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REsuMO: O objetivo da presente proposta foi avaliar a produgdo de glicosamina, &cido citrico, enzimas
ligninoliticas, protease e polifosfato por um isolado de Aspergillus niger obtido do solo da caatinga, em resposta a
presenca da agua de maceragédo do milho, “corn steep liquor”, um subproduto da cadeia produtiva do milho, que
atua como fonte de nitrogénio para crescimento microbiano. Os efeitos da presenca do metanol no meio de cultura
foram também avaliados. O fungo foi cultivado em meio glicose-peptona, como controle, e em meio contendo
agua de maceracdo em substituicdo a peptona, a 150 rpm, a 30 °C durante 168 horas. Amostras foram coletadas
a intervalos de 24 horas. O sobrenadante da cultura foi separado por centrifugacdo a 10.000 x g a 4 °C. A
biomassa foi utilizada para determinacdo da biomassa por peso seco, glucosamina, polifosfato e estudo
morfolégico sob a microscopia de luz. O sobrenadante foi utilizado para a determinagéo de acido citrico, celulase,
celobiase (B-glicosidase), exoglucanase, xilanase e protease. Os ensaios foram realizados em cinco réplicas, e o0s
resultados apresentados como média dos dados obtidos. Os resultados foram avaliados empregando-se a analise
de variancia e as diferencas significativas entre as médias (p < 0,05) determinadas pelo teste de Tukey, com
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auxilio do software STATISTIC 7.0 . Os resultados obtidos revelaram os efeltos significativos do subproduto sobre
a producéao dos bioativos avaliados. Um contetddo de gllcosamma de 4,68 g g de biomassa seca foi obtido para o
crescimento em CSL mais metanol, comparado a 2,36 ¢ g para as culturas controle crescidas em glicose e
peptona mais metanol. Um rendimento de acido Cltrlco de 2,32 g L™ foi determinado para células cultivadas na
presenca de CSL/metanol, comparado a 1,54 g L* para células cultivadas em meio contendo glicose, peptona e
metanol. A presen¢a do metanol 1,5 % no meio de cultura aumentou 0 Conteudo dos compostos de forma
significativa. Atividades correspondentes a 0,996 U mL™, 0,488 U mL™" e 0,52 U mL™ foram determinadas para
celulase, celoblase e exoglucanase respectlvamente para as células cultivadas em meio CSL, comparado a
0,758 U mL™", 0,342 U mL e 0,40 U mL para as células crescidas em glicose peptona. Para a xilanase,
atividades de 45,27 U mL™ e 39,99 U mL™ foram determinadas para CSL e glicose peptona, respectivamente. Os
dados revelaram que o crescimento celular em metanol resultou na reducdo da atividade das enzimas
ligninoliticas. Atividades de 3,86 U mL™ e 2,53 U mL™ foram obtidas para as proteases nos cultivos em CSL e
glicose e peptona mais metanol, respectivamente. Foi observado um aumento no contetdo do polifosfato durante
96 horas de cultivo. Apos esse periodo, o conteldo do polimero diminuiu, indicando sua degradacdo nas
condi¢Bes testadas. Esse estudo também revelou que as células cultivadas na presenca de CSL e metanol
apresentaram alteracdes morfoldgicas. O isolado mostra-se Util para estudos continuos na busca pela otimizagao
da produc¢éo dos compostos bioativos avaliados. Os resultados podem ser valiosos para subsidiar o entendimento
do comportamento celular frente a modificagbes e consequentemente no desenvolvimento de processos de
producé@o mais eficientes e na redugdo de custos.

PALAVRAS-CHAVE: Aspergillus niger. Agua de macerag&o do milho. Compostos bioativos.

ABSTRACT: The objective of present proposal was to evaluate the glucosamine, citric acid, ligninolytic enzymes,
proteases and polyphosphate of an Aspergillus niger isolate from caatinga soil in response to the growth in
presence of corn steep liquor (CSL), a residue of corn production chain, that act as nitrogen source for microbial
growth. The effects of methanol presence in culture medium were also evaluated. The fungus was cultivated in
glucose-peptone medium, as control, and in medium containing corn steep liquor in substitution the peptone, at
150 rpm, 30 °C, during 168 hours. Samples had been collected at intervals 24-hour. The culture supernantant
was separated by centrifugation at 10,000 x g 4 °C. The biomass was used for determination of the dry biomass,
glucosamine, polyphosphate, and morphologic study under the light microscopy. The supernatant was used for
citric acid determination, cellulase, celobiase, exoglucanase, xilanase and protease. The assays had been carried
through in five replicates, and the presented results represent its media. The results had been evaluated using the
variance analysis and the significant differences between the averages (p < 0,05) were determined by the test of
Tukey, with software STATISTIC 7.0.The results obtained revealed a significant effect of the residue on the
production of the bioactives evaluated in this study. A glucosamine content of 4.68 g g* of cell dry weight was
obtained for grown on CSL plus methanol compared to 2.36 g g* for controls cultures grown in glucose and
peptone plus methanol. Citric acid yields of 2.32 g L™ were determined for cells grown in CSL plus methanol
compared to 1.54 g L™ for cells grown in glucose peptone methanol medium. The presence of methanol in culture
medium improved the compounds contents. Activities of 0.996 U mL", 0.488 U mL* and 0.52 U mL" were
determined for cellulase, cellobiase and exoglucanase, respectively, for cells grown in CSL medium compared to
0.758 U mL™, 0.342 U mL" and 0.40 U mL™ for cells grown in glucose peptone. For xilanase, activities of
45.27 U mL™ and 39.99 U mL™ were determined for CSL and glucose peptone respectively. The data revealed that
cell growth in methanol resulted in a reduction of ligninolytic enzymes activities. Proteases activities of 3.86 U mL™
and 2.53 U mL™* were obtained for cultures in CSL and glucose peptone plus methanol, respectively. It was
observed an enhancement of polyphosphate content at 96 hours of growth. After that period the polymer content
was reduced, indicating its degradation in the conditions tested. This study also revealed that cells grown in CSL
and methanol presented morphological alterations. The isolate proved to be valuable for continuous studies in
search of the optimization production of bioactive compounds. These results could be useful to subsidies the
understanding of the cellular behavior front to such modifications and consequently in the development of more
efficient processes of production and cost reduction.

