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Resumo
O presente estudo visou utilizar residuos e 6leo obtidos na manufatura dos referidos
vegetais amazoénicos, como fonte de carbono em fermentagdes semi-solidas e liquidas, para a
produgdo de enzimas proteoliticas, junto a sua caracterizacdo enzimatica com possibilidades
para a aplicagao industrial.

Para a produgdo do complexo de enzimas proteoliticas em fermentacdo liquida, 107
esporos/mL do fungo filamentoso — F7, foram inoculados em 25mL do meio liquido de Vogel
(1956) contendo 2% da fonte de carbono (residuo de Castanha-do-brasil e 6leo de andiroba), em
fermentacdes em condigdes estacionaria € sob agitagdo de 150 rpm (shaker) a 28°C, por 168
horas. Na fermentacdo semi-sélida, o referido fungo foi inoculado em 2,5g do residuo de
Castanha-do-brasil. As atividades proteoliticas e quantificacdo de proteina (método Bradford)
foram analisadas quantitativamente a cada 24h por um periodo de 7 dias. Apds a determinagéo
do pico de produgdo da enzima de interesse, foram realizadas fermentagdes liquidas em
procedimentos semelhantes aos citados anteriormente variando apenas os pHs, sendo estes
estudados em valores de 7 a 9,5. Posteriormente definido o pH de producao, as fermentagdes
foram realizadas em diferentes temperaturas (22°C, 36°C e 40°C). Para o ensaio de proteases,
foi utilizado caseina 1% em tampéo Tris-HCI 50 mM, pH7 .4, segundo Leighthon et al, 1973, onde
uma unidade de atividade proteolitica € definida como a quantidade de enzima que produz
diferenga de absorbancia de 0,01 no comprimeto de onda de 280 nm durante 1h de incubagéo
em temperatura ambiente por mililitro da solu¢do do complexo enzimético. Foram estudados
parametros durante a dosagem da atividade enzimatica, referentes a caracterizagao parcial do
complexo proteolitico excretado pelo referido micro-organismo, sendo estes, o efeito do pH,
estabilidade em diferentes pHs, temperatura 6tima, a estabilidade em diferentes temperaturas, o
efeito da interferéncia de ions e inibidores (PMSF, DTT, EDTA, Leupeptina, MgClz, MnSQa).
Todos os ensaios foram realizados em ftriplicata. Foi realizada eletroforese SDS-PAGE para
estabelecer o perfil protéico do complexo enzimatico.

Foi determinado que as dosagens enzimaticas fossem realizadas utilizando caseina como
substrato. Apos a realizagdo do presente estudo foi possivel detectar que dentre as duas fontes
de carbono estudadas, em fermentagdes liquidas estacionarias, detectou-se picos de produgao
de 7,129 £0,4 U/mL e 1,453 U/mg de proteina com 144h de cultivo, utilizando castanha-do-
brasil, e picos de 1,133 0,1 U/mL e 1,630 U/mg de proteina com 72h de cultivo, utilizando 6leo
de andiroba. Nas fermentagdes liquidas sob agitacédo, detectou-se pico de produgao de 6,920
10,4 U/mL e 1,115 U/mg de proteina com 72h de cultivo. O pH 9,0 foi observado como 6timo de
producdo com atividade de 2,518 +0,4 U/mL. A fermentacdo em estado solido, no entanto,
mostrou-se 0 melhor processo fermentativo, visto que seu pico de produgéo foi 17,018 + 0,7
U/mL e 2,048 U/mg de proteina com 72h de cultivo. A temperatura étima de produgdo, em
fermentacéo liquida no estado estacionario foi a 22°C, obtendo-se atividade de 6,990 +0,3 U/mL
e 11,493 U/mg de proteina com 144h de cultivo. Enquanto que a fermentagdo sélida, foi a
temperatura de 40°C, com atividade de 13,111 £0,3 U/mL e 18,989 U/mg de proteina com 72h
de cultivo. Na caracterizagdo durante a atividade enzimética, a melhor temperatura para
dosagem foi de 36°C (8,82 +0,3 U/mL), mantendo-se a atividade da mesma em 100% quando a
reacdo foi realizada durante diferentes tempos, os quais foram citados anteriormente. O melhor
resultado obtido durante a dosagem foi em pH 8,0 (32,45 +0,7 U/mL), mantendo 87,5% da
atividade quando submetido as condigbes citadas anteriormente. Quando adicionado PMSF,
98,9% da atividade proteolitica foi mantida, assim como 100% em DTT, 97,9% em EDTA, 100%
em Leupeptina, 98,3% em MgCly, 98,2% em ZnCl, e 100% em MnSQj4. A atividade especifica foi
de 64,303 U/mg de proteina, depois de estabelecidos os pardmetros citados anteriormente. O
perfil protéico analisado eletroforeticamente mostrou 3 complexos protéicos bem definidos, de
pesos aproximados de: 35KDa, 25KDa e 14KDa, indicando a presenca de outras proteinas que
podem ter aplicagao industrial, além de proteases.



Neste contexto, o fungo filamentoso isolado do solo amazénico designado F7 mostra-se bom
produtor de proteases, mesmo em sua forma selvagem, indicando que sua aplicagdo industrial
seria relevante quando combinada a mais estudos.



Abstract

This study aims to use waste and oil obtained in the manufacture of such plants in the
Amazon, as a carbon source in semi-solid and liquid fermentations for the production of
proteolytic enzymes, together with its characterization for subsequent industrial application.

To produce the complex of proteolytic enzymes in fermentation liquid, 107 spores/mL of the
filamentous fungus - F7, were inoculated into 25mL of liquid medium of Vogel (1956) containing
2% of carbon source (the Brazil nut and Andiroba oil) in fermentations in stationary conditions
and under agitation of 150 rpm (shaker) at 28°C for 168-h. In solid state fermentation, this fungus
was inoculated into 2,5g of the Brazil nut’s residue. The quantification of proteolytic activitie and
protein (Bradford method) were quantitatively analyzed every 24 hours for a period of 7 days.
After determining the peak production of the enzyme, were held in liquid fermentation procedures
similar to those mentioned above, varying only the pH, being studied in these values from 7,0 to
9,5. Subsequently the pH set production, fermentations were performed at different temperatures
(22°C, 36°C and 40°C). For the assay of proteases, used 1% casein in Tris-HCI pH 7,4, second
Leighthon et al, 1973, where one unit of proteolytic activity is defined as the amount of enzyme
that produces difference in absorbance for 1-h of incubation in ambient temperature of the
solution per milliliter of crude extract. Parameters were studied during the dosing of enzyme
activity, relative to partial characterization of the proteolytic complex excreted by that micro-
organism, the latter being the effect of pH, stability at different pH, temperature optimum, stability
at different temperatures, the effect of interference ions and inhibitors (PMSF, DTT, EDTA,
Leupeptina, MgCI2, MnSO4). All tests were performed in ftriplicate. Performed SDS-PAGE
electrophoresis to establish the protein profile of the enzyme complex.

It was determined that the dosages were performed using casein as substrate. Comparing
the two carbon sources in stationary liquid fermentation, was detected peak production of 7,129 +
0,4 U/mL and 1,453 U/mg protein with 144-h of culture, using the Brazil nut, and peaks at 1,133 +
0,1 U/mL and 1,630 U/mg protein with 72-h of cultivation, using Andiroba oil. In agitated liquid
fermentation, the peak of production observed was 6,920 + 0,4 U/mL and 1,115 U/mg protein
with 72-h of cultivation. The pH 9,0 was observed as a great production with activity of 2,518 +
0,4 U/mL. The solid-state fermentation, however, showed the best fermentation process, since its
peak of production was 17,018 £ 0,7 U/mL and 2,048 U/,g protein with 72-h of cultivation. The
optimum temperature for production in liquid fermentation at steady state was at 22°C, resulting
in activity of 6,990 + 0,3 U/mL and 11,493 U/mg protein with 144-h of culture. While the solid
fermentation, the temperature was 40°C, with activity of 13,111 + 0,3 U/mL and 18,989 U/mg
protein with 72-h of cultivation. In characterizing enzyme activity during the dosage was best
temperature to 36°C (8,82 £ 0,3 U/mL), maintaining the same activity of 100% when the reaction
was carried out during different times, which were mentioned above. The best result obtained
during dosing was at pH 8.0 (32,45 £ 0,7 U/mL), while 87.5% of the activity when subjected to
conditions mentioned above. When added PMSF, 98.9% of the proteolytic activity was
maintained, as well as 100% in DTT, 97.9% in EDTA, Leupeptina 100%, 98.3% in MgCI2, ZnCI2
and 98.2% in 100% MnSO4. The specific activity was 64.303 U/mg protein, having established
the parameters mentioned above. The protein profile of electrophoretic analysis showed three
well-defined protein complexes, approximate weight: 35kDa, 25kDa and 14kDa, indicating the
presence of other proteins that may have industrial application, and proteases.

In this context, the filamentous fungus isolated from Amazonian soil is designated F7 shows
good producer of proteases, even in its wild form, an that indicate that its industrial application
would be relevant when combined with further studies.



Pouco conhecimento faz que as criaturas se sintam
orgulhosas.

Muito conhecimento, que se sintam humildes.

E assim que as espigas sem gréos erguem
desdenhosamente a cabega para o céu, enquanto que
as cheias a baixam para a terra, sua mée.

Leonardo da Vinci
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1. INTRODUCAO

O mercado brasileiro da tecnologia enzimatica movimenta, de acordo com avaliagdo no ano
de 2005, cerca de 147,2 milhdes de ddlares, correspondendo a 3,7% do mercado internacional
(BON, 2008). Tal montante justifica-se pelo interesse gerado por processos que envolvem
tecnologia de baixo custo energético, com menor impacto ambiental e que utiliza matérias primas
renovaveis, adequando-se ao reaproveitamento de subprodutos da agroindustria.

