denominada 

fosfato de cálcio coloidal), ameniza a sua carga elétrica, compactando-a. A dimensão do 

agregado resultante varia consoante o teor de caseína  que contém baixo poder de 

fixação de cálcio (Figura 2) (Medeiros, 2010). 

As micelas de caseína têm natureza ácida e fixam água em demasiada proporção, 

fixando, imobilizando, resguardando e estabilizando à superfície micelar, já que forma 

um envoltório de hidratação. 

A estabilidade da micela de caseína também depende da presença de -caseína na 

sua superfície, a qual se constitui na fração hidrofílica da caseína, que reage com a água 

e impede a agregação das micelas. Segundo Tuinier e Kruif (2002), a estabilidade 
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estérica gerada pela relativamente esparsa camada externa de caseína  em forma de 

escova é o fator estabilizante mais importante. 

 

Figura 2. Micela de caseína (modelo alternativo). 

Fonte: Medeiros, 2010. 

 
A estabilidade acima referida depende em grande proporção de fatores intrínsecos 

ao leite e seu sistema coloidal. Assim sendo, alguns fatores extrínsecos podem estar na 

origem da desestabilidade micelar, como acidificação ou a ação de certas enzimas 

proteolíticas, que atual ao nível da micela e/ou do seu ambiente circundante implicam no 

fenômeno da coagulação do leite, o qual consiste a base do fabrico do queijo (Medeiros, 

2010). 

Para obtenção do queijo, a escolha do agente coagulante é fundamental, pois as 

enzimas coagulantes influenciam na degradação protéica, sendo umas mais proteolíticas 

que outras (Silva et al. 2009). 

O agente coagulante convencional utilizado na produção de queijos é extraído, do 

quarto estômago de bezerros lactentes sendo o mais utilizado na produção do queijo 

devido expressar alta especificidade pela caseína, denominado coalho. Desta forma a 

demanda de estomago de bezerro para a extração de coalho é muito elevada, dificultando 

a produção, devido ao alto custo e a escassez da matéria prima (Van, 2002). 

Microrganismos com Rhizomucor mieheir, R. pusillus, Endothia parasítica, 

Aspergillus oryzae e Irpex lactics são extensivamentes usados para a produção de 

proteinases para uso como coagulantes de leite. Os coagulantes microbianos são 

atualmente utilizados em cerca de 1/3 de toda a produção mundial do queijo (Van, 2002). 

Outro extrato enzimático com poder coagulante do leite já produzido 

industrialmente é o proveniente do fungo Aspergillus niger var. awamori (Rao, et al., 

1998; Silva, et al., 2009). 

Recentemente muitos estudos estão sendo realizados visando a obtenção de 

extratos de origem fungica que possam substituir o coagulante convencional, como de 

Mucor sp. (Muheshwari et al., 2000; Tubesha & Al-Delaimy, 2003), Thermomyces 

lanuginous (Jensen et al., 2002), Aspergillus sp. (Coral et al., 2003; Shata, 2005; Tunga 

et al., 2003), Penicillium sp. (Germano et al., 2003) e Rhizopus oryzae (Kumar et al., 

2005). 
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2.2 Fungos como fonte de proteases 

As enzimas proteolíticas são produzidas por plantas, animais e microrganismos. 

No entanto, os microrganismos são a fonte preferencial de proteases devido a sua ampla 

diversidade bioquímica, suscetibilidade para manipulação genética, além de possuírem 

características desejadas para aplicações industriais (Sandhya 2004; Ramakrishina et al. 

2010). 

Segundo Weingartner (2010) atualmente sabe-se que as enzimas microbianas são 

aplicadas na indústria de alimentos de sabão em pó e detergentes na fabrica de papel e 

tecidos em diversos setores industriais O uso de fungos na dieta e como fonte de bebidas 

é conhecido desde os tempos antigos. Mas foi a partir de 1960 que houve o aumento do 

uso de enzimas microbianas na indústria de alimentos (Ghorai et al. 2009). 

As enzimas produzidas por fungos são mais seguras que aquelas produzidas por 

bactérias, desde que eles estejam normalmente reconhecidos com GRAS-Generally 

Regarded As Safe (Germano et al. 2003). 

Nos recentes anos, o potencial uso de microrganismos como fontes 

biotecnológicas de enzimas de relevância industrial estimulou o interesse na exploração 

de atividades enzimáticas em vários microrganismos (Goud 2009). 

O isolamento e seleção de novos microrganismos com potencial para a produção 

de proteases é necessário e, para isso, são feitas técnicas rápidas e sensíveis para detecção 

e caracterização de proteases microbianas (Saran et al. 2007). 

2.2.1 Aspergillus flavo-furcatis 

Classicamente, Aspergillus flavo-furcatis é um dos membros do Grupo flavus, este 

constituído por A. flavus, A. flavus var. columnaris, A. parasiticus, A. oryzae, A. oryzae 

var. effusus, A. zonatus, A. clavato-flavus, A. tamarii, A. subolivaceus and A. avenaceus 

(Raper; Fennell, 1977; Hedayati et al., 2007). 

Entre esses fungos anamorfos, A. flavus e A. parasiticus têm sido citado como 

causadores de patologias humanas e animal, todavia, as demais espécies têm sido 

exploradas biotecnologicamente em processos de fermentação (Frisvad et al., 2007). 

Em relação a A. flavo-furcatis, além de não ser causador de patologias (Hedayati 

et al., 2007; Nascimento; Martins, 2006; Abidi et al., 2008). É uma espécie não estudada 

quanto à produção de compostos bioativos, a exemplo de proteases para os diversos fins 

industriais. 