KeEYwoORDS: Aspergillus niger. Corn steep liquor. Bioactive compounds.
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1 INTRODUCAO

A cadeia produtiva do milho exibe grande relevancia
para o desenvolvimento econdmico e agroindustria
brasileira. Dentre os subprodutos da cadeia produtiva
do grao, a agua de maceracao do milho, milhocina, ou
“corn steep liquor” (CSL), representa uma fonte
alternativa para obtencdo de como
antibiéticos (MOYER; COGHILL, 1946), racdo animal
(MENEGHETTI; DOMINGUEZ, 2008),
(OKUDA et al., 2008), biomassa (MACHADO et al.,
2009), enzimas (MANERA, et al., 2011), iscas para
insetos (ERNANDES; BIANCHI; MORAES, 2013),
(ANTUNES et al, 2013) e

quitina/quitosana (BERGER et al., 2014).

produtos,

alcodis

biossurfactantes

O reaproveitamento de subprodutos oriundos das

cadeias produtivas representa uma forma de

sustentabilidade, permitindo um equilibrio entre
producdo e qualidade ambiental, além de sua
conversdo em produtos de valor agregado
(EZEJIOFOR et al., 2014). Os micro-organismos sao
as ferramentas de maior aplicagdo para o
desenvolvimento biotecnoldgico, revelando uma nova
economia, resultando na obtencdo de bens de

consumo com valor agregado (TSIAMIS et al., 2014).

A caatinga € um bioma exclusivamente brasileiro,
reconhecido como Reserva da Bioesfera. O potencial
da biodiversidade de sistemas ambientais naturais é
uma perspectiva sustentavel para o desenvolvimento
de alternativas de uso e
(ALBUQUERQUE et al., 2012).

aproveitamento

A Glucosamina (GIcN, 2-amino-2-deoxy -D-glicose) é
um monossacarideo encontrado em todos o0s
organismos (ZAMANI et al., 2008). O polimero, sob a
forma de hidrocloreto, tem sido utilizado em processos
inflamatérios e na analgesia de patologias articulares
(IGARASHI; SAKAMOTO; NAGAOKA, 2011).
Adicionalmente, ¢é utllizado como suplemento

alimentar, sendo permitida a sua inclusdo em diversos
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produtos alimentares (CHANG; SITANGGANG; WU,
2011). Atualmente, a GIcN é obtida a partir da
hidrélise acida da quitina de conchas e carapacas de
caranguejos e camardes (HAYES et al., 2008). Com a
potencialidade dos bioprocessos, a obtencdo da
glicosamina tem sido avaliada a partir de fontes
microbianas, uma vez que a matéria-prima é mais
estavel, apresentando menor poluicdo ambiental e
auséncia de fatores alergénicos (CHMIELOW SKI; WU;
WANG, 2007).

O aumento do teor de glicosamina em micro-
organismos tem sido associado a producao de acidos
organicos, enzimas, alcodis e outros metabdlitos
secundéarios em resposta as condigbes de cultivo.
Dentre o0s micro-organismos, fungos das classes
Ascomicetes e Zygomicetes apresentam altos teores
de quitina em suas paredes, representando uma fonte
promissora para a obtencdo do monossacarideo em

larga escala (LIU et al., 2013).

O ascomiceto Aspergillus niger € um dos fungos

filamentosos mais  utilizados em  processos

fermentativos, uma vez que € considerado
“geralmente seguro” (GRAS — “generally regarded as
safe”) pelo FDA (“United States Food and Drug
Administration”) (SCHUSTER et al., 2002). Muitas das
enzimas produzidas por este organismo tém
aplicagBes nas industrias de alimentos, farmacéutica,
bebidas, téxtil, agricultura, polpa e papel (ADRIO;
DEMAIN, 2014). O fungo é também usado na
manufatura de etanol (GE; ZHANG, 2005), acidos
organicos (GOSH, 2013) e proteinas heterdlogas

(ADRIO; DEMAIN, 2014).

