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RESUMO

MACHADO, S.E.F. Producao de proteases por fungos isolados no
semiarido da Paraiba e na Antartida. 2015. 116f. Dissertacdo (Mestrado).
Universidade Estadual da Paraiba, Campina Grande, 2015.

Proteases sdo constituintes essenciais em todos os seres vivos, pois estédo
envolvidas em processos bioldgicos essenciais como coagulagdo sanguinea,
morte celular, diferenciagdo de tecidos, transporte de proteinas através da
membrana etc. Também possuem importante aplicabilidade biotecnolégica, pois
podem ser usadas no processamento de alimentos, formulagdo de detergentes,
processamento de couro, amaciamento de carnes, formulacdo de
medicamentos, na industria téxtil etc. Por representarem aproximadamente 60%
do mercado mundial de enzimas industriais, sdo consideradas um importante
grupo de enzimas. Este trabalho foi dividido em duas etapas e objetivou isolar
fungos filamentosos coletados em coqueiros e solo de um coqueiral localizado
nas Varzeas de Sousa, Paraiba, Brasil e fazer um screening quanto a producgao
de proteases, além de avaliar, em biorreator, a producdo de proteases pela
levedura Rhodotorula mucilaginosa LO7. Ao todo, 32 fungos foram isolados no
semiarido paraibano, cultivados em agitador rotatério e encaminhados a analise
da atividade proteolitica. A espécie inicialmente denominada Fung1 apresentou
melhor resultado na etapa qualitativa, foi encaminhada a identificacdo molecular
e selecionada para a produgao em agitador rotatorio (30°C/ 200rpm/ 240h). A R.
mucilaginosa LO7, coletadada na Antartida, foi cultivada em biorreator (25°C/
72h), variando agitagao e aeracao. A atividade enzimatica maxima do Fung1,
identificado como Aspergillus tubingensis, foi 29 U.mL"", apos 144h de cultivo.
Este fungo n&o é produtor de fumonisina B2 e ocratoxina A. O maior valor de
atividade proteolitica da R. mucilaginosa LO7 foi de 124,88 U.mL"", com agitagdo
de 500rpm e aeracao de 1,0vvm. Os resultados indicaram que A. tubingensis
produz proteases, porém outros estudos sao necessarios para otimizar a
producao e classificar as proteases. O fornecimento de oxigénio em cultivos da
R. mucilaginosa LO7 foi positivo para a atividade proteolitica, pois a mesma
aumentou de 33,36 para 124,88 U.mL', em agitador rotatério e biorreator,
respectivamente.

Palavras-chave: Enzimas proteoliticas. Fungos do solo. Aspergillus tubingensis.
Rhodotorula mucilaginosa. Biorreator.
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ABSTRACT

MACHADO, S.E.F. Protease production by fungi isolated in the semiarid
region of Paraiba and Antarctica. 2015. 116f. Dissertation (Master). State
University of Paraiba, Campina Grande, in 2015.

Proteases are essential constituents of all living beings, since they are involved
in essential biological processes such as blood clotting, cell death, tissue
differentiation, protein transport across the membrane etc. They also have
important biotechnological applicability, because they can be used in food
processing, manufacture of detergents, leather processing, meat softening, drug
formulation, in the textile industry etc. These enzymes represents about 60% of
the global market for industrial enzymes; so, they are considered an important
group of enzymes. This work was divided into two stages and aimed to isolate
filamentous fungi collected from coconut trees and soil from a coconut located in
Varzeas de Sousa, Paraiba, Brazil and do a screening for the production of
proteases and to evaluate, in a bioreactor, the production of proteases by the
yeast Rhodotorula mucilaginosa LO7. In all, 32 fungi were isolated in Paraiba
semiarid. They were grown in rotary shaker and sent to the analysis of proteolytic
activity. The specie, originally called Fung1, showed better results in the
qualitative stage and was taken to the molecular identification and selected for
production in rotary shaker (30°C / 200rpm / 240h). R. mucilaginosa LQ7,
originally from Antarctica, was cultivated in a bioreactor (25°C / 72h), varying
agitation and aeration. The maximum enzyme activity by the Fung1, identified as
Aspergillus tubingensis, was 29 U.mL"", after 144h cultivation. This fungus is not
a fumonisin B2 and ochratoxin A producer. The greatest value of proteolytic
activity of R. mucilaginosa L07 was 124.88 U.mL-" with agitation of 500rpm and
aeration 1,0vvm. The results indicated that A. tubingensis produces proteases,
but other studies are needed to optimize production and classify proteases. The
supply of oxygen to R. mucilaginosa LO7 were positive for proteolytic activity,
because it increased from 33.36 to 124.88 U.mL-" in rotary shaker and bioreactor,
respectively.