Quanto a sua morfologia os Aspergillus flavo-furcatis foram descrito pela 

primeira fez por Batista e Maia (1955), suas colônias possuem uma coloração com 

escalas variadas de amarelo castanho, quando jovens, a marrom. Micromorfologia, sua 

cabeça possui conídios irradiados ou dividido em colunas; conidióforo longo e ereto 

produzido a partir do micélio basal; micélios brancos; vesículas piriformes para 

subglobosa, serriado, biserriado ou ambos presente na mesma vesícula; métula cobrindo 

¾ para toda a superfície da vesícula; conídios globosos a subglobosos ou ovóides na 

maturidade. 
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2.3 Fermentação em meio semi-sólido 

A fermentação em meio semi-sólido é definida como sendo o processo 

fermentativo no qual o crescimento do microrganismo e a formação dos produtos ocorrem 

na superfície do substrato sólido próximo à ausência de água livre. De acordo com 

Weingartner (2010), a produção de enzimas é realizada por ambos os processos 

fermentativos: sólido e submerso. Entretanto a fermentação no estado sólido (FES) vem 

ganhando renovado interesse empregando principalmente espécies fúngicas. 

Caracterizar a fermentação semi-sólida, via de regra, leva a uma comparação com 

a fermentação submersa, para uma melhor compreensão do processo. A fermentação em 

meio semi-sólida apresenta vantagens sobre a fermentação submersa por ter um custo de 

produção mais viável, devido à pequena exigência energética e à facilidade na extração 

dos produtos (Weingartner, 2010). 

As condições de cultura do processo de fermentação em meio semi- sólido são 

mais similares ao habitat natural dos fungos filamentosos do que as condições de 

fermentação em cultura submersa, de modo que esses microrganismos são capazes de 

crescer satisfatoriamente no substrato sólido e excretar grandes quantidades de enzimas 

(Castilho et al., 2000 a; Silva et al., 2009). 

Os principais fatores que determinam a eficiência do processo fermentativo bem 

como a qualidade do produto obtido são a aeração e transferência de oxigênio, 

temperatura e transferência de calor, atividade de água e umidade e a escolha adequada 

do microrganismo e do substrato. 

O sistema de aeração, na fermentação semi-sólida, é simples desde que o projeto 

do reator seja apropriado para permitir livre acesso do oxigênio atmosférico até o 

substrato. O autor especifica ainda que neste tipo de fermentação, forma-se um filme de 

água sobre o substrato insolúvel, o que torna a difusão do oxigênio para mais rápida do 

que no processo submerso. 

Segundo Silva et al (2009), o controle da temperatura na fermentação semi- sólida, 

em nível industrial, é um problema de difícil resolução, onde as principais dificuldades 

na transferência de calor estão relacionadas às características térmicas dos matérias 

orgânicos e à baixa umidade presente no sistema. 

Em fermentação semi-sólida é essencial o controle da temperatura do sistema, na 

faixa propícia ao crescimento do microrganismo, para possibilitar a eficiência do 

processo. Temperaturas elevadas afetam a germinação dos esporos, o crescimento celular 

e a formação de produtos, ao passo que temperaturas muito baixas são desfavoráveis ao 

crescimento dos microrganismos e a outras reações bioquímicas (Hasan et al., 1998). 

Os parâmetros fundamentais para a transferência de massa (água e solutos) através 

das células microbianas são a atividade de água e a umidade dos substratos sólidos ( 

Pandey et al., 2000 a). 

A natureza do material, o tipo de produto final desejado e a necessidade do 

microrganismo, determinam o nível de umidade adequado do substrato sólido (Schmidell, 

2001). A determinação da quantidade de líquido necessário para a manutenção da 

umidade do sistema é fundamental para o sucesso é fundamental para o sucesso do 

processo. 
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O excesso de líquido no interior da matriz sólida leva a redução da porosidade do 

leito diminuindo a difusão do oxigênio, ao mesmo tempo em que, propicia um ambiente 

mais favorável à contaminação bacteriana e à formação de hifas aéreas. 

Por outro lado, baixos níveis de umidade no substrato prejudicam o crescimento 

microbiano, pois comprometem a difusão de nutrientes e de oxigênio, podendo levar a 

falta de nutrientes e ai acúmulo de metabólitos inibitórios do crescimento (Weingartner, 

2010). 

O tipo de microrganismo que pode crescer e formar produtos, em fermentação 

semi-sólida, é determinado, principalmente, pela atividade de água (Aw) do meio. De 

acordo com Duarte et al (2009) valores de Aw na ordem de 0,95 – 0,98 podem ser 

considerados típicos para os meios das fermentações semi-sólidas. Este nível de Aw é 

ideal para o crescimento de muitos fungos, especialmente os filamentosos. 

O meio de cultivo para fermentação semi-sólida é simples, na maioria das vezes, 

natural. São usados substratos comuns, geralmente, resíduos agroindustriais com 

elevados teores de carboidratos ou proteínas. O único componente necessário, a ser 

adicionado ao meio é água, embora, ocasionalmente, outros nutrientes como fonte de 

nitrogênio ou minerais possam se adicionados (Silva, 2009). 

O custo e a viabilidade de uso são os fatores primordiais a serem analisados na 

escolha do substrato mais adequado para a fermentação semi-sólida (Pandey et al., 2000 

a), por isso, na maioria das vezes, são utilizados resíduos agroindustriais. A utilização 

deste tipo de material é vantajosa economicamente, haja visto que o custo do processo é 

minimizados, já que estes resíduos são sub-produtos das indústrias de alimentos(Castilho 

et al., 2000b). 

A fermentação em meio sólido tem emergido como uma tecnologia apropriada 

para o manejo de resíduos agroindustriais, agregando a esses valores comerciais e 

destacando-se como tecnologia promissora para o desenvolvimento de muitos 

bioprocessos, incluindo a produção em larga escala de enzimas industriais (Nampoothiri 

et al., 2004). 