Assim, considerando a relevancia dos estudos acerca
do reaproveitamento de subprodutos de cadeias
produtivas, do papel das comunidades microbianas
nativas para a descoberta de novas fontes para a
producdo de biomoléculas de interesse industrial e da
sua importancia para a caracterizacdo da

biodiversidade, o presente trabalho tem como objetivo
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avaliar as respostas de um isolado de Aspergillus
niger UCP/ WFCC 1260, obtido do solo da caatinga
pernambucana, frente ao cultivo na presenca da agua
de maceracdo de milho em relacdo a producdo de
glicosamina, acido citrico, enzimas do complexo
ligninocelulolitico: celulase, celobiase (B-glicosidase),
exoglucanase, e xilanase, protease e polifosfatos.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MICRO-ORGANISMO E CONDICOES DE

CULTIVO

O micro-organismo Aspergillus niger UCP/ WFCC
1260, isolado do solo da Caatinga, mantido no Banco
de Culturas do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias
Ambientais — Universidade Catdlica de Pernambuco,
foi mantido em Batata Dextrose Agar (BDA) a 5 °C.
Para a producéo do pré-indculo o isolado Aspergillus
niger foi replicado em meio Sabouraud Dextrose Agar
(SDA) e incubado a 28° C por 5 dias, apés o que
esporos foram coletados e utilizados para preparo da
solugdo espodrica. Como controle experimental para
producéo dos bioativos, foi utilizado o meio de cultura
GP - glicose-peptona, que consiste (g L") em: glicose
25, peptona 20, KH,PO, 0,5, MgS0O, 0,5 e CaCl, 0,1
(CHANG; SITANGGANG; WU, 2011). A peptona foi
substituida pela 4gua de maceragdo do milho no meio
GP, originando o meio MG. O efeito da adicdo do
metanol 1,5 % v/v foi avaliado, onde o &lcool foi
adicionado aos meios com glicose e peptona e 4gua
de maceracdo, meios denominados GPM e MGM,
respectivamente. Frascos de Erlenmeyers com
capacidade para 500 mL, contendo 150 mL de meio
acrescidos do pré-inéculo, 10’ — 10° esporos/mL,
foram incubados sob agitacdo orbital, 150 rpm, a
30 °C durante 168 horas. Amostras foram coletadas a
intervalos de 24 horas. O sobrenadante da cultura foi
separado por centrifugacdo a 10.000 x g a 4 °C. A
biomassa foi utilizada para determinacao da biomassa

por peso seco, glucosamina, polifosfato e estudo
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morfolégico. O sobrenadante foi utilizado para a
determinacdo de &cido citrico, enzimas do complexo
ligninocelulolitico: celulase; celobiase (B-glicosidase);
exoglucanase; e xilanase e da protease. Os ensaios
foram realizados em cinco réplicas, e os resultados

estdo apresentados como média dos dados obtidos.

2.2 DETERMINAGAO DA CURVA DE CRESCIMENTO

Amostras foram coletadas nos intervalos de 24, 48,
72, 96, 120, 144 e 168 horas e submetidas a
centrifugacéo a 4500 x g durante 15 minutos, a 4 °C.
O micélio coletado foi lavado duas vezes com &gua
destilada deionizada gelada e submetido ao processo
de liofilizagdo, sendo posteriormente mantido em
dessecador a vacuo até peso constante. Os
resultados sdo apresentados como grama de

biomassa por litro de meio de cultura.

2.3 DETERMINAGCAO DA GLUCOSAMINA

Em 1 g de micélio, foram adicionados 5 mL de HCI
6 M, e a mistura foi autoclavada a 121 °C por
8 minutos. Apés o resfriamento e filtragdo, 1 mL da
amostra foi submetido a extracdo com a adicdo de
uma gota de solucdo alcodlica de fenolftaleina
0,5 % m/v, neutralizada com solucdo de NaOH 3 N e
titulada com KHSO, 1 % m/v. Ap6s a etapa de
extracdo, 1 mL da solucéo foi transferido para tubo de
ensaio, ao qual foi acrescentado 1 mL de solugéo
acetil-acetona em Na,CO; 0,5 N, colocando-se a
mistura em banho de agua fervente por 20 minutos.
ApOs o esfriamento, foram adicionados 6 mL de etanol
e 1 mL do reagente de Erlich (2,67 g DAB — p-
dimetilaminobenzaldeido - dissolvido em 15 mL de
etanol e 15 mL acido cloridrico), e as amostras foram
incubadas durante 10 minutos a 65 °C em estufa com
circulacdo de ar. Para determinacdo da glucosamina,

foram avaliadas as unidades de absorvancia em



espectrofotdbmetro a 530 nm com curva padréo de
glucosamina (0,01 a 0,5 g L'l) em agua (AIDOO;
HENDRY; WOOD, 1981).