Os microrganismos representam excelente fonte de enzimas devido a diversidade
bioquimica, crescimento rapido, com requerimento limitado de espaco, o que diminui o custo de
produgdo em relagdo as enzimas de origem animal ou vegetal e producdo independente de
variacdes sazonais e localizagdo geogréfica. Segundo Godfrey e West (1996) e Felix et al
(2004), apo6s a descoberta de enzimas de origem microbianas, foram desenvolvidas técnicas
para a produgdo em escala industrial, hoje 90% das enzimas aplicadas industrialmente é de
origem microbiana. O mercado mundial de enzimas industriais, conforme Pandey et al (2005), é
tdo movimentado devido ao fato de que as enzimas microbianas apresentam atividade catalitica
em geral muito maior do que os catalisadores sintéticos ou organicos (NELSON & COX, 2007).
As enzimas possuem alta especificidade por seus substratos, podem atuar sobre condi¢des
suaves de temperatura, pH e pressdo, resultando em significante conservagdo de recursos
naturais, utilizam substratos baratos, como residuos agricolas e agroindustriais, ha possibilidade
de se aumentar o rendimento pela otimizagdo das condi¢des de cultivo e pela facilidade de
manipulagdo genética das linhagens, através de evolugéo dirigida, engenharia de proteinas ou
tecnologia do DNA recombinante. Exigem poucos equipamentos e pouca energia, sem gerar
produtos indesejaveis, beneficiando a industria e 0 meio ambiente, pois ndo poluem os lengois
freaticos nem sdo carcinogénicas. (SAID & PIETRO, 2004; GODFREY & WEST, 1996; RAO et
al., 1998; SCHIMID et al., 2001; KIRK et al., 2002). Alguns microrganismos produzem baixa
quantidade de enzimas dificultando sua aplicagdo industrial. Na maioria dos casos, adotando-se
métodos simples como a utilizagdo de um meio de cultura especifico e otimizagao, possibilitam
um aumento significativo do rendimento enzimético (KUMAR, 1999).

Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) e Castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa), representam
vegetais com grandes potenciais econdmicos, utilizadas em grandes escalas pela populagéo
Amazbnica de diferentes formas, gerando residuos ricos em sua composi¢do, bastante
complexos e ricos em componentes quimicos, que podem ser utilizados de varias maneiras,
inclusive como substratos para a produgdo de enzimas. Nas ultimas décadas ha uma crescente
busca da utilizagdo desses residuos agroindustriais, devido a incessante demanda das
atividades agricolas. O acumulo destes residuos gera a deterioracdo do meio ambiente e perda
de recursos, com contribuicdo significante para o problema da reciclagem e conservacéo da
biomassa. (PANDEY et al., 2000). Dentre estas enzimas, temos as proteases, que exerce
atividade queratolitica, removendo as células mortas da epiderme e restaurando a barreira
natural da pele.

A biodiversidade da Amazénia constitui uma fonte de valor altissimo para inovacdo de
tecnologias, sendo importantes estudos de microrganismos que produzam eficientemente
sistemas enzimaticos de interesse, a selecdo de condi¢des 6timas de produgao, 0s quais sao
fundamentais para o desenvolvimento de processos biocataliticos mais economicamente
competitivos. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo estudar a producdo do
complexo enzimatico proteolitico excretado por um fungo filamentosos Amazonicos pertencente
da biblioteca microbiana do laboratério de Fermentacdo e Bioativos do CAM - UFAM, com
potencial biotecnolégico para uso cosmetologico, em fermentagdes liquidas e semi-solidas,
utilizando substratos diferentes: 6leo de andiroba (Carapa guianensis Aubl) e residuos de
Castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa) e otimiza¢do das condi¢des de cultura em relagéo ao
pH e temperatura étimos de producgao dos complexos enzimaticos, assim como a caracteriza¢éo
parcial do extrato bruto na atividade enzimatica.



2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1ENZIMAS
2.1.1 DEFINIGAO DE ENZIMA

Enzimas sdo proteinas altamente especializadas e que exercem a fungdo de
catalisadores das reagdes nos sistemas biologicos. Apresentam uma eficiéncia catalitica
extraordinaria, em geral, muito maior que os catalisadores sintéticos e inorganicos. Elas tém um
alto grau de especificidade por seus substratos, aceleram as reagdes quimicas de maneira
formidavel e funcionam em solugdes aquosas sob condi¢bes suaves de pH e temperatura
(NELSON & COX, 2011). Conforme Leadlay (1993), as enzimas sao de especial importancia em
fermentagdes industriais, uma vez que todos os processos de fermentagéo resultam da atividade
enzimatica de microrganismos. Com sua agdo, regulam a velocidade de muitas reagdes
quimicas presentes neste processo. No ano de 2004, conheciam-se cerca de 4.300 enzimas
(sequenciadas), 300 destas comercializadas (FERRER, 2004).

2.1.2 DENOMINAGAO DAS ENZIMAS

A denominagao enzima, proposto em 1867 pelo fisiologista alemdo Wilhelm Kihne, deriva
da expressdo grega en zymeg, que significa “em fermentacdo”. Os nomes sistematicos incluem o
substrato, a reacdo catalisada e a terminagdo ase (HARTMEIER, 1988). Apesar do esforgo de
sistematizacdo, permanecem em uso, por razdes histéricas e comerciais, 0s nomes triviais, que
conforme recomendacéo de IUB, de 1984, podem ser empregados em conjunto com o codigo da
enzima (EC number). Este codigo é constituido de quatro algarismos. O primeiro refere-se a
classe da enzima (de 1 a 6), 0 segundo a subclasse (tipo de agéo ou grupo sobre o qual atua), o
terceiro a subclasse e o quarto refere-se AP nimero de ordem da enzima dentro da subclasse
considerada. Tém-se para protease (3.4.21.19).

2.1.3 CARACTERISTICA DAS ENZIMAS

A complexa estrutura molecular enzimatica € majoritariamente constituida por uma parte
protéica, porém, ela pode estar integrada a outras moléculas, como carboidratos e lipideos. Para
apresentar atividade catalitica, algumas enzimas requerem a participagdo de moléculas menores
(co-fatores) de natureza ndo protéica. Os cofatores podem ser ions (Zn°~e Ca~ etc.) ou
moléculas organicas (co-enzimas). Exemplos s@o os dinucleotideos (NAD, NADP, FAD) e a

coenzima A, entre outros (Nelson & COX, 2011).

As enzimas séo heteropolimeros formados por amino&cidos ligados covalentemente por
ligagdes peptidicas. A denominada estrutura primaria dessas macromoléculas corresponde a
sequéncia desses aminoacidos, que € geneticamente determinada. As cadeias polipeptidicas,
por sua vez, adotam configuragdes espaciais determinadas pela propria estrutura primaria, bem
como pelas interagdes entre seus aminoacidos constituintes. Assim, as interagbes entre
aminoacidos adjacentes podem levar a arranjos espaciais do tipo a-hélice ou do tipo folha B, que
compdem a denominada estrutura secundaria. A estrutura terciaria das enzimas resulta das
interagbes entre aminoacidos, ndo sequencialmente proximos, que provocam torgdes e
dobramentos de regi6es da macromolécula. A estrutura tridimensional terciaria configura o sitio
catalitico da enzima, que é determinante para a sua atividade biologica. A estrutura quaternaria
refere-se a interagao entre cadeias polipeptidicas e subunidades distintas e ocorre em algumas
enzimas complexas de regulagéo (VOET e VOET, 1995).
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A conformacé&o e a estabilizagdo da estrutura molecular das enzimas é assegurada por
ligagdes de hidrogénio, interacdes hidrofobicas, pontes de dissulfeto, ligagdes idnicas e forgas de
van der Waals. A atividade catalitica, bem como a estabilidade e a especificidade da enzima,
dependem da sua estrutura tridimensional. Condi¢Ges ambientais, tais como pH, temperatura,
forca idnica do meio, afetam a estrutura da enzima, e em decorréncia, suas propriedades.

A agdo das enzimas é altamente especifica. Essa especificidade pode se expressar quanto
ao tipo de reacdo ou de substrato (ILLANES, 1995). Apenas alguns amino&cidos participam da
acao catalitica, embora cadeias de aminoacidos situadas proximas ao sitio catalitico tenham
importante fungao de fixagdo de posicionamento da molécula de substrato. Outras sequencias
de aminoacidos tém importante papel na estabilizacdo da estrutura tridimensional enzimatica
(LIMA et al., 2001). A classificagdo enzimatica é feita a partir de seis classes principais (Tabela

1).

Tabela 1 - Classes de enzimas segundo a classificagdo da Unido Internacional de Bioquimica e
Biologia Molecular (IUB) e atividade de catalisam.

Classe Nome da classe Atividade que catalisa

EC1 oxidorredutases reacdes de oxi-reducido

EC2 transferases transferéncia de grupos funcionais
EC3 hidrolases reacdes de hidrolise

EC4 liases adicionam grupos a ligacdes duplas
ECS 1somerases reacdes de isomerizacio

EC6 ligases ligacdes acopladas a hidrélise de ATP

Fonte: Lehninger, 1976

Proteases estdo incluidas no grupo de hidrolases, participando de hidrolise de proteinas.

2.2 ENZIMAS PROTEOLITICAS

As peptidases, peptideo-hidrolases ou proteases sdo enzimas hidroliticas que clivam
ligacdes peptidicas nas proteinas e fragmentos de proteinas (BARRETT et al, 1995). Elas tém
presenga universal nos seres vivos e representam cerca de 2% do total de proteinas presentes
em todos os organismos, participando das vias metabdlicas e de vias de sinalizagao celular.
Adicionalmente, muitos microrganismos secretam proteases para 0 meio externo com a
finalidade de degradar proteinas cujos produtos da hidrélise servem como fonte de carbono e de
nitrogénio para multiplicagao celular.

A especificidade das proteases se relacionam com a posi¢do peptidica ou ao tamanho na
cadeia de residuos de aminoacidos e também com seletividade em relagdo a sequencia de
aminoacidos vizinhos a ligagdo (VOET e VOET, 1995).