O Brasil segue a promissora tendência mundial do desenvolvimento de processos 

de fermentação em meio semi-sólido, não somente para a manufatura de produtos 

tradicionais como alimentos e bebidas fermentadas, mas também para a aplicação em 

indústrias farmacêuticas e bioquímicas, destacando-se alguns produtos e processos como 

enzimas, enriquecimento protéico de alimentos fermentados, 

detoxificação biológica, ácida orgânicos, biopesticidas, pigmentos, goma xantana, 

ácidogiberélico, cogumelos comestíveis, etanol, biogás, etc (Soccol & Vandenberghe, 

2003). 

Os resíduos de processos agroindustriais podem ser usados como substrato para 

crescimento microbiano, pois a matéria orgânica que o constitui é utilizada como fonte 

de energia para o crescimento e carbono para síntese da biomassa celular e outros 

produtos do metabolismo microbiano (Mahmood et al., 1998) 
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2.3.1 Resíduos utilizados em fermentação semi-sólida 

A indústria alimentícia, especialmente a indústria de sucos, gera uma enorme 

quantidade de resíduos provenientes do processamento das frutas, obtendo-se ao final 

do processo quantidades apreciáveis de casca, albedo e sementes, que quando 

descartados inadequadamente acarretam graves conseqüências ambientais devido à 

elevada carga orgânica. Uma alternativa para a minimização do problema consiste no 

aproveitamento destes resíduos em processos fermentativos, uma vez que estes podem 

ser usados como substrato sólido e no meio para o crescimento do microrganismo, pois 

a matéria orgânica que o constitui é utilizada como fonte de energia para o crescimento 

e carbono para síntese da biomassa celular e outros produtos do metabolismo microbiano 

(Menezes et al. 2006). 

Os    resíduos     podem     conter     muitas     substâncias     de     alto     valor. Se 

for empregada uma tecnologia adequada, este material pode ser convertido em produtos 

comerciais ou matérias-primas para processos secundários. A implementação de 

transformação de resíduos de indústrias em produtos de valor agregado podem ser 

através: da transformação de resíduos em ingredientes para a indústria de sucos e 

panificação, bioconversão dos resíduos por fermentação em estado sólido (e também 

fermentação submersa) ou como bioadsorventes (fixadores) em tratamentos de resíduos 

(Pelizer, 2007). 

Diversos subprodutos agro-industriais têm sido usados como substratos para a 

produção de enzimas, devido à disponibilidade local e por apresentar uma fonte 

alternativa de baixo valor comercial (Silva, 2009). 

Na região Amazônica possui uma variedade de fruteiras consideradas potenciais 

e dentre elas se destacam: o açaí (Euterpe oleracea Mart.) e o cupuaçu (Theobroma 

grandiflorum Shum), devido a seu elevado potencial econômico e valores nutricionais. 

ão utilizados na elaboração de vários produtos alimentícios, desde que se aplique uma 

tecnologia adequada. 

O açaí é um fruto rico em antioxidantes e aminoácidos (Coisson et al, 2005; 

Schauss et al., 2006), tido como uma das frutas mais nutritivas da bacia Amazônica. Além 

disso, destaca-se entre as frutas quanto ao seu teor lipídico (Rogez, 2000). Em sua 

composição o açaí também possui carotenóides e ácido ascórbico (Spada et al., 2008), 

além de fibras (Yuyama et al., 2002). 

Estas características descoberta na ultima década têm aumentado a procura pelo 

fruto amazônico no mercado regional, nacional e internacional. Elevando a produção do 

fruto de açaí de acordo com o IBGE (2008) sua produção somou em 2008, 101,341 

toneladas, sendo o Estado do Pará o principal produtor do fruto, concentrando 94% desta 

produção. 

O cupuaçu possui excelente potencial de mercado para exploração da polpa, a 

mucilagem que envolve as sementes, sendo facilmente reconhecidos em razão do aroma 

agradável que exalam facilitando a comercialização da polpa pasteurizada/congelada, em 

embalagens de polietileno de 200g e 1 kg, e em tambores de 200 L. As duas primeiras 

formas são utilizadas para a comercialização local e a última, quando o produto é 

comercializado para fora das fronteiras do estado. 
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Pesquisas mostram que atualmente a produção do cupuaçu chega a 32 toneladas 

de fruto, representando 8,9% do valor bruto da produção do Estado do Pará (IBGE 2008). 

A fruticultura regional também gera considerável volume de resíduos, destacando-

se o cultivo do cupuaçuzeiro e o do açaí. Ambos os frutos são utilizados na fabricação de 

sucos, doces, geléias e sorvetes. A casca e a semente desses frutos quando descartada no 

ambiente se torna substrato para microrganismos oportunistas, proporcionando até o 

crescimento de fitopatógenos. Atualmente parte desse resíduo vem sendo usado como 

adubo ou com fonte de biomassa para produzir energia, uma pesquisa em 

desenvolvimento na coleção de cultura DPUA/UFAM. 
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3 OBJETIVO GERAL 

 

Esta pesquisa tem como objetivo avaliar a produção de proteases por 13 linhagens 

de Aspergillus flavo-furcatis da Coleção de Culturas do Departamento de Parasitologia 

da Universidade Federal do Amazonas – DPUA, para selecionar uma espécie promissora 

quanto à produção de proteases coagulante para fabricação de queijo. 