2.4 DETERMINACAO DO ACIDO CITRICO

A determinacao de &cido citrico foi realizada seguindo-
se 0 método de Saffran e Denstedt (1948). Aliquotas
de 1 mL dos sobrenadantes foram colocadas em
tubos e acrescidas de 8 mL de anidrido acético, os
quais foram colocados em banho-maria a 60 °C por
10 minutos. Apos esse periodo, foi acrescentado 1 mL
de piridina em cada tubo. Os tubos foram novamente
para o banho-maria na mesma temperatura durante
40 minutos, apos o que os tubos foram resfriados em
banho de gelo por 5 minutos e submetidas a
espectrofotometria a 420 nm. A curva padrdo foi
construida utilizando-se 1 mL de solucdo de &cido
citrico (4 g de Acido citrico em 100 mL de A&cido
tricloroacético (TCA) a 15 %), com concentracao

variando de 0,04 — 0,4 mg mL™.

2.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DAS ENZIMAS

LIGNINOLITICAS

A atividade da celulase total foi determinada a partir
da incubacéo, a 50 °C, de 0,5 mL dos sobrenadantes
e 0,5 mL de uma solugdo de carboximetilcelulose
(CMC) 2 % em tampéo citrato. Apos 30 minutos, a
reacdo foi interrompida com a adicdo de 2,0 mL de
uma solucdo de 4&cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
(MILLER, 1959),

espectrofotbmetro a 540 nm. A absorbancia das

procedendo-se a leitura em
amostras foi medida e comparada a uma curva de
calibracdo constituida com padrdes de D-glicose. Uma
unidade da enzima foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para liberar 1 ymol de glicose por
mL, por minuto de reacdo (GHOSE, 1987). A atividade

da celobiase (B-glicosidase) foi determinada com o
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uso do Avicel 1 % como substrato. No ensaio, 250 L
de amostra foram homogeneizados com 500 yL da
solucao de Avicel 1 %. A solucéo foi mantida a 50 °C,
por 1 hora, sob agitacdo constante, e a reacdo foi
interrompida em banho de agua fria. Em seguida, a
solucdo foi submetida a centrifugacdo a 4.000 xg
durante 10 minutos. Para a quantificacdo do teor de
agucares redutores liberados, 250 pL do sobrenadante
foi homogeneizada com 700 pL de DNS. As amostras
foram fervidas por 5 minutos e foi realizada a leitura
espectrofotométrica a 540 nm. Uma unidade da
enzima foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para liberar 1 ymol de glicose por mL, por
minuto de reag&o. A atividade de exoglucanase foi
determinada a partir da mistura de 0,25 mL dos
sobrenadantes com 0,5 mL de uma solucdo tampéao
citrato, que foi incubada a 42 °C. Posteriormente foi
adicionado 0,25 mL de uma solugéo 4,0 mmol L* de
p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo em tampéao citrato. A
mistura foi incubada durante 10 minutos, apds o que
foi adicionado 1,0 mL de uma solugéo 1,0 mol L™ de
carbonato de sodio, para interromper a reacdo. A
concentracdo de glicose produzida foi determinada
indiretamente pela medida da concentracdo de p-
nitrofenol no meio reacional, por leitura em
espectrofotdmetro a 410 nm. A curva de calibracéo foi
construida com solugfes padrdo de p-nitrofenol. Uma
unidade foi definida como sendo a quantidade de
enzima necessaria para liberar um nmol de p-
nitrofenol por mL, por minuto de reagdo. A atividade
xilanolitica foi determinada de acordo com Bailey,
Biely e Poutanen (1992), onde 1,8 mL de uma solugéo
de xilana a 1 % m/v em tampdo citrato foram
incubados a 50 °C. Apdés a estabilizacdo da
0,2 mL do

adicionados a solugdo. Apos 5 minutos, a reacao foi

temperatura, sobrenadante foram
interrompida com a adicao de 2,0 mL de solucédo de
DNS. A absorbancia das amostras foi medida e
comparada a uma curva de calibracdo baseada em

padrbées de D-xilose, lida a 540 nm. Uma unidade foi
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definida como sendo a quantidade de enzima
necessaria para a liberagdo de um pmol de xilose por

minuto, por mL de reacéo.

2.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE PROTEASICA

A atividade da protease foi determinada pela
quantificacdo de peptideos sollveis em acido
tricloroacético (TCA) 15 %. O substrato utilizado para
essa determinacdo foi uma solucdo de azocaseina
0,2 % m/v em tampéo TRIS/HCI (pH 6,5). Amostras
correspondentes a 0,5 mL de sobrenadante de cultura
foram acrescidas de 1,0 mL de substrato e incubadas
em banho-maria a 50 °C durante 10 minutos. A reagéo
foi bloqueada com a adicao de 0,5 mL de TCA, apés o
que as amostras foram centrifugadas a 1500 x ¢
durante 5 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi
transferido para tubos de ensaio contendo 0,5 mL de
uma solucdo de NaOH 1N. Uma unidade da enzima
foi definida como a quantidade da enzima requerida
para produzir um aumento na absorbancia a 420 nm
igual a 0,1 em 60 minutos. A concentracdo de
proteinas foi determinada pelo método de Lowry et al.
(1951).