Keywords: Proteolytic enzymes. Soil fungi. Aspergillus tubingensis.
Rhodotorula mucilaginosa. Bioreactor.
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Capitunlo 1:
Revusdo de Lueraturo
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Artigo a ser submetido ao Brazilian Journal of Microbiology, formatado segundo
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PROTEASES MICROBIANAS E SUAS APLICAGOES BIOTECNOLOGICAS

Suellen Emilliany Feitosa Machado'; Harley da Silva Alves'
' Departamento de Farmacia; Universidade Estadual da Paraiba.

Resumo:

Proteases representam uma classe de enzimas de interesse comercial
significativo, pois possuem aplicagées nas industrias de farmacos, do couro, de
alimentos e no processamento de residuos, dentre outras utilidades. Sao
produzidas por todos o0s organismos, porém o0s microrganismos sdo a fonte
preferida destas enzimas para fins industriais. Sabendo que o estudo das
aplicagbes industriais de proteases € um campo de investigagédo estimulante e
lucrativo, a procura por novos microrganismos produtores destas enzimas
tornou-se um processo continuo; portanto, novas descobertas sdo esperadas.
Esta revisao teve por objetivo associar informacgdes relacionadas a produgao de
proteases por microrganismos de aplicagdo biotecnoldgica, abordando
caracteristicas gerais do cultivo e das proteases obtidas em tais estudos, a partir
de uma revisao de literatura. Foi realizada uma busca eletrénica de publicacbes
na base de dados PubMed, utilizando-se as seguintes palavras-chave:
proteases, microrganismos e biotecnologia. Todos os artigos encontrados foram
avaliados. Considerando os limites de inclusdo e exclusdo, foram selecionados
os 10 estudos mais relevantes sobre o tema. Devido as inumeras aplicacées, o
uso de proteases com acgédo biotecnoldgica esta aumentando progressivamente,
0 que justifica uma maior necessidade de se buscar novas fontes de obtencgao.
Os microrganismos representam, neste contexto, um alvo economicamente

viavel, pois crescem facilmente e sdo geneticamente manipulaveis.

Palavras-chave: enzimas proteoliticas; biotecnologia; microrganismos

industriais.
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1. INTRODUCAO

As proteases podem ser definidas como enzimas que catalisam a
clivagem de ligag6es hidroliticas dentro das proteinas, liberando peptideos e/ou
aminoacidos (Theron e Divol, 2014), como ¢ ilustrado na Figura 1. Os mesmos
autores acrescentam que, geralmente, o termo “proteases” pode ser usado de
forma intercambiavel com os termos “proteinases” e/ou enzimas proteoliticas,
mas o Comité de Nomenclatura da Unido Internacional de Bioquimica e Biologia
Molecular (NC-IUBMB) e da Comissédo de Enzimas (CE) recomendam que o
termo “peptidases” seja usado para todas as enzimas que clivam ligagdes
peptidicas. Entretanto, as proteases ndo obedecem facilmente ao sistema geral
de nomenclatura de enzimas, pois a diversidade de agao e estrutura deste grupo

Sao enormes.

Ligagdo Peptidica

wN—C—CRC—Coe + H0 =—= #N—C—C & HN—C—Cow
H H H H H H 0 H
Fragmento de Peptideo Porg¢do Carboxilica Porg¢éo Aminica

Figura 1. Representagdo esquematica da hidrolise de uma ligacado peptidica
catalisada por uma protease (Fonte: Adaptado de Silva, 2011)