 
 Objetivos Específicos 

 Determinar a atividade proteolítica e coagulante por fermentação semi-sólida 

utilizando resíduo agroindustrial amazônico; 

 

 Selecionar uma espécie promissora quanto a atividade proteolítica e potencial 

coagulante; 

 

 Verificar a influência da idade e tamanho do inóculo associado ao tempo de 

fermentação; 

 

 Caracterizar as proteases quanto à temperatura e pH ótimo e estabilidade da 

temperatura e pH; 

 

 Avaliar a potencialidade das proteases como coagulante na produção de queijo. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1.Micro-organismos 

Nesta pesquisa foram avaliados 13 Aspergillus flavo-furcatis cedidos pela 

Coleção de Culturas DPUA, Universidade Federal do Amazonas-UFAM. Para a 

reativação dos fungos anamorficos, de cada cultura foi transferido um fragmento para a 

superfície de ágar CYA [Czapek com extrato de levedura 0,5% (p/v)] em placas de Petri. 

Os cultivos foram mantidos a 25 ºC por sete dias, conforme recomendação de (Kclich e 

Pitt, 1988). 

 
4.2. Cultivo monospórico e autenticação 

Em cada subcultivo de Aspergillus flavo-furcatis foi preparada uma suspensão e 

ao término da dispersão dos esporos com alça de níquel cromo os tubos foram agitados 

em vortex. Desta suspensão foram preparadas diluições sucessivas até a obtenção de três 

esporos em 10µL. Para obtenção das culturas monosporicas, da suspensão contendo baixa 

densidade celular, com um swab as estruturas de reprodução foram semeadas na 

superfície de ágar-água 1,8% (p/v). (Gams et al., 1975). Os cultivos foram mantidos a 25 

°C. Após a germinação, cada esporo foi transferido para a superfície de ágar CYA e os 

cultivos mantidos a 25 °C por sete dias (Kclick e Pitt, 1988). A autenticação de A. flavo-

furcatis, foi realizada com base nas características morfológicas, comparadas com a chave 

de identificação propostas por Raper e Fennel (1977). 

 
4.3. Produção das proteases  

4.3.1.Preparação dos resíduos 

Os resíduos agroindustriais utilizados para a produção dos resíduos foram farelo 

de arroz, semente de açaí e casca de cupuaçu provenientes do comércio local do município 

Manaus-Amazonas. A casca de cupuaçu foi triturada máquina DPM-2, peneira 25 mm e 

tratada segundo protocolo padronizado pela Coleção de Cultura DPUA. 
 

4.3.2.Fermentação semi-sólida (FSS) 

A casca de cupuaçu (CC+FA) e semente de açaí (AS+FA) foram misturadas com 

farelo de arroz, separadamente, e cada mistura de substrato foi pesada e hidratada com 

água destilada para ajustar o conteúdo de umidade a 60%. Quando necessário o pH    foi 

aferido para 6. A FSS foi realizada em frascos de vidro contendo 200 g de CC+FA ou 

200 g de AS+FA. Os resíduos foram esterilizados a 121 °C por 60 minutos, durante três 

dias consecutivos. Após resfriamento, nos substratos foram inoculados, superficialmente, 

12 discos miceliais de 10 mm de diâmetro das culturas de Aspergillus flavo-furcatis 

obtidas em ágar CYA. A FSS foi conduzida a 30 oC durante cinco dias. 

 
4.3.3. Extração das proteases 

A extração das protease foi realizada com água destilada esterilizada (5:1 v/p) sob 
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agitação constante (150 rpm, 30 minutos, a 30 oC). O extrato bruto foi recuperado por 

filtração em tecido de algodão, e centrifugação a 8.000 xg por 10 minutos, a 4 oC. 

 
4.3.4. Determinação da atividade de proteases 

A atividade proteolítica foi determinada segundo metodologia de Leighton (1973), 

150 µL do extrato bruto foram adicionados a 250 µL de azocaseína 1,0% (p/v) (Sigma, 

St. Louis, MO, USA) em tampão Tris-HCl 0,2 M, pH 7,2, mistura reacional foi mantida 

durante 60 minutos em câmara escura. Em seguida foram adicionados 1,2 mL de ácido 

tricloroacético 10 % (p/v) e o resíduo remanescente removido por centrifugação (8.000 

xg) a 4oC por 10 minutos. Do sobrenadante 1,2 mL foi retirado e homogenizado com 1,4 

mL de hidróxido de sódio 1M, procedendo-se a leitura a 440 nm. Uma unidade de 

atividade proteásica foi definida como a quantidade de enzima capaz de produzir um 

aumento na absorbância de 0,01 em uma hora a 440 nm e expressa em U/mL (Kirsch et 

al., 2011). 

 
4.4. Efeito de diferentes parâmetros na atividade de protease utilizando um 

planejamento fatorial 

Nesta etapa a avaliação da influência da idade do inóculo, tamanho do inóculo e 

do tempo de fermentação na atividade proteolítica foi realizada apenas com a espécie que 

expressou características morfológicas avaliada através de um planejamento fatorial 23 

com 4 pontos centrais. Os níveis das variáveis são mostrados na Tabela 1. A fermentação 

semi-sólida foi conduzida a 30º C. Atividade proteolítica foi determinada conforme 

descrito no item da determinação da atividade de protease. 

Tabela 1.: Fatores utilizados no planejamento fatorial 23 para avaliar a produção de proteases 

Levels 

Fatores    

 

 

 

 

 

 

4.5. Efeito do pH das proteases 

Para determinar o efeito do pH na atividade proteolítica, o sistema de reação e o 

branco foram preparados em triplicata, utilizando azocaseína 1% (p/v) como substrato 

nos tampões: solução tampão citrato 0,1 M (4-6), solução tampão fosfato 0,1 M (6-8) e 

tampão carbonato-bicarbonato de sódio 0,1 M (9-10) (Petinate et al., 1999). As amostras 

incubadas durante uma hora, seguindo a determinação da atividade proteolítica. 