2.7 EXTRACAO E DOSAGEM DO POLIFOSFATO

TOTAL

O polifosfato intracelular total foi extraido e dosado
segundo o método descrito por Mcgrath e Quinn
(2000). Amostras correspondentes a 1 g de micélio
foram lavadas em solugcdo de NaCl 1,5 M contendo
EDTA 0,01 M e NaF 1 mM, sonicadas em gelo e
centrifugadas. O extrato resultante foi centrifugado a
12000xg por 10 minutos a 4 °C. Para determinar o
conteddo do polifosfato celular total, 100 pl de HCI
concentrado foi adicionado a 0,5 mL do extrato celular
e aquecido a 100 °C por 45 minutos. O fosfato

liberado foi dosado pelo método colorimétrico Fiske-
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Subbarow (1925), com leitura espectrofotométrica a
600 nm. A concentracdo do polifosfato nas amostras
foi expressa em miligramas de fosforo por decilitro.
Uma amostra ndo hidrolisada foi utilizada como um
controle para determinar o nivel de fosfato livre da

célula.

2.8 ESTUDO MORFOLOGICO

Amostras de micélio coletados nos intervalos de 168
horas, nos diferentes meios de cultivo, foram
submetidas a fixagdo em paraformaldeido 4 %,
coradas com azul de metileno, observadas e

fotografadas em microscopio de luz.

2.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos para as atividades enzimaticas,
producéo de &cido citrico, glicosamina e polifosfato,
nas diferentes condi¢cbes de cultivo, estdo expressos
como média das cinco réplicas. Os dados foram
avaliados estatisticamente empregando-se a andlise
de variancia, e as diferengas significativas entre as

médias (p < 0,05), determinadas pelo teste de Tukey,

com auxilio do software STATISTIC 7.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O cultivo em meio contendo 4gua de macerag¢édo do
milho e glicose (meio MG) resultou, em relagdo ao
meio glicose-peptona (GP), em um incremento de
13,9 % na producdo de biomassa. Por outro lado, a
presenca de metanol induziu uma reducdo de 9,6 %
no meio contendo agua de maceragao do milho (meio
MGM). Quando adicionado ao meio glicose-peptona
(GPM), o metanol gerou uma diminuicao de 4,3 % na
biomassa obtida (TAB. 1).



Tabela 1

Perfil de Crescimento de Aspergillus niger
UCP/WFCC 1261 em diferentes meios de cultura:
glicose e peptona (GP); glicose, peptona e metanol
(GPM); milhocina e glicose (MG); milhocina, glicose e
metanol (MGM)

Tempo (h) GP GPM MG MGM
gL* g™ gL* gL*

24 3,26 3,01 4,79 4,28

48 7,89 7,58 8,79 8,48

72 9,58 9,36 11,8 10,1

96 12,9 12,3 16,9 13,9
120 23,9 22,8 28,6 25,4
144 27,5 26,9 32,6 31,1
168 32,3 30,9 375 33,9

#os dados representam a média das cinco réplicas.

Em relacdo a producdo de glicosamina, um aumento

crescente foi observado durante o periodo
experimental. A maior producéo foi determinada no
meio MGM com um valor de 468 mg g'1 de biomassa
seca, 0 que correspondeu a aumentos de 51,4 %
(236 mg g), 37 % (306 mg g™) e 11 % (428 mg g7)
meios GP, GPM e MG,

respectivamente (FIG. 1).

em relagdo aos
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Figura 1 - Perfil de Glucosamina por Aspergillus
niger UCP/WFCC 1261 em diferentes meio de
cultura: glicose e peptona (GP); glicose, peptona e
metanol (GPM); milhocina e glicose (MG); milhocina,
glicose e metanol (MGM).
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O perfil da producao de glicosamina por A. niger nos
diferentes tipos de meios revelou um aumento
significativo do aminoaclcar em resposta as
condicbes de cultivo. Foi observado aumento da
glicosamina comparado com o controle da cultura
(P < 0,05), além de ter sido determinado um aumento
progressivo do composto ao longo do tempo

experimental.

A producdo de GIcN depende da concentracdo de
biomassa, que esta relacionada as condicfes de
cultivo. Assim, ndo existem dados na literatura
determinando a otimizacdo dos componentes do meio.
Varios estudos tém demonstrado que, em funcgdo das
condic¢des de cultivo, o contetdo do aminoacguUcar varia
(SITANGGANG et al., 2010; LIN; WU, 2010; ZHANG
et al., 2011).

Carter, Nokes e Crofcheck (2004) avaliaram o
contetdo de glicosamina em Aspergillus sp, obtendo
24 mg g'l. Hsieh, Wu e Wei (2007) relataram uma
producgdo de glicosamina por Aspergillus sp acima de
185 mg g"l. Utilizando o mesmo isolado que Hsieh,
Wu e Wei (2007), (2010)

demonstraram que a adi¢do do metanol (1,5 % v/v)

Sitaggang et al.

favoreceu o aumento na concentracdo de glicosamina
obtida. Embora reduza a producdo de biomassa, nos
estagios iniciais do crescimento celular
(SITANGGANG, SOPHIA; WU, 2012), o metanol
apresenta efeito positivo sobre o conteldo do

aminoagucar.