2.3 ATIVIDADE ENZIMATICA

Segundo Lima (2001), a expressao da atividade de uma enzima é medida através da
sua velocidade de reagao, determinada em condi¢des experimentais estabelecidas. A figura 1
ilustra o progresso de reagbes conduzidas com distintos teores iniciais de enzima. A
concentracdo do produto formado aumenta linearmente com o tempo num dado intervalo
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(velocidade de reacdo constante). No entanto, a partir de certo tempo, a velocidade (valor da
tangente a curva num dado instante) decresce. Varios fatores podem contribuir para esse
decréscimo: diminuigdo da concentragéo de substrato, inativagdo parcial da enzima no decorrer
da reacao, inibicao do produto e deslocamento do equilibrio se a reagao for reversivel.

Em geral, a inibicAo pode ser reversivel ou irreversivel, no primeiro caso, a atividade
enzimatica é recuperada por diminui¢do da concentragao do inibidor (diluicdo, dialise ou ultra
filtracdo). A inibigdo irreversivel é geralmente provocada por ligagdo covalente entre as
moléculas de inibidor € enzima (BON, 2008).

Para evitar a influéncia de fatores que contribuem para o decréscimo, costuma-se
associar a atividade enzimatica 8 medida da velocidade de reagdo em condigo inicial, ou seja,
aquela que assegura a velocidade constante (fase linear das curvas da figura 1). E importante
notar que nos processos industriais, as enzimas atuam em condi¢des muito distantes daquelas
vigentes para a reacdo a velocidade constante (condicao inicial).

80
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Figura 1 — Curvas de progresso de reagao para trés diferentes concentragdes
enzimaticas iniciais
Fonte: LIMA, 2001

A escolha de um método para a determinagdo da atividade de uma enzima produzida
por fermentagao, requer conhecimento prévio da faixa de concentragdo enzimatica que permite
obter uma variagéo linear da concentragéo de produto (ou substrato) com o tempo, num intervalo
que n&o seja suficientemente grande para que os fatores acima citados venham a interferir. Ha
meétodos variados para avaliar a variagdo das concentragbes das espécies, como a
espectrofotometria. Certa variedade de condicbes de ensaio, bem como de métodos de
determinacéo, é observada para uma mesma enzima, dependendo do produtor, do investigador
ou do usuario. Assim, € sempre dificil comparar resultados de atividade enzimatica obtido por
diversos autores, em funcao da falta de defini¢éo de padrdes consensualmente aceitos.

A atividade ¢ expressa em unidades de atividade. A defini¢do proposta pela IUB (unidade
internacional — IU) considera uma unidade de atividade como a quantidade de enzima que
catalisa a transformagdo de um micromol de substrato por minuto em condigbes de ensaio
definidas. Em muitas situagdes emprega-se a atividade especifica, que é expressa em unidades
(IU) por massa de proteina (LIMA, 2001).
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2.4 TIPOS DE FERMENTAGAO

A producdo de enzimas em escala industrial se faz majoritariamente por fermentagéo
submersa, embora nos paises orientais haja uma tradicdo estabelecida de utilizacdo de
fermentacdo semi-sélida. Algumas vantagens atribuidas a fermentagdo semi-solida seriam os
maiores riscos de contaminagao, as necessidades de espago e menores rendimentos (PRIEST,
1984). Entretanto, avangos tecnoldgicos estdo sendo gradualmente incorporados a esse
processo, podendo torna-lo interessante para paises que dispdem de residuos agroindustriais de
baixo custo, grupo de paises no qual o Brasil se encontra.

241 CULTIVO NO ESTADO LiQUIDO (Cultivo Submerso)

Os processos submersos possuem uma série de vantagens, segundo BON et al (2008):
Facilidade de controle de variaveis fisico-quimicas do processo; maior eficiéncia na absorgéo de
nutrientes e excrecdo de metabolitos pela célula, levando menores tempos de processo e
consequentemente, a ganhos em produtividade. E também desvantagens, tais como: elevados
custos com aeragdo e agitacdo, especialmente quando o uso de meios reacionais com alta
viscosidade e reologia complexa; e formagdo de espuma.

2.4.2 CULTIVO NO ESTADO SEMI-SOLIDO (FES)

Mudfett (1986) e Oriol (1987) definiram como a fermentacdo na qual o crescimento de
microrganismos em substratos soélidos ocorre na auséncia de todo liquido na forma livre. A agua
livre, indispensavel ao crescimento dos microrganismos, € adsorvida num suporte sélido ou
complexada no interior de uma matriz sélida (SOCCOL, 1992).

Segundo BON, 2008, a fermentacdo no estado semi-solido apresenta as seguintes
vantagens: simplicidade dos meios de cultivo (o substrato sdlido pode requerer somente adi¢éo
de agua, embora outros nutrientes possam ser adicionados); auséncia de requerimentos de
maquinas e equipamentos sofisticados; possibilidade de uso de biorreatores com dimensdes
menores pelo fato do substrato estar concentrado; reduzido consumo de energia; baixo grau de
umidade, reduzindo problemas de contaminagao; condi¢des de crescimento do microrganismo
semelhantes as encontradas em seu ambiente natural; maiores concentragdes de enzima em
relacdo as fermentagbes submersas; estabilidade da enzima excretada e baixo nivel de
repressao catabdlica; auséncia de formagao de espuma; possibilidade de extragdo imediata do
produto através da adi¢do direta de solventes ou por filtragdo do meio fermentado; pequenas
quantidades de aguas residuais.

Existem, entretanto, fatores limitantes nas fermentagdes no estado semi-solido, tais
como: menor acessibilidade ao substrato; problemas de transferéncia de massa (oxigénio e
nutrientes), calor e quantidade de movimento; dificuldades de controle de varidveis fisico-
quimicas, tais como pH, temperatura, oxigénio e grau de mistura; dificuldade no aumento de
escala.

Diversas enzimas de importancia industrial, como proteases e outras sdo produzidas por
fermentagao no estado semi-sélido (KRISHNA, 2005; COUTO E SANTOMAN, 2006).

Dentre os microrganismos, os fungos filamentosos, principais produtores das enzimas
comerciais, sdo também os que melhores se adaptam a fermentacdo no estado solido. Sua
forma de crescimento em hifas e boa tolerancia a baixa atividade de &gua e elevada presséo
osmética conferem aos fungos vantagens com relagdo aos microrganismos unicelulares para a
colonizagao de substratos solidos (KRISHNA, 2005).
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2.5 FATORES QUE INFLUENCIAM A PRODUGAO DE ENZIMAS
2.5.1 FONTE DE CARBONO

As fontes de carbono séo os principais substratos para a produgdo das enzimas de
interesse. Residuos agroindustriais de Castanha-do-Brasil e o dleo de Andiroba mostram-se
potenciais indutores das mesmas.

2.5.2 pH

Entre os parametros fisicos, 0 pH do meio de crescimento desempenha um papel
importante por induzir mudangas morfolégicas no organismo e também para a secregdo
enzimatica. A mudanga de pH observada durante o crescimento de um organismo também afeta
a estabilidade do produto no meio. Em processos com fungos, a capacidade tamponante de
alguns constituintes do meio em alguns casos elimina a necessidade de controle do pH (GUPTA
et al, 2003).

2.5.3 TEMPERATURA

A temperatura é um dos mais importantes pardmetros fisicos a ser observado em um
processo fermentativo. Quanto maior a temperatura, maior a velocidade da reacdo, até ser
alcangada a temperatura 6tima; acima desta temperatura a enzima comeca a perder sua fungao,
diminuindo a velocidade da catélise, até 0 momento em que se torna inativa (GUPTA et al,
2003).

2.6 MICRORGANISMO EMPREGADO

A primeira etapa da produgdo microbiana de uma enzimas de interesse consiste na
aquisicdo do microrganismo produtor, que pode ser de linhagem selvagem ou modificada por
genética classica ou por técnicas de biologia molecular. A linhagem de interesse deve ser
adquirida de condigdes de colegdes de cultura cientifica ou de servigo, ou selecionada a partir de
amostras de solo (como no presente trabalho), agua, ar, tecido vegetais como caule ou frutas em
decomposicao, fezes de animais e viceras de insetos como o0s cupins e outras fontes. Segundo
Bom et al, 2008, o microrganismo deve idealmente ter as seguintes caracteristicas: ser seguro
sob ponto de vista bioldgico (status GRAS - generally recognized as safe); apresentar elevada
capacidade de sintese e excre¢cdo da enzima; suportar condigdes ambientais adversas,
relacionadas com a pressdo osmotica, a temperatura e a forga iénica do meio; e ser tolerante a
presenca de substancias toxicas, que podem ser geradas no processo de tratamento da matéria-
prima ou pelo proprio metabolismo celular.

2.7 MATERIAS-PRIMAS EMPREGADAS

Os meios de cultivo sdo formulados através da utilizagédo de compostos quimicamente
conhecidos (meio sintético) ou de matérias-primas naturais. Do ponto de vista industrial, os
meios sintéticos sdo muito caros, e a opgdo é feita geralmente por meios que contenham
apreciaveis quantidades de matérias-primas provenientes da agroindustria (LIMA, 2001), como
Castanha-do-Brasil (residuo agroindustrial), ou 6leo de andiroba (matéria-prima natural).

Residuos sdlidos diferenciam-se do termo lixo porque, enquanto este ultimo n&o possui
nenhum tipo de valor, j& que é aquilo que devem apenas ser descartados, aqueles possuem
valor econémico agregado, por possibilitarem reaproveitamento no proprio processo produtivo
(DEMAJORIVIC, 1995). Os residuos podem conter muitas substéncias de alto valor. Se for
empregada uma tecnologia adequada, este material pode ser convertido em produtos comerciais
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ou matérias-primas para processos secundarios (LAUFENBERG, et al, 2003), tais como em
fermentagdes para producdo enzimatica. Dessa forma, a crescente preocupagdo com a
despoluicdo ambiental, somada a irreversivel prevaléncia das politicas ambientais, abre espaco
notavel para o reuso desses residuos, tal como o residuo da Castanha-do-Brasil.