 
4.6. Efeito da temperatura na atividade das proteases 

O efeito da temperatura na atividade proteolítica foi determinado incubando-se a 

 Inferior (-1) Central (0) Superior (+1) 

Idade do inóculo 10 12 14 

Tamanho do inoculo 6 12 18 

Tempo de fermentação 5 10 15 
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reação nas temperaturas de 25 ºC, 37 ºC, 40 ºC, 60 ºC por uma hora, seguindo-se a 

determinação da atividade proteolítica. 

 
4.7. Bioensaio de toxicidade utilizando A. salina da espécie selecionada 

A avaliação de toxidade do extrato de A. flavo-furcatis DPUA 1463 foi realizada 

segundo Harwig; Scott, (1971); Rice; Maness, (2004). Os náuplios de A. salina foram 

obtidos adicionando-se 0,1 g de cistos comerciais em 100 mL de solução de sal marinho 

não iodado 3% (p/v), pH 6,5, em frasco Erlenmeyer (500mL) incubado a 30 oC, 140 rpm 

durante 36 horas, sob iluminação constante. 

O bioensaio foi realizado em poços individuais de placas multipoços (6x4) pela 

adição de 0,2 mL de extrato bruto (1mg/mL ou 2mg/mL) e 1 mL de suspensão de náuplios 

de A. salina. As placas foram mantidas sob luminosidade (40 watts), 30 oC, por 24 horas. 

Após esse período, a mortalidade de A. salina foi determinada em estereomicroscópio 

com base na imobilidade interna ou externa, durante 20 segundos. 

No tratamento controle foi utilizada somente a solução salina e todos os testes foram 

realizados em triplicata (Teixeira, 2011). 

A taxa de mortalidade foi calculada conforme a fórmula seguinte e o grau de 

toxidade foi classificado de acordo com a mortalidade observada: 0-9% = não tóxico 

(NT); 10-49% = ligeiramente tóxico (LT); 50-89% = tóxico (T); 90-100% = altamente 

tóxico (AT) (Harwig; Scott, 1971). 

% mortalidade = (número de indivíduos mortos)/(número total de indivíduos)  
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5. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados das atividades enzimáticas foram submetidos à análise estatística 

descritiva (média e desvio padrão). ANOVA, com nível de significância de 5%, 

utilizando-se o software Minitab 16. 
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Resumo 

As proteases possuem alto valor comercial no mercado mundial de enzimas, cujas 

fontes são vegetais, fungos e bactérias. Esta pesquisa tem como objetivo avaliar os 

resíduos agroflorestais e o efeito de parâmetros na produção de protease por Aspergillus 

flavo-furcatis da Coleção de Culturas DPUA. As 13 linhagens de A.flavo- furcatis foram 

submetidas à fermentação no estado semi-sólido em semente de açaí e casca de cupuaçu 

suplementados com farelo de arroz, a 25 ºC em 5 dias. A atividade proteolítica foi 

realizada utilizando azocaseína 1% (p/v) como substrato nos tampões em condições 

padronizadas. Em 100% dos extratos foi determinada a atividade das enzimas. As 

linhagens de A. flavo-furcatis expressaram atividade proteolítica nos dois resíduos 

agroflorestais. Em semente de açaí suplementado com farelo de arroz a média da 

atividade proteolítica foi 46,32% superior da determinada em cupuaçu e farelo de arroz 

(465,50 U/mL). As condições de cultivo que proporcionaram aumento expressivo na 

atividade proteolítica foram inóculo com 10 dias de cultivo, a fermentação em cinco dias. 

Desta maneira, pode-se concluir que as linhagens de A. flavo-furcatis são fontes 

promissoras de proteases para futura aplicação industrial quando cultivados em resíduos 

agroflorestais amazônicos. 

 
Palavras-chave: Enzimas   proteolíticas,   fermentação   semi-sólida,   matriz   sólida, 

Aspergillus. 
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INTRODUÇÃO 

As enzimas proteolíticas são produzidas por plantas, animais e microrganismos. 

No entanto, os microrganismos são a fonte preferencial de proteases devido a sua ampla 

diversidade bioquímica, suscetibilidade para manipulação genética, além de possuírem 

características desejadas para aplicações industriais (Sandhya, 2005; Ramakrishina et al., 

2010). 

Nas últimas décadas, espécies de Aspergillus têm despertado interesse para 

aplicação em processos industriais, com predominância como fonte de enzimas para 

indústria de alimentos e detergentes. Inseridos nesse grupo estão A. niger, A. oryzae, A. 

terreus e A. clavatus (Reddy et al., 2009; Chakrabrati et al., 2002). 

Em relação à Aspergillus flavo-furcatis, além de não ser causador de patologias. 

Trata-se de uma espécie pouco estudada quanto à produção de compostos bioativos, a 

exemplo de proteases e micotoxinas (Hedayati et al., 2007; Nascimento; Martins, 2006; 

Abidi et al., 2008). 

Do grupo de enzimas disponíveis no mercado mundial, as proteases se destacam 

e somam cerca de 60% do total de biocatalisadores comercializados. Estas enzimas 

apresentam uma ampla variedade de aplicações nas indústrias de detergente, 

farmacêutica, de diagnósticos, na indústria química e alimentos, para a produção de 

queijo, iogurte, cerveja, molho de soja, processamento de carne, dentre outros (Monteiro 

et al., 2005;Nishiwaki, 2009). 

Proteases podem ser produzidas por fermentação em meio líquido ou em uma 

matriz sólida (Gupta et al., 2008). Nesse último bioprocesso o crescimento do 

microrganismo e a formação dos produtos de interesse ocorrem na superfície do substrato 

sólido próximo na ausência de água livre e em condições mais similares ao habitat natural 

dos microrganismos. 