Chang e colaboradores (2011), utilizando acgucar
granulado e peptona, obtiveram 250 mg g™ biomassa
seca de glicosamina para um dos isolados de
Aspergillus sp avaliado nos estudos de Hsieh, Wu e
Wei (2007) e Sitanggang et al. (2010). Com base
nesses estudos, € possivel afirmar que um mesmo
isolado diverso em

apresenta comportamento

resposta as condic8es de cultivo.
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Os dados obtidos neste estudo revelam que a
presenca da agua de maceracdo do milho, em
substituicdo a peptona, favoreceu a obtencdo de
contelidos significativamente elevados de glicosamina
no isolado de Aspergillus niger obtido do solo da

caatinga.

Os resultados obtidos para a produgéo de acido citrico
revelaram uma variacdo da producdo ao longo do
crescimento celular, atingindo valores maximos com
96 horas de cultivo. Conteldos do composto
correspondentes a 2,32 g L, 2,14 g L™, 1,87 gL' e
154 g L™ foram determinados para 0s cultivos nos
meios MGM, MG, GPM e GP, respectivamente. Tais
dados implicam em aumentos de 7,8 %, 19,4 % e
33,6 % no conteddo do acido citrico em resposta a
presenca da agua de maceragcdo do milho e do
metanol no meio de cultivo em relacgdo ao meio

controle (glicose-peptona) (FIG. 2).

2,5
——GP

—a—GPM

1,5 —e—NMGM

Acido citrico {g/L)

0,5 4

0 24 48 72 96 120 144 168
Tempo {h)

Figura 2 - Perfil de acido citrico de Aspergillus niger
UCP/WFCC 1261 em diferentes meio de cultura:
glicose e peptona (GP); glicose, peptona e metanol
(GPM); milhocina e glicose (MG); milhocina, glicose e
metanol (MGM).

A andlise estatistica demonstrou diferencas
significativas na producgéo do acido citrico em funcéo
do tempo de cultivo e da composicdo do meio de

cultura (P < 0,05) em relacéo a cultura controle.

e-xacta, Belo Horizonte, v. 8, n. 1, p. 15-29. (2015). Editora UNIBH.
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Por sua natureza in6cua, o acido citrico apresenta

varias aplicagbes nas industrias  alimenticia,
farmacéutica e de cosméticos. Comercialmente é
obtido a partir de fermentacdes submersas com
Aspergillus niger (ANGUMEENAL; VENKAPPAYYA,
2013). A literatura revela que, embora haja variacéo
em relacdo ao organismo e as condi¢des de cultivo, a
producdo do acido citrico inicia-se entre 80 e 120
(idiofase) (ANGUMEENAL;
VENKAPPAYYA, 2013). Neste estudo, os conteludos

maximos foram obtidos com 96 horas de crescimento

horas de cultivo

em todas as condi¢cbes de cultivo, corroborando os

dados da literatura.

Paralelamente, alguns estudos relatam que diversos

fatores como composicdo do meio, tipo e
concentracdo de fontes de carbono e nitrogénio e
presenca de elementos traco influenciam a producgéo
de &cido citrico por Aspergillus niger (GOSH, 2013;

AUTA et al., 2014).

Assim, uma grande variedade de substratos vem
sendo testada para se avaliar a sua eficiéncia e
eficicia na estimulagcdo da producdo do acido citrico.
Residuos de frutas, residuos de cervejaria, dentre
outros residuos e subprodutos agroindustriais, foram
avaliados em relacdo a producdo do &cido citrico,
apresentando resultados positivos em diversas
experimentais (ANGUMEENAL;

VENKAPPAYYA, 2013; AUTA et al., 2014).

condi¢bes

Por outro lado, o efeito positivo do metanol para a
producéo do acido citrico esta relatado (ZHANG et al
2011; CHANG; SITANGGANG; WU, 2011).

Os resultados das atividades das enzimas celulase,

celobiase, exoglucanase e  xilanase  estdo

apresentados na FIG. 3A-D.
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Em relacdo as enzimas do complexo celulolitico, os
dados obtidos demonstram que as maiores atividades
foram observadas com 120 horas de cultivo. Para as
celulases totais atividades de 0,758 U mL™,
0,394 U mL™, 0,996 U mL™, e 0,654 U mL™, foram
obtidas nos meios GP, GPM, MG e MGM,
respectivamente. A adicdo do metanol resultou em
reducbes de 48 % e 34,3 % nos meios contendo
peptona e agua de maceragdo, respectivamente. A
maior atividade da celobiase correspondeu a 0,488
UmL™ no meio MG. Comparando-se com o meio
MGM, uma reducdo de 41 % foi observada. Em
relacdo ao meio glicose-peptona e glicose-peptona-
metanol, atividades de 0,342 U mL™, e 0,214 U mL™,
foram obtidas, caracterizando uma reducdo média de
374 %. Para a exoglucanase, atividades
correspondentes a 0,52 U mL?, 0,40 U mL",
0,34 U mL™" e 0,29 U mL™" foram obtidas nos meios
MG, GP, MGM e GPM, respectivamente. Novamente,
a presenca do metanol induziu a diminuicdo da
atividade enzimatica em 27,5 % e 34,6 % nos meios
GPM e MGM, respectivamente.