A matéria-prima é um dos componentes mais relevantes no custo de producao, podendo
representar, em alguns casos, até 75% do custo total, sendo esta uma das razdes para o
crescente interesse.

2.8 OLEO DE ANDIROBA (CARAPA GUIANENSIS AUBL.)

No que se trata da composi¢do quimica, tém-se em porcentagem: a-felandreno (3,0);
acetato de hexila (5,2); p-cimeno (6,7); limoneno (2,6); (E)-B-Ocimeno (1,1); cis-6xido de linalol
(furandide) (11,4); trans-oxido de linalol (furanoide) (6,0); linalol (7,9); nonanal (0,9); n.i. (5,3); n.i.
(1,4); hexanoato de butila (2,9); a-terpineol (1,3); 2-metilburanoato de hexila (1,2); p-anisaldeido
(11,0); safrol (2,5); hexanoato de hexila (2,2); p-cariofileno (0,8); n.i. (2,3); n.i. (1,2); (E,E)-a-
farmeseno (21,8); dilapiol (1,4) (ZOGHBI et al., 2000). Seco-iridoides isolados da casca do caule:
7-metoxididerrosideo; 6’-O-acetildiderrosideo; 8-O-tigloyldiderrosideo. Iridéides conhecidos:
loganetina, loganina e secoxiloganina, diderrosideo, kingsideo (ARAUJO, 2007).

2.9 CASTANHA-DO-BRASIL (BERTHOLLETIA EXCELSA)

A améndoa de castanha-do-Brasil apresenta a seguinte composi¢ao quimica centesimal
em ¢/100g: umidade 4,40, proteina bruta 17,00, lipidios 67,00, carboidratos 7,00, valor
energético 751kcal e sais minerais 3,60, em média, além de quantidades elevadas de vitaminas E e Bs.
(COOPERATIVA AGRO-EXTRATIVISTA, 2000 e SOUZA, 1984). Segundo Castro apud Teixeira,
a fracdo albumina, a excelsina, é a Unica completa de origem vegetal conhecida, o que levou a
castanha-do-Brasil ser chamada de carne vegetal. E uma améndoa oleaginosa de elevado valor
energético, rica em proteinas de alto valor bioldgico.

2.10 APLICAGOES DAS ENZIMAS NA COSMETOLOGIA

A pele, por sua organizacao estrutural e bioquimica, funciona como uma barreira de excluséo
a penetracdo de substancias sendo, no entanto, uma barreira seletiva e semi-permeavel
(SIMOES, 2001b). Substancias e baixo peso molecular (massa molar) e de elevada lipofilicidade
permeiam facilmente através da pele, podendo atuar a nivel dérmico e mesmo sistémico.

Em geral, as enzimas ndo penetram na pele por terem massa molecular elevada e carater
pouco lipofilico (SIMOES, 2001). Elas atuam por periodos reduzidos sobre a superficie externa
da pele e apenas sobre um substrato especifico.

O estudo de enzimas na area cosmética & chamado de enzimocosmética, a qual se subdivide
em direta e indireta. O emprego de enzimas em produtos cosméticos visa facilitar ou dificultar as
reacOes bioquimicas da pele, proteger ou reparar a pele como também, em alguns casos,
destruir ou remover intencionalmente, parcial ou totalmente, algumas estruturas da pele
(SANTOS, 2004). Dentre essas enzimas podem-se destacar as proteases.

As queratinases sdo enzimas proteoliticas que tém como substrato um grupo de
proteinas fibrosas e insolUveis denominadas queratinas. As queratinas tém fungdes estruturais e
protetoras e sé@o os principais constituintes das estruturas da epiderme, cabelos, unhas, 13 e
penas de aves, dentre outras. A estabilidade mecénica e a baixa biodegradabilidade
apresentada pelas queratinas devem-se ao grande nimero de pontes dissulfeto intercadeias.

As queratinases s@o, em sua maioria endopeptidades do tipo serina, cisteina e metalo-
peptidases, embora também ja tenham sido descritas exopeptidases do tipo amino-peptidase
com esta atividade. O mecanismo de agdo dessas enzimas ainda estd em estudo. Acredita-se
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que as queratinases sao simples peptidases que atuam em conjunto com agentes redutores,
como o sulfito e similares, ou com outras enzimas com atividade dissulfeto-redutase. Embora
inicialmente estas enzimas tenham sido muito estudadas em fungos dermatéfitos, atualmente
elas tém sido isoladas e caracterizadas de procariotos representados por véarios géneros de
bactérias, em especial Bacillus e Streptomyces.

S&o muitos os nichos industriais com aplicagdo das queratinases. Os segmentos com maior
potencial sdo as que se relacionam com areas de cosmética (peeling fermatolégico enzimatico,
producdo de hidrolisados de queratinas para cremes capilares e depilatérios) e farmacéutica
(pomadas cicatrizantes e eliminagao da queratina no tratamento da acne, psoriase e micoses).
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3.DESCRIGAO METODOLOGICA

Para a produgéo de proteases através de fermentagdes liquidas e sélidas utilizando residuos
de Castanha-do-Brasil e 6leo de andiroba como fonte de carbono e otimizagédo de pH e
temperatura, excretado pelo fungo isolado da microbiota Amazdnica, utilizou-se o laboratério de
Microbiologia e Fermentacdo do CAM, da UFAM. Pesquisa de cunho experimental para analises
quantitativas.

3.1 PRODUGAO DE PROTEASES

3.1.1 SELEGAO DO MICRORGANISMO

A escolha do microrganismo para a producéo da referida enzima (proteases) foi realizada a
partir de consultas ao estudo anterior de PAIVA, 2008, integrante do grupo de pesquisa do
Laboratério de Microbiologia e Fermentagédo do CAM. O microrganismo escolhido foi um fungo
filamentoso, isolado da Regido Amazénica, designado F7. Sua caracterizacdo completa ainda
estd em andamento. A classificacdo morfolégica foi realizada, indicando tratar-se de
um Penicillium. Os indicios de que o fungo F7 seria um bom produtor de proteases foram
analisados a partir da tabela 2.

Tabela 2 - Atividades enzimaticas para Proteases totais (PAIVA, 2008).

Atividade  Atividade especifica

Isolados
(U/mL) (U/mg proteinas)

F1 33,38 £ 3,57 90,91 + 4,62
F2 16,18 + 1,87 23,15 2,07
F4 28,88 +2,58 37,25 £ 7,55
F5 10,40 £ 0,57 23,97 £0,85
F6 50,85 £ 2,69 39,35+ 0,20
F7 58,53 +1,73 184,84 + 6,57
F8 17,68 + 0,39 22,31 +1,82
F11 54,50 +0,35 4517 £ 1,84
F12 17,83 + 1,66 4112+ 423
F13 12,68 + 0,53 38,94 £ 2,62
F14 11,58 £ 0,39 12,44 £ 1,32
F15 3,28 £ 0,53 7,28 £0,65
F17 56,15 + 0,00 24,15+ 0,00
F18 18,80 £ 0,42 29,38 + 1,42
F19 9,43+0,67 35,42 +1,15
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F20 540+0,14 15,88 £ 0,80

F25 13,73 £ 0,11 21,85+ 1,26
F26 7,95+ 0,21 15,09 +1,60
F31 29,53 +£0,39 31,41 + 3,36
F33 9,75+0,21 16,47 £ 0,99

FONTE: Paiva, 2008.

3.1.2 MEIOS DE CULTURA

Os Meios de cultura utilizados foram o BDA - contendo batata descascada, agua
destilada, dextrose e &gar, e 0 Sabouraud - contendo peptona, dextrose, Agar e agua destilada.
O meio foi distribuido em tubos de ensaio, autoclavado a 121°C durante 15 minutos. Apos a
esterilizagao, o meio foi solidificado em tubos inclinados conforme mostra a Figura 2.

Figura 2 — Tubo Contendo Meio Pda Inclinado Para Repicagem Das Cepas

/

Fonte: SPIER, 2005.

3.1.3 REPIQUE DO FUNGO

Apbs a distribuicdo e solidificacdo dos meios BDA esterilizado em tubos de ensaio
previamente esterilizadas, procedeu-se a semeadura das cepas nas placas que posteriormente
foram armazenadas em condigéo de cultivo a temperatura ambiente durante seis dias.

3.1.4 PREPARO DA SOLUGAO DE ESPOROS

Apbs o periodo de seis dias, na biomassa de fungo formada (micélio) na superficie do
meio contido nos tubos foi adicionado 4mL de solu¢do de sulfato de aménio - (NH,),SO, com
concentragdo de 0,5 mg/mL e homogeneizada. Em seguida, procedeu-se uma diluicéo,
adicionando 100uL da solugéo de esporos em sulfato de aménio concentrada a 900uL de agua
destilada e deionizada estéril.
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3.1.5 CONTAGEM DA SOLUGAO DE ESPOROS EM CAMARA DE NEUBAUER

3.1.5.1 PROCEDIMENTO DE CONTAGEM

A concentragdo de esporos na suspensdo obtida foi estimada pela contagem em
microscopio usando Camara de Neubauer. Para a contagem, a suspensdo de esporos foi
adicionada sobre a Camara de Neubauer, de acordo com a figura 3a. Foram contados todos os
esporos presentes nos quadriculos impares, conforme a Figura 3b.

FIGURA 3 — CAMARA DE NEUBAUER (A) e QUADRICULOS (B) PARA A CONTAGEM
DOS ESPOROS
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Fonte: SPIER, 2005

O resultado foi obtido usando a equagéo e expresso em numero de esporos por ml de
suspensao.