Além dessas características a fermentação semi-sólida tem como vantagem o 

aproveitamento de resíduos gerados pela agroindústria, agregando valor comercial a 

estes, além da redução de custos e a facilidade de recuperação do produto final do meio 

de cultivo (Canteri et. al., 2008; García-Gómez et. al.; 2009). 

Na região Norte do Brasil são gerados resíduos orgânicos oriundos do 

processamento da fruticultura regional. Entre os descartes orgânicos está o resíduo do 

cupuaçu (Theobroma grandiflorum) e o açaí (Euterpe oleracea). A casca e semente 

desses frutos quando descartadas no ambiente tornam-se substratos adequados para o 

crescimento de microrganismos oportunistas até mesmo de fitopatógenos (Silva, 2009). 

Este trabalho teve como objetivo avaliar os resíduos agroflorestais amazônicos e o efeito 

de parâmetros na produção de protease por Aspergillus flavo-furcatis da Coleção de 

Culturas DPUA utilizando a tecnologia de fermentação semi-sólida. 

 
MATERIAIS E MÉTODOS 

Micro-organismos 

Nesta pesquisa foram avaliados 13 Aspergillus flavo-furcatis cedidos pela 

Coleção de Culturas DPUA, Universidade Federal do Amazonas-UFAM. Para a 
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reativação dos fungos anamorficos, de cada cultura foi transferido um fragmento para a 

superfície de ágar CYA [Czapek com extrato de levedura 0,5% (p/v)] em placas de Petri. 

Os cultivos foram mantidos a 25 ºC por sete dias, conforme recomendação de (Kclich e 

Pitt, 1988). 

 
Cultivo monospórico e autenticação 

Em cada subcultivo de Aspergillus flavo-furcatis foi preparada uma suspensão e 

ao término da dispersão dos esporos com alça de níquel cromo os tubos foram agitados 

em vortex. Desta suspensão foram preparadas diluições sucessivas até a obtenção de três 

esporos em 10µL. Para obtenção das culturas monosporicas, da suspensão contendo baixa 

densidade celular, com um swab as estruturas de reprodução foram semeadas na 

superfície de ágar-água 1,8% (p/v). (Gams et al., 1975). Os cultivos foram mantidos a 25 

°C. Após a germinação, cada esporo foi transferido para a superfície de ágar CYA e os 

cultivos mantidos a 25 °C por sete dias (Kclick e Pitt, 1988). A autenticação de A. flavo-

furcatis, foi realizada com base nas características morfológicas, comparadas com a chave 

de identificação propostas por Raper e Fennel (1977). 

 
Produção das proteases 

Preparação dos resíduos 

Os resíduos agroindustriais utilizados para a produção dos resíduos foram farelo 

de arroz, semente de açaí e casca de cupuaçu provenientes do comércio local do município 

Manaus-Amazonas. A casca de cupuaçu foi triturada máquina DPM-2, peneira 25 mm e 

tratada segundo protocolo padronizado pela Coleção de Cultura DPUA. 
 

Fermentação semi-sólida (FSS) 

A casca de cupuaçu (CC+FA) e semente de açaí (AS+FA) foram misturadas com 

farelo de arroz, separadamente, e cada mistura de substrato foi pesada e hidratada com 

água destilada para ajustar o conteúdo de umidade a 60%. Quando necessário o pH foi 

aferido para 6. A FSS foi realizada em frascos de vidro contendo 200 g de CC+FA ou 

200 g de AS+FA. Os resíduos foram esterilizados a 121 °C por 60 minutos, durante três 

dias consecutivos. Após resfriamento, nos substratos foram inoculados, superficialmente, 

12 discos miceliais de 10 mm de diâmetro das culturas de Aspergillus flavo-furcatis 

obtidas em ágar CYA. A FSS foi conduzida a 30 oC durante cinco dias. 

 
Extração das proteases 

A extração das protease foi realizada com água destilada esterilizada (5:1 v/p) sob 

agitação constante (150 rpm, 30 minutos, a 30 oC). O extrato bruto foi recuperado por 

filtração em tecido de algodão, e centrifugação a 8.000 xg por 10 minutos, a 4 oC. 

 
Determinação da atividade de proteases 
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A atividade proteolítica foi determinada segundo metodologia de Leighton (1973), 

150 µL do extrato bruto foram adicionados a 250 µL de azocaseína 1,0% (p/v) (Sigma, 

St. Louis, MO, USA) em tampão Tris-HCl 0,2 M, pH 7,2, mistura reacional foi mantida 

durante 60 minutos em câmara escura. Em seguida foram adicionados 1,2 mL de ácido 

tricloroacético 10 % (p/v) e o resíduo remanescente removido por centrifugação (8.000 

xg) a 4oC por 10 minutos. Do sobrenadante 1,2 mL foi retirado e homogenizado com 1,4 

mL de hidróxido de sódio 1M, procedendo-se a leitura a 440 nm. Uma unidade de 

atividade proteásica foi definida como a quantidade de enzima capaz de produzir um 

aumento na absorbância de 0,01 em uma hora a 440 nm e expressa em U/mL (Kirsch et 

al., 2011). 

 
Efeito de diferentes parâmetros na atividade de protease utilizando um 

planejamento fatorial 

Nesta etapa a avaliação da influência da idade do inóculo, tamanho do inóculo e 

do tempo de fermentação na atividade proteolítica foi realizada apenas com a espécie que 

expressou características morfológicas avaliada através de um planejamento 

fatorial 23 com 4 pontos centrais. Os níveis das variáveis são mostrados na Tabela 1. A 

fermentação semi-sólida foi conduzida a 30º C. Atividade proteolítica foi determinada 

conforme descrito no item da determinação da atividade de protease. 