Para a xilanase, atividades correspondentes a
39,99 U mL*?, 30,59 U mL™, 4527 U mL™ e 35,73 U
mL" foram determinadas para as células cultivadas
nos meios GP, GPM, MG e MGM, respectivamente.
Verifica-se que a presenga da agua de maceracao
gerou um aumento de 11,7 % na producéo da enzima.
A presenca do metanol no meio contendo a4gua de
macera¢do do milho (MGM) gerou uma reducdo de
21,1 % na atividade enzimética em relacdo ao meio
sem metanol (MG). Por outro lado, no meio contendo
glicose-peptona (GP), ocorreu uma reducédo de 23,5 %
na producdo enzimatica em relagdo ao meio contendo

a dgua de maceragédo e metanol.

A utilizacdo de fungos para a producdo industrial de
enzimas extracelulares tem sido explorada como
resultado do alto potencial de sintese desse grupo de
organismos (PAPAGIANNI, 2004; ZHANG; HIMMEL;
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MIELENZ, 2006). Dentre os fungos, o Aspergillus
niger é considerado um modelo biolégico para
processos biotecnoldgicos e industriais (DOBREV et
al., 2007; ZUNIGA et al., 2011).

As enzimas do complexo celulolitico e as xilanases
estdo entre as enzimas de maior aplicacdo nas
diversas areas industriais. Os maiores problemas
associados a exploracéo comercial das enzimas séo a
estabilidade do rendimento e os custos de produg¢édo, o
que estimula estudos associados a busca, na
natureza, de novos sistemas potenciais como
produtores e de

substratos (ADRIO; DEMAIN, 2014).

novas matérias-primas como

Dessa forma, uma busca na literatura revela que
diversos estudos estdo associados a avaliacdo dos
diversos residuos e

efeitos de subprodutos

agroindustriais sobre a producdo de enzimas
ligninoceluloliticas em Aspergillus niger, com base na
relevancia dessas moléculas em diversos processos.
Entre as diferentes fontes de nitrogénio, a peptona
induz as maiores atividades enzimaticas,
correspondendo a valores entre 1,20 U mL' a
2,5 U mL" para as celulases e 20,0 U mL™" a 90 U
mL™* para as xilanases (BENEDETTI et al.,, 2013;

KARUNAKARAN et al., 2014).

O presente estudo revela que Aspergillus niger
produziu quantidades significativas das enzimas
celulase, celobiase, exoglucanase e xilanase em meio
contendo 4gua de maceracdo do milho, considerada
um potencial substrato em fun¢é@o de seu baixo custo
em relac@o & peptona. Além disso, os dados mostram
a existéncia de uma variacao significativa (P < 0,05)
na producdo das enzimas em relagdo a -cultura

controle.

O cultivo do fungo nos diferentes meios de cultura

permitiu verificar a producédo de protease (FIG. 4).
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Figura 4 - Perfil de atividade proteasica de Aspergillus
niger UCP/WFCC 1261 em meio glicose e peptona
(GP); glicose, peptona e metanol (GPM); milhocina e
glicose (MG); milhocina, glicose e metanol (MGM).

Os resultados apontam atividades correspondentes a
253U mL", 333 UmL", 363U mL" e 3,86 UmL™
nas culturas com 96 horas de cultivo, para os meios
GP, GPM, MG e MGM, respectivamente. Uma
comparacdo entre os dados permite verificar que o
cultivo na presenca da agua de maceracdo do milho e
do metanol induziu a um aumento de 34 % em relagéo
a peptona no meio GP e de 13,7 % em relagdo ao
meio sem metanol (MG). Paralelamente, a presenca
do metanol gerou um aumento de 24 % na atividade
da enzima (meio GPM) em relacdo ao meio glicose-

peptona (GP).

Os resultados mostraram que, para os diferentes
meios de cultura utlizados, ocorreu um efeito
significativo (P < 0,05) na atividade da protease em

relacéo ao controle.

Aspergillus niger é considerando um bom produtor de
varias enzimas, incluindo proteases (GNANADOSS,
ROBERT; JEBAPRIYA, 2011; SANKEERTHANA et
al., 2013). Nesses estudos, isolados de Aspergillus
niger exibiram atividades entre 20 U mL' e 66 UmL™,
detectadas em meios de cultura com diferentes

substratos.



Considerando o papel do polifosfato na fisiologia
celular, o comportamento do polimero foi avaliado,
demonstrando que o0 seu conteddo aumenta
progressivamente nas células em até 96 horas de
cultivo, atingindo valores de 2,02 mg dL* e
2,53 mg dL™ nos meios contendo peptona (GP) e
agua de maceragdo do milho (MG), respectivamente,
com uma variagdo de 20 % no conteddo celular do
polimero. Os dados apontam o efeito estimulador do
subproduto na acumulacdo do polifosfato no isolado

analisado (FIG. 5).
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Figura 5 - Perfil do polifosfato de Aspergillus niger
UCP/WFCC 1261 em diferentes meio de cultura:
glicose e peptona (GP); glicose, peptona e metanol
(GPM); milhocina e glicose (MG); milhocina, glicose e
metanol (MGM).