= e F

Onde: nq.Vq

F = fator de diluicao (inverso da dilui¢do);

N = numero de esporos por ml de suspensao (esporos/ml);
ne = numero total de esporos contados;

ng = numero de quadriculos contados;

Vq = volume do quadriculo: 4x10-6 mL

3.2 SELEGAO DO MELHOR METODO DE FERMENTAGAO

Para a producdo das enzimas proteases, foram utilizados dois tipos de fermentagao:
liquida e semi-solida.

321 FERMENTAGAO NO ESTADO SEMI-SOLIDO (FES)

A fermentagdo semi-sdlida foi realizada somente com uma das fontes de carbono de
interesse, o residuo de castanha-do-brasil.

Em erlenmeyers de 125mL foram adicionados 2,5g de residuo de castanha-do-brasil e estes
foram esterilizados. Posteriormente, foi inoculada 1mL da solugdo de esporos em sulfato de
amonio a 0,5mg/mL (item 3.1.4). Os erlenmeyer foram armazenados a temperatura de 25°C
durante 7 dias, em condigéo estacionéria. Foram realizadas filtragdes a vacuo periodicas a cada
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24h para coleta das amostras, armazenadas para analise de determinacdes de atividade
proteolitica e dosagem protéica das referidas amostras. Todos os ensaios foram realizados em
triplicata.

3.2.2 FERMENTAGAO NO ESTADO LiQUIDO OU SUBMERSA (FSM)

A fermentagao no estado liquido foi realizada com as duas fontes de carbono de interesse: o
residuo de castanha-do-brasil e o dleo de andiroba.

Em erlenmeyers de 125mL foram adicionados 2,59 de residuo de castanha-do-brasil em
25mL do meio fermentativo liquido de Vogel (1956) — contendo:

1. Uma solugao de tragos de elementos (micronutrientes) — 0,5mL da solu¢do de tragos por
100mL de meio: Acido citrico (CsHsO7 ), Sulfato de Zinco Heptahidratado (ZnSO4.7H20), Sulfato
de amonio e ferro hexahidratado (Fe(NHs)2(SO4)2.6H20), Sulfato de Cobre Pentahidratado
(Cu(S04).5H20), Sulfato do manganés (MnSO4.H20), Acido Bérico (HsBOs), Molibdato do sédio
dihidratado (Na2M0Q4.2H20) e &gua destilada e deionizada.

2. Uma solugéo de sais de Vogel (macronutrientes) — 2mL da solugéo de sais por 100mL de
meio: Citrato de Sodio Pentahidratado (NasCsHs07.5H20), Fosfato de potassio (KH2POa4), Nitrato
de Amonio (NH4)+(NOs)-, Sulfato de Magnésio (MgS0Q4.7H20), Cloreto de Calcio Dihidratado
(CaCl2.2H20), H20 destilada e deionizada.

3. Uma solugao de Biotina: 0,1mg/mL - 0,5mL da solugéo Biotina por 100mL de meio liquido
de Vogel.

Procedeu-se a esterilizacdo. Posteriormente, foi inoculada 1mL da solugdo de esporos
contendo nos mesmos. Armazenou-se em temperatura ambiente durante 7 dias, realizando
filtragbes a vacuo periddicas de 24h em 24h para coleta das amostras, armazenadas para
posteriores determinacdes de atividade proteolitica e dosagem protéica das referidas amostras.
Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

3.3 DETERMINAGAO DO pH OTIMO E TEMPERATURA OTIMA DE PRODUGAO DO COMPLEXO
ENZIMATICO

Os efeitos desses parametros foram avaliados em meio fermentativo anteriormente definido.
A influéncia do pH de cultivo foi verificada no meio liquido, utilizando diferentes sistemas
tamponantes. Similarmente estudou-se o efeito de diferentes temperaturas sobre a produgéo das
enzimas pelo microrganismo selecionado. Todos 0s ensaios foram realizados em triplicata.

3.4 DETERMINAGAO DA INFLUENCIA DO PH E ESTABILIDADE DO PH NA ATIVIDADE
ENZIMATICA

Para a determinagcdo do pH de melhor atividade proteolitica, foram realizadas dosagens
enzimaticas segundo Leighton et al (1973), diferindo no pH do tamp&o o qual a caseina foi
diluida.

Para a realizacdo do teste de estabilidade ao pH, incubou-se cada extrato enzimatico,
durante 24 horas, a temperatura ambiente, em tamp&o Mcllvaine com pH 7,5, 8,0, e 8,5, assim
como em tampao Tris-HCI nos mesmos pHs. Apds esse periodo determinou-se a atividade
proteolitica, conforme descrito no item 3.9. O extrato bruto e diluido também foram submetidos
ao procedimento, para fins comparativos. Todos 0s ensaios foram realizados em triplicata.

3.5 DETERMINAGAO DA [NFLUENCIA DA TEMPERATURA E ESTABILIDADE TERMICA
NA ATIVIDADE ENZIMATICA
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O efeito da temperatura na atividade proteolitica foi analisada segundo a metodologia de
Leighton et al. (1973), no entanto, submeteu-se a reacdo enzimatica a diferentes temperaturas, a
saber: 5°C; 22°C; 36°C; 50°C; 65°C; 75°C.

Para a realizagdo do teste de estabilidade a temperatura, incubou-se cada extrato
enzimatico durante diferentes tempos (5, 10, 20, 30 e 60 minutos) em diferentes temperaturas
(36°C, 50 e 75°C). Apos este periodo, determinou-se a atividade proteolitica residual (% de
atividade comparada com a encontrada quando a dosagem enzimatica era realizada segundo a
metodologia de Leighton et al (1973) sem modificagbes. Todos 0s ensaios foram realizados em
triplicata.

3.6 DETERMINAGAO DO KM E Vysx NA ATIVIDADE ENZIMATICA

Foi realizada dosagem enzimética conforme Leighton et al (1973), modificado nas
concentragdes de caseina. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

3.7 DETERMINAGAO DA INFLUENCIA DE SUBSTANCIAS NA ATIVIDADE DAS
PROTEASES

Foram adicionados PMSF, DTT, EDTA, Leupeptina, MgClz, ZnCl. e MnSO4 em diferentes
ensaios enzimaticos e atividade mensurada segundo Leighton et al (1973). Todos os ensaios
foram realizados em triplicata.

3.8 DETERMINAGAO DA O PERFIL PROTEICO POR ELETROFORESE

O perfil protéico foi estudado por eletroforese em sistema denaturante (LAEMMLI, 1970),
PAGE-SDS em placa, em gel de resolugéo a 12%, corando com prata.

3.9 DETERMINAGAO QUANTITATIVA DA ATIVIDADE DAS PROTEASES

A atividade de protease foi determinada por meio da incubacéo do filtrado de cultura com
caseina a 1% em meio tamponado, pH 7,4 por 60 min, a temperatura ambiente, seguida de
precipitacdo com acido tricloroacético, posterior centrifugacéo, retirada do sobrenadante e leitura
da absorbéncia a 280 nm. Uma unidade da enzima foi determinada como a elevagéo do valor de
0,1 na absorbancia a 280 nm por mililitros por minuto. Quando submetida a incubagdo com
azocaseina, a absorbancia era lida a 440 nm (Leighthon et al, 1973).

3.10 DETERMINAGAO DO TEOR DE PROTEINAS

A concentracdo de proteinas foi determinada, em triplicata, pelo método descrito por
Bradford (1976) utilizando albumina sérica bovina como padréo.

3.11 TRATAMENTO DE DADOS

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os valores obtidos foram apresentados
na forma de média ponderada, com os respectivos desvios padrdo. O limite de significancia para
todas as analises estatisticas foi assumida o valor de a= 0,05, resultando, portanto em um intervalo
de confianga de 95%.

4.RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 CINETICA ENZIMATICA

411 DETERMINAGAO DO MELHOR SUBSTRATO PARA PROTEASES

Foram analisadas amostras de fermentacdo liquida em modo estacionario utilizando
castanha-do-brasil como fonte de carbono. A dosagem da atividade enzimatica foi realizada a fim
de definir, entre dois diferentes substratos, 0 melhor para a reagao enzimatica e quantificacéo de
enzimas proteoliticas.

A atividade enzimatica utilizando caseina como substrato apresentou pico de 7,129 £+ 0,4
U/mL e atividade especifica de 1,893 U/mg de proteina, em 144h de cultivo em fermentagéo
liquida modo estacionério, como mostra a tabela 3, a seguir.

Tabela 3 - Fermentagao em estado liquido estacionario utilizando caseina como substrato.

Horas Coeficiente de Atividade
de cultivo Atividade (U/mL) Desvio Padréo variagao (%) Especifica (U/mg
de proteina)
24h 1,416666667 1 0,281914 19,89979 0,404535646
48h (3648148148 0112263 3077248 1671538595
72h 4111111111 - 0,409192 9,953324 1,373487357
96h 625 0290009 4640136 1842107767 |
120h 5,361111111 1 0,43063 7,526341 1,347490535

144h 712962963 043063 6040008 1893627926

168h 5,185185185 - 0,06415 1,237179 1,985196764

A atividade enzimatica utilizando azocaseina como substrato apresentou pico de 2,666 +
0,03 U/mL e atividade especifica de 1,336 U/mg de proteina, em 144h de cultivo em fermentacéo
liquida modo estacionario, de acordo com a tabela 4, a seguir.

Tabela 4 - Fermentacao em estado liquido estacionario utilizando azocaseina como substrato.

Horas Coeficiente de Atividade
de cultivo Atividade (U/mL) Desvio Padréo variagéo (%) Especifica (U/mg
de proteina
24h 025 0,048113 19,24501 0,093557726
48h 033333333 0100154 3004626 0,79733459
72h 0,462962963 0,039284 8,485281 0,328234066
96h . 1220220022 0137493 11,24943  0,683804908
120h 2,534722222 0,019642 0,774912 1,849759197
144 20666666667 0039284 1473139 1336102852
168h 1,768518519 0,21033 11,893 0,584007076

A Caseina pode ser definida como uma proteina micelar, classificada como
fosfoproteina, devido a presenca de fésforo e a azocaseina € um derivado da caseina, ao qual
foi adicionado um grupo sulfonilamida (SGARBIERI, 1996).