Tabela 1.: Fatores utilizados no planejamento fatorial 23 para avaliar a produção de proteases 

Levels 

Fatores    

 

 

 

 

 

 

Efeito do pH das proteases 

Para determinar o efeito do pH na atividade proteolítica, o sistema de reação e o 

branco foram preparados em triplicata, utilizando azocaseína 1% (p/v) como substrato 

nos tampões: solução tampão citrato 0,1 M (4-6), solução tampão fosfato 0,1 M (6-8) e 

tampão carbonato-bicarbonato de sódio 0,1 M (9-10) (Petinate et al., 1999). As amostras 

incubadas durante uma hora, seguindo a determinação da atividade proteolítica. 

 
Efeito da temperatura na atividade das proteases 

O efeito da temperatura na atividade proteolítica foi determinado incubando-se a 

reação nas temperaturas de 25 ºC, 37 ºC, 40 ºC, 60 ºC por uma hora, seguindo-se a 

determinação da atividade proteolítica. 

 
 

 Inferior (-1) Central (0) Superior (+1) 

Idade do inóculo 10 12 14 

Tamanho do inoculo 6 12 18 

Tempo de fermentação 5 10 15 
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Bioensaio de toxicidade utilizando A. salina da espécie selecionada 

A avaliação de toxidade do extrato de A. flavo-furcatis DPUA 1463 foi realizada 

segundo Harwig; Scott, (1971); Rice; Maness, (2004). Os náuplios de A. salina foram 

obtidos adicionando-se 0,1 g de cistos comerciais em 100 mL de solução de sal marinho 

não iodado 3% (p/v), pH 6,5, em frasco Erlenmeyer (500mL) incubado a 30 oC, 140 rpm 

durante 36 horas, sob iluminação constante. 

O bioensaio foi realizado em poços individuais de placas multipoços (6x4) pela 

adição de 0,2 mL de extrato bruto (1mg/mL ou 2mg/mL) e 1 mL de suspensão de náuplios 

de A. salina. As placas foram mantidas sob luminosidade (40 watts), 30 oC, por 24 horas. 

Após esse período, a mortalidade de A. salina foi determinada em estereomicroscópio 

com base na imobilidade interna ou externa, durante 20 segundos. 

No tratamento controle foi utilizada somente a solução salina e todos os testes foram 

realizados em triplicata (Teixeira, 2011). 

A taxa de mortalidade foi calculada conforme a fórmula seguinte e o grau de 

toxidade foi classificado de acordo com a mortalidade observada: 0-9% = não tóxico 

(NT); 10-49% = ligeiramente tóxico (LT); 50-89% = tóxico (T); 90-100% = altamente 

tóxico (AT) (Harwig; Scott, 1971). 

% mortalidade = (número de indivíduos mortos)/(número total de indivíduos) 

 

 

Análise estatística 

Os resultados das atividades enzimáticas foram submetidos à análise estatística 

descritiva (média e desvio padrão). ANOVA, com nível de significância de 5%, 

utilizando-se o software Minitab 16. 

 

RESULTADO 

Produção de protease por fermentação semi-sólida 

A atividade proteolítica das 13 linhagens de Aspergillus flavo-furcatis estão 

apresentadas na Figura 1. Os resultados demonstraram que em 100% dos extratos foi 

determinada a atividade das enzimas quando foi utilizado disco micelial como inóculo e 

no substrato casca de cupuaçu ou semente de açaí, ambas suplementadas com farelo de 

arroz. Entre os substratos base utilizados na fermentação, semente de açaí foi o mais 

eficiente para a produção das enzimas proteolíticas extracelulares, no qual a atividade 

média foi 867,11 U/mL, valor superior 46,32 % da atividade detectada nos extratos 

recuperados da casca de cupuaçu. 

Entre os Aspergillus avaliados, a atividade de valor significativo de protease 

(929,2 U/mL) foi expressa por A. flavo-furcatis DPUA 1608 quando no bioprocesso foi 

utilizado semente de açaí. Em casca de cupuaçu, Aspergillus flavo-furcatis DPUA 1539 

foi o que expressou maior atividade (619,77 U/mL). Estes resultados são relevantes 

quando comparados a 79,71 Ul-1 e 120,78 Ul-1, valores da atividade proteolítica de 

Aspergillus oryzae TCC 2095 determinados no extrato bruto obtido por fermentação 

semi-sólida em foi farinha de peixe (García-Gómez et al.,2009). 
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Na fermentação semi-sólida, o bom rendimento dos biocompostos está 

associado às condições de crescimento dos micro-organismos, bem como a 

disponibilidade de nutriente e o teor da umidade no substrato, fatores que influenciam no 

desenvolvimento microbiano e do produto final (Naidu, 2010). 
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Figura 3-Atividade proteolítica de linhagens de A. flavo-furcatis em semente de açaí 

suplementado com farelo de arroz (SAFA) e casca de cupuaçu suplementado com farelo de arroz 

(CCFA). Valores expressos para comparação de médias de acordo com ANOVA, com nível de 

significância de 5%, utilizando-se o software Statistica 6,0. 
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Efeito de diferentes parâmetros na atividade de protease de A. flavo-furcatis 

DPUA 1463 

Nos testes para avaliação do tamanho e idade do inóculo, assim como, do tempo 

de fermentação foi escolhido de forma aleatória Aspergillus flavo-furcatis DPUA 1463. 