Por outro lado, verificou-se que a adicdo do metanol
no meio de cultivo contendo dgua de maceracdo do
milho (MGM) gerou um contetdo de 1,77 mg dLt, o
gue representa uma reducédo de 30% no contetdo do
polimero em relagdo ao meio MG. A introducdo do
alcool no meio GP resultou em uma diminuicdo de

22,3 % do polimero, correspondendo a 1,57 mg dL™.

Os resultados obtidos revelaram que amostras
cultivadas em meio contendo agua de maceragdo do
milho foram capazes de acumular maiores
concentragcdes do polimero em relagdo as células
cultivadas na presenca de peptona durante as

primeiras 96 horas de crescimento. Apds esse

25

intervalo, tem inicio a reducao do polimero, indicando
possivelmente sua degradacéo e utilizagdo como fonte
de fésforo para crescimento celular, o que é reforcado

pelo progressivo aumento da biomassa.

A utilizacdo da milhocina no meio de cultura
possibilitou um significativo aumento, ao nivel de 5 %
do conteddo do polimero em relagdo ao meio controle
(com peptona) e, na presenca do metanol, ocorreu

uma diminui¢cdo do acimulo do polimero.

O papel do fosfato é estudado em muitos tipos
celulares (KORNBERG; RAO; AULT-RICHE, 1999;
RAO; GOMEZ-GARCIA; KORNBERG, 2009).

A habilidade de acumular polifosfato tem grande
implicagdo no potencial de sobrevivéncia de micro-
organismos em resposta a variacdes ambientais e em
processos de remediagdo ambiental (KORNBERG;
RAO; AULT-RICHE, 1999; KEASLING et al., 2000).

A FIG. 6 apresenta a morfologia do isolado cultivado
nas diferentes condigbes de cultivo através da

microscopia fotdnica.

C D

Figura 6 - Micrografias de Aspergillus niger
UCP/WFCC 1261. A- cultivado em meio glicose-
peptona (GP); B — cultivado em meio glicose-peptona-
metanol (GPM); C — cultivado em glicose-agua de
maceracéo do milho (MG) e D — cultivado em meio
glicose-agua de maceragéo-metanol (MGM), 40X.
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A analise das amostras permitiu verificar o surgimento
de variacdes relativas a espessura, homogeneidade
citoplasmatica e padréo de ramificacdo das hifas.

A morfologia dos fungos filamentosos é complexa e
tem sido alvo de diversos estudos com vistas a
elucidacao do comportamento bioguimico e fisioldgico.
O cultivo em meios sodlidos, liquidos, em estado
submerso ou em estado sélido, revela a existéncia de
varias morfologias, que os estudos associam a carga
genética, composicdo quimica do meio, concentracédo
dos constituintes do meio de cultura, fatores fisicos
como pH, temperatura e forcas mecénicas (KOSSEN,
2000; PAPAGIANNI, 2004).

Assim, alguns estudos relatam a influéncia das
condi¢des de cultivo sobre a morfologia de Aspergillus
niger em relacdo a producdo de 4&cido citrico,
proteases e
(PAPAGIANNI; MATTEY; KRISTIANSEN, 1994, 1998;
PAPAGIANNI et al., 1999; PAPAGIANNI; MOO-
YOUNG, 2002; PAPAGIANNI, 2004).

glicoamilases e glicosamina

Adicionalmente, estudos relacionados a morfologia
dos fungos filamentosos sdo ferramentas importantes,
considerando-se que 0 processo produtivo estd
associado a um tipo especial de morfologia, sendo um
requisito para a aplicacdo industrial (DRIOUCH,;
SOMMER; WITTMANN, 2010; KRULL et al., 2013).

Por outro lado, o metanol é considerado um agente
estimulador em processos fermentativos. Verifica-se o
efeito do metanol sobre a morfologia micelial,
aumentando a permeabilidade da membrana
citoplasmatica, o que contribui para aumento da
excrecdo de metabdlitos em Aspergillus niger
(MADOX ; HOSSAIN; BROOKS, 1986; HAQ et al.,

2003).

4 CONSIDERAGCOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos neste estudo, verifica-
se que o isolado de Aspergillus niger UCP/WFCC
1261 foi capaz de crescer na presenga da agua de
macerag¢do do milho, a qual exibiu efeito estimulador
sobre a producdo de biomassa, glicosamina, acido
citrico, celulase, celobiase, exoglucanase, xilanase e
protease. Contudo, a presenca do metanol induziu
reducdo de biomassa e das atividades das enzimas
celulase, celobiase, exoglucanase, xilanase. O fungo
foi capaz de acumular polifosfato. O contetdo do
polimero foi estimulado pela agua de macerag¢do do
milho e reduzido na presenca do metanol. Alteracdes
estruturais foram observadas nas células cultivadas na

presenca da agua de maceragédo do milho e metanol.

As variacbes determinadas nos processos de

produ¢do dos bioativos neste estudo foram
estatisticamente significativas, indicando o efeito da
agua de maceracdo do milho sobre a capacidade
metabdlica do isolado. Tais resultados indicam o
potencial do isolado endd6geno e sua aplicagdo no

desenvolvimento de processos produtivos.
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