Quando comparadas as atividades enzimaticas nos dois tipos de substrato, pode-se
observar que a atividade proteolitica em caseina foi nitidamente superior a atividade em
azocaseina, como pode ser observado na figura 4, e assim, estabeleceu-se caseina como o
substrato de todas as quantificagdes da atividade enzimatica no decorrer do estudo.
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Figura 4 — Grafico comparativo das atividades enzimaticas utilizando caseina e azocaseina como
substrato.

Ambos os substratos sdo, como se pode observar, hidrolisados por proteases. Caseina
costuma ser utilizada na determinagé@o quantitativa em pH neutro e alcalino, como em Castillo-
Yafiez, 2004, que caracteriza proteases de acordo com a metodologia de Garcia-Carrefio e
Haard (1993) e Simpson e Haard (1987). Dessa forma, tém-se o primeiro indicativo de que as
proteases, as quais melhor apresentaram maior atividade, podem ser classificada em proteases
alcalinas.

4.1.2 SELEGAO DA MELHOR FONTE DE CARBONO PARA ATIVIDADE ENZIMATICA DE
PROTEASES

Para a determinagao da melhor fonte de carbono na atividade enzimatica, foram analisadas
amostras fermentativas com 2% da fonte de carbono, a saber: 6leo de andiroba e castanha-do-
brasil, em meio liquido de Vogel (1956). Foi observado, quando utilizado castanha-do-brasil
como fonte, pico de 7,129 + 0,4 U/mL e atividade especifica de 1,893 U/mg de proteina, em
144h de cultivo em fermentacao liquida estacionaria, de acordo com a tabela 5.

Tabela 5 — Atividade de enzimas proteoliticas em fermentagéo liquida estacionaria utilizando
castanha-do-brasil como fonte de carbono.

Horas Coeficiente de Atividade
de cultivo Atividade (U/mL) Desvio Padréo variagao (%) Especifica (U/mg
de proteina)
24h 2,601851852 0,576235 22,14713 0,649529052
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48h

72h 411111111 0,737725 17,9467 0,998358758
96h 62 0084863 13578 2130373353
1200 52361111111 0,403496 7,526341 1,347490535
144h . 712962963 043063 6040008 1893627926

168h 5111111111 0,19245 3,765328 1,708802048

Em fermentagéo liquida estacionaria contendo 2% de dleo de andiroba, obteve-se pico de
1,138 + 0,13 U/mL e atividade especifica de 0,486 U/mg de proteina, em 72h de cultivo, como
pode-se observar na tabela 6.

Tabela 6 — Atividade de enzimas proteoliticas em fermentacéo liquida estacionaria utilizando
andiroba como fonte de carbono.

Horas Coeficiente de Atividade
de cultivo Atividade (U/mL) Desvio Padréo variagao (%) Especifica (U/mg
de proteina)
24h 0,340277778 0,019642 5,7723 0,364180052
48h - 0444444444 0146986 3307189 0,093791974
72h 1,138888889 0,137493 12,07255 0,486342355
96h 0981481481 0195105 1987859 0,292025016
120h 0,833333333 0,039284 4,714045 0,695274396
144h 065 0039284 6285304 0524630365

168h 075 0,117851 15,71348 0,294158813

Pode ser observado, quando comparado ambos 0s meios fermentativos, que a produgéo de
enzimas proteoliticas utilizando castanha-do-brasil como fonte de carbono mostra-se nitidamente
superior a produgao de enzimas proteoliticas em éleo de andiroba (Figura 5), sendo estabelecido
que apds este estudo, que todas as fermentagdes seriam realizadas com castanha-do-brasil
como fonte de carbono.
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Figura 5 — Comparagdo entre as fontes de carbono castanha-do-brasil e andiroba em
fermentacéo liquida estacionaria.

O resultado superior na produgdo proteolitica pelo fungo filamentoso encontrado na
fermentacdo com castanha-do-Brasil, se deve, principalmente, a quantidade de proteina que o
residuo da castanha possui. A castanha-do-Brasil € chamada de “carne vegetal” por ser um
alimento rico em proteinas, possuindo na améndoa todos os aminoacidos essenciais
(PACHECO, 2006). Em sua composi¢&o centesimal, tém-se 14,2% da améndoa da castanha-do-
Brasil somente de carater protéico (SOUZA, 2004).

41.3 SELEGAO DO MELHOR MODO DE FERMENTAGAO

Apos selecionada a fonte de carbono (castanha-do-Brasil), o melhor método de
fermentacgéo, semi-sélido ou liquido foi analisado. Primeiramente a fermentagéo liquida, em dois
modos: liquido e estacionario foi realizada. Observou-se, pico de 7,129 + 0,4 U/mL e atividade
especifica de 1,893 U/mg de proteina, em 144h de cultivo em fermentacéo liquida estacionéria,
de acordo com a tabela 5. Em fermentagdo liquida, em condi¢do sob agitacdo de 150 rpm
(shaker) a 28°C, observou-se pico de 6,925 + 0,6 U/mL e atividade especifica de 1,349 U/mg de
proteina, em 72h de cultivo, como mostra a tabela 7. Tal resultado mostra-se bastante inferior ao
obtido por Neves (2006), em que a levedura Candida intermedia apresentou em extrato de malte
suplementado com gelatina 1%, sob agitagdo (140 rpm), durante 72h a atividade enzimatica de
273 + 0,00, e superior ao obtido por Tiagol (2007), onde a atividade proteolitica do fungo
Mahanarva fimbriolata apresentou atividade enzimatica de 1,88 £ 0,019 em meio minimo
acrescido de gelatina.

Tabela 7 - Atividade proteolitica na fermentagéo em estado liquido agitado.
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Horas Coeficiente de Atividade

de cultivo Atividade (U/mL) Desvio Padréo variagéo (%) Especifica (U/mg
de proteina

24h 2,833333333 0,182151 6,428861 1,106273219
48h 5138888889 0260793 5250019 1454686631
72h 6,925925926 0,661395 9,549548 1,349275062
96h 5601851852 0393818 7,030139 1424870032
120h 6,12037037 0,057824 0,94478 2,424820593
144h 562962963 0230491 4254117 1,504490771
168h 6,333333333 0,196419 3,101346 2,095750313

Quando comparadas (Figura 6), a fermentagéo liquida estacionaria foi definida como a
melhor por apresentar picos de atividade equivalentes (7,129 £ 0,4 U/mL e 6,925 + 0,6 U/mL
mesmo em um tempo de cultivo maior em relagdo a fermentagdo em agitagéo. Isso se deve,
principalmente, ao objetivo do presente estudo, ou seja, € mais apropriada visto que causa
menos 6nus a industria, agregando maior valor as enzimas proteoliticas.

8- —#— Fermentagao liquida estacionaria
—e— Fermentacao liguida agitada

Atividade enzimatica (U/mL)
[4)]
]

1 M 1 M 1 M 1 M I M 1 M 1 M
24 48 72 96 120 144 168
Tempo de cultivo (Horas)

Figura 6 — Comparagao entre fermentagao liquida nos modos estacionario e agitado.

Vérios tempos de cultivo de producéo de proteases extracelular tem sido relatada na
literatura, refletindo a variabilidade na producédo proteolitica em diferentes médias de tempo,
assim como varias médias de produgdo enzimatica.

Apobs as fermentagdes liquidas em diferentes modos, foi realizado o ensaio fermentativo em
meio semi-solido, consistindo apenas no residuo da castanha-do-Brasil junto ao inéculo de 1mL
da solucéo de esporos, em Sulfato de Aménio a 0,5mg/mL, do fungo filamentoso designado F7.
Foi detectado pico de producédo de 17,018 £ 1,7 U/mL e atividade especifica de 2,472 U/mg de
proteina (Tabela 8), em 72h de cultivo em fermentacdo semi-sélida, a temperatura ambiente,
sem agitacdo. Observa-se que a atividade proteolitica atinge um maximo e decai, € isto sugere
uma menor disponibilidade de nutrientes ou a liberagdo de metabdlitos téxicos (ROMERO et al.,
1998).

Horas Coeficiente de Atividade
de cultivo Atividade (U/mL) Desvio Padréo variagao (%) Especifica (U/mg
de proteina)
0




24h 4,805555556 0,6176 12,8518 1,085504415

48 5 0315002 6742578 1340418998

72h 17,01851852 1,741455 10,2327 2472838456
96h 1262962063 0345086 2732353 1,741320809
120h 115462963 0,369907 3,203686 1,691944424
144h © 146044444 1932769 1315306 147052719

168h 13,14814815 1,246703 9,48197 1,534649012

Tabela 8 — Atividade proteolitica em fermentagao sélida utilizando castanha-do-brasil como fonte
de carbono.

Quando comparadas as atividades enzimaticas nos diferentes tipos fermentativos, semi-
solido e liquido estacionario, observa-se uma superioridade na mesma em fermentagéo semi-
solida, a partir de 72h de cultivo, como mostra a figura 7. Isso indica que a fermenta¢do em
estado semi-solido € o mais indicado para aplicagao industrial por possuir maior produgao
proteolitica, além de n&o precisar de suplementos ao meio, como na fermentag&o liquida, o qual
sais de Vogel (1956) s&o necessarios.

—a— Fermentacao liquida estacionaria
18 —e— Fermentagao solida
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Figura 7 — Comparagédo entre as fermentagdes liquida estacionaria e solida na producéo de
enzimas proteoliticas.

4.2 OTIMIZAGAO DA PRODUGAO DO COMPLEXO ENZIMATICO

4.2.1 TEMPERATURA OTIMA DE PRODUGAO DO COMPLEXO ENZIMATICO
Para determinacdo da melhor temperatura de produgdo do complexo enzimatico
proteolitico, foram testadas temperaturas de 22°C, 36°C e 40°C, tanto em fermentacéo liquida,

quanto em fermentacdo semi-sélida, visto que a temperatura poderia influenciar
significantemente a produgéo. As atividades estdo expressas na tabela 9.