A influência das diferentes variáveis estão apresentadas na Figura 2. O gráfico de Pareto 

revela que a atividade de proteases foi influenciada significativamente pelas variáveis 

idade do inóculo e tempo de fermentação, onde as melhores respostas foram obtidas nos 

cultivos de Aspergillus flavo-furcatis quando foi utilizado os menores níveis das 

variáveis testadas. Assim a melhor condição de cultivo para a linhagem avaliada quanto 

à produção de proteases foi idade do inoculo, 10 e cinco dias de fermentação. O tamanho 

do inóculo não apresentou influência significativa na produção da enzima investigada. 

Todavia, as interações das três variáveis avaliadas influenciam significativamente na 

atividade das enzimas. Em conclusão os resultados demonstraram um aumento de 57% 

na atividade proteolítica quando no bioprocesso foi utilizado como inóculo culturas em 

Agar CYA, com 10 dias de crescimento, 18 discos miceliais e a fermentação realizada 

durante cinco dias. Estes dados estão em concordância com as citações de Pandey et al. 

(2008). 

 

 
(1) Idade do inóculo 

 

1*2*3 

 

(3) Tempo de fermentação 

 

1*3 

 

2*3 

 

1*2 

 

(2) Tamanho do inóculo 

 

 
p=0,05 

Efeito estimado (Valor absoluto) 

 

Figura 2. Gráfico de Pareto obtidos no estudo de padronização das variáveis e sua significância 

nos processos experimentais 
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Efeito do pH na atividade proteolítica 

Os dados obtidos mostraram que em todos os pH testados foi determinada a 

atividade das enzimas. Das enzimas produzidas por Aspergillus flavo-furcatis o pH ótimo 

foi determinado em 6,0 e 10,0 (Figura 3). No extrato bruto de A. flavo-furcatis estão 

proteases ácidas e alcalinas, biocatalizadores de importância para industria de alimentos 

e detergentes. Trabalhos recentes mostraram pH ótimo 6,0 para proteases de 

A. fumigatus e A. tubingensis na pesquisa realizada por Hernández-Martínez et al. (2011) 

e Morya (2010), Srinubabu et al. (2007) determinou pH ótimo 10,0 para protease de A. 

oryzae nos cultivos realizados em meio líquido. 
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Figura 3. Efeito do pH na atividade proteolítica do extrato bruto de A. flavo-furcatis DPUA 1463. 

Solução-Tampão: Citrato-Fosfato 0,1 M (pH 6,0 e 8,0), Tris-HCl 0,2 M (pH 7,2), 

Carbonato-Bicarbonato 0,2 M (pH 9,0 e 10,0). 

 

Efeito da temperatura na atividade proteolítica 

O efeito da temperatura na atividade proteolítica de Aspergillus flavo-furcatis está 

apresentado na figura 4. As enzimas permaneceram ativas nas condições de análise, 

porém a temperatura ótima foi determinada a 40 °C. Quando submetidas a 37°C e 50 °C, 

a atividade proteolítica expressou valores significativos. Estes resultados estão 

corroborando com os citados por García-Gómez et al. (2009), que ao caracterizar as 

enzimas de Aspergillus oryzae detectou temperatura ótima de atividade a 50 °C. 
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Morya (2010) observou a temperatura ótima de atividade a 40°C para proteases de A. 

tubingensis. 
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Figura 4. Efeito da temperatura na atividade proteolítica do extrato de A. flavo-furcatis DPUA 

1463. Temperaturas: 25 °C, 37 °C, 40 °C, 50 °C e 60 °C. 

Teste de toxicidade da espécie selecionada 

O extrato proteolítico de A. flavo-furcatis apresentou taxa de mortalidade igual a 

0% (1 mg/mL) e 10% (2mg/mL) , nas concentrações testadas, sendo classificados como 

não tóxico a ligeiramente tóxico segundo a classificação Harwig; Scott (1971). Diversos 

trabalhos empregam Artemia salina como teste de triagem, in vitro, indicador de 

citotoxidade de diferentes moléculas (Fedrigo, 2011). 

 
CONCLUSÃO 

As linhagens de A. flavo-furcatis da micobiota Amazônica investigadas são 

fontes de proteases e a linhagem DPUA 1608 foi que expressou maior atividade 

proteolítica em comparação com as demais linhagens investigadas. Os resíduos 

agroflorestais utilizados nos processos fermentativos, mostraram eficiência para a 

produção de enzimas proteolíticas e a combinação entre semente de açaí e farelo de arroz 

foi o substrato que forneceu significativamente a produção das enzimas. As condições de 

cultivo que proporcionaram aumento expressivo na atividade proteolítica foram idade do 

inóculo(10 dias); tempo de fermentação (cinco dias) e a interação entre a idade do 

inóculo, tamanho do inóculo e dias de fermentação. Nas condições de análise, protease 

de A. flavo-furcatis demonstrou atividade ótima a 40 °C, pH 6,0 e 10,0. 
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6. CONCLUSÃO GERAL 

As linhagens de A. flavo-furcatis da micobiota Amazônica investigadas são 

fontes de proteases e a linhagem DPUA 1608 foi que expressou maior atividade 

proteolítica em comparação com as demais linhagens investigadas. Os resíduos 

agroflorestais utilizados nos processos fermentativos, mostraram eficiência para a 

produção de enzimas proteolíticas e a combinação entre semente de açaí e farelo de arroz 

foi o substrato que forneceu significativamente a produção das enzimas. As condições de 

cultivo que proporcionaram aumento expressivo na atividade proteolítica foram idade do 

inóculo(10 dias); tempo de fermentação (cinco dias) e a interação entre a idade do 

inóculo, tamanho do inóculo e dias de fermentação. Nas condições de análise, protease 

de A. flavo-furcatis demonstrou atividade ótima a 40 °C, pH 6,0 e 10,0. 
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