Tabela 9 — Atividade proteolitica em diferentes modos fermentativos e temperaturas.
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Atividade
Especifica (U/mg
de proteina

Coeficiente
de variagéo (%)

Atividade
U/mL

Temperatura Desvio Padréo

22°C
Ferm. Liquida 6,990741 0,315902 4,518867 32,98958725

Fom. Semestida | R T

Ferm. Liquida 5,425926 0,248969 4588508 32,64366758
Ferm. Semi-sélida

Ferm. Liquida 4333333 0,348055 8,032028 33,33623765
Ferm. Semi-sélida

Dentre as temperaturas testadas, a melhor producdo proteolitica foi observada em
fermentagéo liquida a 22°C atividade de 6,990 + 0,31 U/mL e atividade especifica de 32,989
U/mg de proteina, em 144h de cultivo. Em fermentagcdo semi-sdlida, a melhor produgéo
proteolitica foi observada em 40°C, com atividade de 13,111 + 0,36 U/mL e atividade especifica
de 33,565 U/mg de proteina, em 72h de cultivo.

O tempo de cultivo foi baseado nos picos de produgédo no estudo da cinética enzimatica. A
melhor producdo enzimatica de proteases foi também observada nesta faixa de temperatura,
entre 37 e 42°C, segundo Bidochka and Khachatourians (1987).

422 PHOTIMO DE PRODUGAO DO COMPLEXO ENZIMATICO

A influéncia do pH na produgdo enzimatica foi estudada, pois a mudanga no potencial
hidrogeni6nico poderia acarretar em uma mudanca significativa na produgédo enzimatica. Foram
testados pH entre 7 e 9,5, como pode ser visto na tabela 10.

Tabela 10 — Produgéo proteolitica em diferentes pHs.

pH Coeficiente de Atividade
Atividade (U/mL) Desvio Padréo variagéo (%) Especifica (U/mg

1,58333333 0,237333

2,51851852 0,444573 17,65216 38,05333111

Foi detectado pico de produgéo de 2,510 £ 0,44 U/mL e atividade especifica de 29,860 U/mg
de proteina, em fermentacéo liquida estacionaria, em pH 9,0. Esse resultado pode ser visto mais
claramente na figura 8. A produgao enzimatica proteolitica apresentou um continuidade entre o
pH7,5a9,0 (2,157 /2,129 /1,824 | 2,518, dessa forma, a melhor produg&o foi em pH alcalino. A
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producdo mesmo apds otimizagdo em fermentacao liquida, nao foi superior a fermentag¢éo semi-
solida.

| atividade enzimatica |

Atividade enzimatica (U/mL)

pH

Figura 8 — Gréfico da atividade enzimatica em diferentes pH, em fermentacéo liquida.

4.3 EFEITOS DE PARAMETROS NA DOSAGEM DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Na avaliagdo dos paré@metros bioquimicos na atividade proteolitica, foi utilizado o extrato
enzimatico bruto obtido por fermentagdo semi-sélida do fungo selecionado do solo amazonico,
designado F7, a 40°C, sem agitagao, em cultivo por 72h.

4.3.1 EFEITO DA TEMPERATURA

O efeito da temperatura na atividade proteolitica foi analisada segundo a metodologia de
Leighton et al. (1973), no entanto, submeteu-se a reacéo enzimética a diferentes temperaturas, a
saber: 5°C; 22°C; 36°C; 50°C; 65°C; 75°C. Foram detectados picos de atividade de 8,06 £ 0,55
U/mL a 22°C, de 8,82 + 0,06 U/mL a 36°C, de 8,19 + 0,59 U/mL a 65°C e de 8,54 + 0,94 U/mL
a 75°C (Tabela 11).

Tabela 11 - Influéncia da temperatura na atividade proteolitica.

Temperatura
(°C) Atividade (U/mL)

Coeficiente de
variacéo (%)

Desvio Padrédo

5

Os picos de produgdo se mantiverem nas mais variadas temperaturas, diferente do
observado por Silva (2009) em que melhor temperatura para a atividade proteolitica foi entre 60°
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e 65° C, resultado semelhante ao encontrado por Merheb et al. (2007), com o fungo termofilico
Thermoascus aurantiacus.

4.3.2  ESTABILIDADE TERMICA

Baseado nos resultados descritos no item 4.3.1, foram selecionadas trés temperaturas
diferentes para analise da estabilidade térmica: 36°C, 50°C e 75°C. Procedeu-se a quantificagao
da atividade proteolitca, segundo a metodologia Leighton et al. (1973), diferindo nos tempos
propostos para a reagao enzimatica: 5, 10, 20, 30 e 60 minutos.

Tabela 12 - Estabilidade térmica em diferentes tempos e temperaturas

5' 10' 20' 30' 60'
36 °C 100 100 100 100 100
50 °C 100 98,4252 100 100 100
75°C 100 100 100 100 100

Foram observados resultados bastante satisfatérios frente a estabilidade térmica, visto que
em todos os testes observou-se a manuten¢do de 100% ou muito préximo disso, tal como
98,45% em 10 minutos, a 50°C (Tabela 12). Observou-se pico de atividade de 11,03 + 0,08 a

75°C, na reagdo enzimatica realizada por 60 minutos, como é mostrado na figura 9.

12 7 -2¢-36°C —m—50°C
11 -

Atividade {U/mL)
=
o

5' 10' 20' 30" 60"
Tempo {Min)
Figura 9 — Grafico da atividade enzimatica frente a diferentes tempos e temperaturas.

Os resultados obtidos neste estudo mostram grande estabilidade térmica entre 36°C a
75°C, diferente do obtido por Silva (2009), o qual a atividade enzimatica sé se manteve estavel
até 60°C, com perda de atividade de forma significativa quando a temperatura foi superior a
60°C, restando cerca de 22% da atividade apos incubacdo a 65°C, e menos de 10% quando
expostas a temperaturas superiores. Resultado semelhante ao encontrado por Silva (2009) foi
relatado por Merheb et al. (2007).

433 EFEITODOPH
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O efeito do pH na atividade proteolitica foi analisado segundo a metodologia Leighton et al.
(1973), sendo o substrato caseina diluido em diferentes tampdes de pH entre 4 a 11. Detectou-
se pico de produgao em pH 8,0, com atividade enzimatica de 32,45 £ 0,72 U/mL (Tabela 13).

Tabela 13 - Influéncia do pH na atividade proteolitica

Coeficiente de
variacéo (%)

Atividade (U/mL) Desvio Padréo

1,81

17,8719

0,06

1,11717

A melhor atividade enzimatica foi detectada na faixa de pH foi entre 7 e 8, como pode ser
observado na figura 10.

35,00 -
30,00 -

25,00 -

Atividade (U/mL)
= = ]
2 v 2
(=] (=] (=]
(=] (=] (=]

500 - e PO : 3

0,00

3 5 7 9 11 13
pH da solucao

Figura 10 — Gréfico da atividade enzimética em diferentes pHs.

A partir do pH 9,0 foi observada queda sensivel na atividade proteolitica. Dessa forma, a
atividade proteolitica € melhor em pH levemente alcalino. Confirma-se aqui a presenca de
proteases alcalinas no extrato bruto enzimatico analisado.

Eduardo et al obteve pico de atividade proteolitica no pH 6,5, sendo que no pH 7,5
houve uma pequena queda da atividade catalitica que se manteve estavel até o pH 9,0. Ja
Germano et al (2002), observou que 0 extrato bruto em solugdo salina (NaCl 1%) de protease de
Penicillium sp. Mostrou maiores atividades no pH entre 6,0 e 9,0, sendo o pH 6,5 tido como
6timo.
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4.3.4 ESTABILIDADE DE PH

Para a realizacéo do teste de estabilidade frente a diferentes pHs, cada extrato enzimatico
foi exposto, durante 24 horas, a temperatura ambiente, a tamp&o Mcllvaine com pH 7,5, 8,0, e
8,5, assim como a tampéao Tris-HCI nos mesmos pHs. Sob as mesma condigdes, exceto pela
adicdo de tampdes ao meio, incluiu-se o extrato bruto e 0 mesmo extrato diluido. Observou-se
pico de produgdo em Tampao Mcllvaine pH 8,5 de 6,72 + 0,24 U/mL (Tabela 14).

Tabela 14 — Estabilidade do pH na atividade proteolitica.

pH Coeficiente de
Atividade | Desvio Padréo variacéo (%)
U/mL
Extrato 8 0,00 0
Extrato Diluido
7,5 (Macllvaine) 6,56 0,08
8 (Macllvaine)
8,5 (Macllvaine) 6 0,24
7,5 (Tris-HCL)
8,0 (Tris-HCL) 6,4 0 46
8,5 (Tris-HCL)

A estabilidade de pH, quando comparada ao extrato diluido, foi muito satisfatoria, pois se
manteve estavel entre 82 a 91%. Observou-se a maior porcentagem de estabilidade quando o
extrato bruto foi submetido a tamp&o Mcllvaine com pH 8,5, mantendo 91,67% de sua atividade

residual.

92,00 + .

91,67
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Figura 11 — Atividade residual frente a variagdo no pH.

Resultados semelhantes foram obtidos por Silva et al (2009), onde o extrato teve grande
estabilidade a variacdes de pH, pois apresentaram atividade proteolitica residual maior do que

80%.
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Figura 12 — Gréafico para estudo de Km e Vmax.

O Km e Vmax aparente foram testados experimentalmente, com o aumento gradativo na
concentragdo do substrato (Figura12). Obteve-se Km de 0,04 mg/mL e Vimax de 20,0 umol/min.
Como o Km é uma constante que mede afinidade da enzima pelo substrato, pode-se considerar
que o Km possui alta afinidade pelo seu substrato, quando em valores baixos. A Velocidade
maxima mensurada é aquela maxima a qual a enzima pode ter de atividade. Assim, a Vmax
obtida foi: 20,0 pmol/min.

Germano et al (2002) obteve km aparente (extrato bruto) de 2,6 mg/ml, que quando
comparado ao obtido no presente estudo, mostra uma afinidade pelo substrato muito inferior.
Segundo Mendonga (2011), os valores de Kmapp € Vmaxapp foram, respectivamente, 0,6398 mM
e 42,556 nMs! pra fragdo soluvel de cisteino protease, o valor de Km obtido por Mendonga
(2011) foi bastante proximo ao obtido neste estudo, apresentando afinidades semelhantes. Em
enzima purificada, Merheb et al (2007) obteve km de 0,02 mM, e velocidade méaxima de 0,14
mM/min, também muito préximo ao obtido neste estudo.

4.3.6  EFEITO DE SUBSTANCIAS NA ATIVIDADE ENZIMATICA

Foram submetidas diferentes substancias, a saber: PMSF, DTT, EDTA, Leupectina, MgCly,
ZNCl, e MnSOq4, a concentragdo de 1mM, a meio reacional. Observou-se atividade de 28,69 +
0,04 U/mL quando havia PMSF no meio, 30,69 £ 0,47 U/mL quando havia DTT, 28,39 + 0,86
U/mL quando havia EDTA, 30,19 + 0,75 U/mL quando havia Leupectina, 28,50 + 1,18 /mL
quando havia MgCly, 28,47 + 0,90 U/mL quando havia ZnCl,, 55,03 + 0,82 U/mL quando havia
MnSOj4 (figura 12).
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Figura 12 — Influéncia de substancias na atividade proteolitica.

Quando comparadas ao controle do experimento, 0 qual ndo continha nenhuma substéncia,
sendo a quantificacdo enzimatica procedida com parametros definidos como 6timos
anteriormente, observou-se grande atividade enzimatica na presenca de tais substancias, como
pode ser observado na figura 13.
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Figura 13 - Influéncia de substancias na atividade proteolitica, comparada ao controle, em
porcentagem.

PMSF, DTT, EDTA, Leupectina, MgClz, e ZnCl, mostraram atividade residual de 100%
ou bastante proximo a isso (Figura 13). Destaque para a atividade proteolitica na presenca de
MnSOs, pois observou-se um aumento de 76% em sua atividade enzimatica, que foi superior ao
que Nacimento et al (2006) obteve: 45% a mais da atividade enzimatica quando a reagédo
proteolitica foi realizada durante 2 horas, a 60°C na presentagdo MnSO4..

A atividade enziméatica caiu muito levemente na presenca de Acido etileno diamino
tetracético (EDTA). Se a queda na atividade fosse mais acentuada, demonstraria a necessidade
de ions metélicos para a atividade dessa enzima, mas como a queda foi pouca, pode ser
entendido como sendo independente a atividade enzimética de tais ions. Mendonga et al (2011)
obteve atividade aumentada pela adicdo de EDTA em fracdo soluvel, e na insoluvel, a atividade
foi reduzida quando levou adigdo de EDTA, demonstrando a necessidade de ion metalicos para
a atividade dessas enzimas.
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PMSF apresentou pequena queda de 1,1% na atividade enzimatica, o que mostra a
auséncia de serino-proteinases. Liu et al (2007) obteve, redugdo de 75,98% na atividade
proteolitica alcalina alcalina, indicando a presenga de serino-proteases.

4.3.7 PERFIL PROTEICO POR TECNICA DE ELETROFORESE

O perfil protéico foi analisado pela técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida em
presenca de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), amplamente utilizada para analise de
proteinas em uma mistura complexa, pois permite a separacao dos componentes da mistura de
acordo com seu peso molecular. Apds a separacdo eletroforética, a coloragdo por prata foi
realizada. No estudo, foram separados proteinas de peso molecular, o qual pode ser observado
na figura 14 de aproximadamente: 35 kDa, 25 kDa e 14kDa. Foram calculados o Rf de cada
proteina observada, o que leva em consideracdo a distancia percorrida pela molécula e a
distancia percorrida pela linha de frente. Obteve para a proteina de 35kD um Rf de 0,44, para a
proteina de 25kDa um Rf de 0,67 e para a proteina de 14kDa, Rf de 1. Uma fragdo de fraca
intensidade também foi observado préximo a 50kDa.

Padrdo
116 KDa

66,2 KDa

45 KDa

35 KDa

25 KDa

18,4 KDa

e

14 KDa

Figura 14 — Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE: Perfil protéico.

Santos (2004) observou a massa molecular da protease purificada estimada em 55 KDa por
cromatografia em gel de filtragdo Sephacryl S-200. Isso indica que a fragao de fraca intensidade
observado no complexo enzimatico pode representar enzimas proteoliticas. No entanto, a
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afirmacéo ¢ de dificil certeza visto que a é vasta a variedade de enzimas proteoliticas. Pode-de
observar na tabela 16 o perfil de peso molecular de proteases em diferentes estudos.

Tabela 16 — Peso molecular relacionado com diferentes proteases e origens.

Proteases Organismos Peso molecular (kDa) Referéncias
Aspartico protease Fungos 30-45 SIELECKl et al., 1991
Cisteina protease Procariotos e eucariotos Especifico por sub-grupos BARRET, 1994
Metalo protease Eucariotos, bactérias e fungos 48 - 60 SHANNON et al_, 1989
Serina alcalina Bactérias, leveduras e fungos 15-30 BOGUSLAWSKI et al_, 1983
Serina protease Eucariotos, virus e bactérias 18- ?’5 BARRET, 1994

' 126 (B. Irispora) GOVIND, 1981
Subtilisina Bactérias (Bacillus) 215 PHADATARE et al., 1993

5. CONCLUSOES E RECOMENDAGOES

Pode-se detectar através dos estudos realizados que o melhor substrato para a
dosagem enzimatica da atividade proteolica do complexo produzido pelo fungo filamentoso
designado F7, isolado do solo amazonico, foi a caseina, com pico de atividade de 7,129 + 0,4
U/mL e 1,893 U/mg de proteina em fermentacgéo liquida. A melhor fonte de carbono observada
dentre as estudadas foi castanha-do-Brasil, e 0 melhor método fermentativo observado, dentre o
liquido (estacionério e agitado) e semi-solido, foi 0 semi-sélido, com pico de atividade proteolitica
de 17,018 £ 1,7 U/mL e atividade especifica de 2,472 U/mg de proteina com 72 horas de cultivo,
a temperatura ambiente, sem agitacdo, ou sem adi¢éo de outra substéncia a ndo ser a solugao
de esporos e o residuo agroindustrial da castanha-do-Brasil.

Quando otimizada a produgéo do complexo enzimatico, obteve-se o pH 9,0 como melhor
para producdo de enzimas proteoliticas com pico de atividade de 2,510 + 0,44 U/mL e 29,860
U/mg de proteina, no entanto, este ndo superou a fermentagcdo semi-sdlida em termos de
atividade enzimatica. Quando otimizada a produg@o em relagdo a temperatura, foi observado
22°C como melhor temperatura para fermentacéo liquida estacionaria, com pico de 6,990 + 0,66
U/mL e atividade especifica de 32,989 U/mg de proteina, assim como 40°C para fermentagéo
semi-solida com pico de atividade de 13,111 £ 0,36 U/mL e 33,565 U/mg de proteina. Definiu-se
assim, que a melhor producdo de proteases foi a 40°C, em fermentagdo semi-solida, sem
agitacdo. A caracterizagdo do complexo enzimatico foi realizado em complexos enzimaticos
produzido dentre tais parémetros.

Na caracterizagao parcial do complexo enzimatico observou-se que pH étimo na dosagem
enzimatica foi de 8,0 e a melhor estabilidade do pH em tamp&o Mcllvaine pH 8,5. A temperatura
6tima foi de 36°C, e o extrato mostrou-se estavel entre 36-75°C (100% de atividade residual). O
Kmapp foi de 0,04mg/mL e Vmaxapp 20,0 pmol/min. Quando adicionado PMSF, 98,9% da
atividade proteolitica foi mantida, assim como 100% em DTT, 97,9% em EDTA, 100% em
Leupeptina, 98,3% em MgCla, 98,2% em ZnCl, e 100% em MnSOs. A atividade especifica foi de
64,303 U/mg de proteina, depois de otimizadas as condi¢ces anteriormente descritas. O perfil
protéico analisado eletroforeticamente mostrou 3 complexos protéicos bem definidos: 35kDa,
25kDa e 14kDa, indicando a presenga de outras proteinas que podem ter aplicagao industrial.

Os resultados obtidos mostram que o fungo filamentoso designado F7 é um bom produtor de
enzimas proteoliticas, que quando combinada a mais estudos, pode tornar viavel a aplicagéo
industrial, principalmente por conta das caracteristicas bioquimicos do complexo observadas
como bastante estaveis.
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6. CRONOGRAMA DE ATIVIDADES

Tabela 16 — Cronograma de atividades proposto

Descrigao

Ago
2010

Set

Out

Nov

Dez

Jan

2011

Fev

Mar

Abr

Jun

Jul

Revisao de Literatura.

R

Tratamento da matéria-prima.

Adaptacdo da metodologia.

Selegdo do método de fermentagdo a ser
utilizado para a produgdo de cada enzima
com residuo de castanha-do-Brasil como
fonte de carbono.

Selegdo do método de fermentagdo a ser
utilizado para a produgdo de cada enzima
com oleo de andiroba como fonte de
carbono.

*Mudanga do projeto.  Otimizagdo da
produgdo das enzimas proteases, avaliar
pH e temperatura

Avaliar influéncia do pH, temperatura,
estabilidade de pH e térmica, Km e Vi,
efeito de ions e inibidores na atividade
enzimatica.

Andlise de dados

Preparagdo do relatério e apresentagdo
final.

Onde: R = Realizado
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