Na nomenclatura internacional de classificacdo de enzimas (EC), as
proteases pertencem a classe 3, as hidrolases, e a subclasse 3.4, as peptideo-
hidrolases ou peptidases. Constituem uma grande familia, dividida em
endopeptidases (ou proteinases) e exopeptidases, de acordo com a posi¢ao da
ligagdo peptidica a ser clivada na cadeia de peptideos. As exopeptidases
catalisam a quebra das ligagdes peptidicas préximas ao grupo amino-terminal
ou carboxi-terminal do substrato; assim, podem ser denominadas de
aminopeptidases e carboxipeptidases, respectivamente. As endopeptidases
atuam preferencialmente nas regides internas das cadeias polipeptidicas e séo
classificadas de acordo com o seu tamanho molecular, carga, especificidade de

substrato, mecanismo catalitico, estruturas tridimensionais e residuos de
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aminoacidos presentes no seu sitio catalitico. Assim, sdo subdivididas com base
em suas especificidades, de acordo com o grupo reativo no sitio ativo envolvido
com a catédlise em: serina proteases, cisteina proteases, aspartico-proteases ou
aspartico-endopeptidases e metaloproteases ou metaloendopeptidases.
Industrialmente, as endopeptidades sdo mais importantes do que as
exopeptidases (Rao et al., 1998; Grupta et al., 2002; Sumantha et al., 2006;
Kasana et al., 2011; Muri, 2014; Theron e Divol, 2014).

Por fim, as proteases também se classificam com relagéo a faixa de pH
em que suas atividades s&o oOtimas. Proteases alcalinas e neutras séo
amplamente utilizadas na industria, sendo adicionadas aos detergentes de uso
doméstico, por exemplo. Ja as proteases acidas possuem uma grande
quantidade de aplicagdes industriais, como na fabricagao de queijos (Rao et al,
1998; Theron e Divol, 2014).

A grande diversidade de proteases, em contraste com a especificidade de
suas acoes, tem atraido a atencdo mundial na tentativa de explorar suas
aplicacoes fisiologicas e biotecnoldgicas, pois ocupam uma posigéo central no
que diz respeito as suas aplicagbes em ambos os campos (Fox et al., 1991; Rao
et al, 1998; Kuddus e Ramteke, 2012). Nesse contexto, Kasana et al. (2011)
acrescentam que as proteases sdo usadas nas industrias de alimentos e
detergentes ha muito tempo, mas a sua aplicagdo na industria de couros e no
tratamento de residuos organicos é uma area relativamente nova. Na industria
de detergentes, sédo frequentemente empregadas por causa da ineficiéncia de
detergentes ndo-enzimaticos em remover as proteinas de fibras téxteis. Assim,
suas demais aplicagées encontram-se distribuidas na industria farmacéutica, de
produtos lacticinios, na panificagdo, na fabricacdo de produtos de soja, entre
outras.

No geral, o mercado mundial de enzimas industriais arrecadou cerca de
3,6 bilhdes de ddlares em 2010 e estima-se que esse valor pode subir para 6
bilndes de ddlares até 2016, crescendo a uma taxa de crescimento anual
composta de 9,1% (Mokashe et al., 2015). As enzimas proteoliticas constituem
um dos trés maiores grupos de enzimas industriais e representam cerca de 60%
da venda total mundial de enzimas (Rao et al, 1998; Kuddus e Ramteke, 2012).

Tais enzimas sao fisiologicamente necessarias para 0s organismos Vvivos

e, portanto, sdo ubiquas, sendo encontradas em uma ampla diversidade de
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fontes como plantas, animais e microrganismos. A incapacidade das proteases
vegetais e animais atenderem as demandas do mundo atual tem levado a um
aumento do interesse nas proteases microbianas (Rao et al., 1998; Kuddus e
Ramteke, 2012). Mundialmente, os microrganismos sdo responsaveis por uma
quota de dois tergos da produgéo de proteases (Kumar e Takagi, 1999; Kuddus
e Ramteke, 2012). Proteases microbianas podem ser extra ou intracelulares e a
sua produgao é muito influenciada pelo microrganismo e por fatores nutricionais
e fisico-quimicos como temperatura, pH, fontes de carbono e nitrogénio, sais
inorganicos, agitagdo e concentragdo de oxigénio dissolvido, além do tempo de
incubacgao (Kasana et al., 2011; Kuddus e Ramteke, 2012).

Mukhtar e Haqg (2012) afirmam que tanto os fungos como as bactérias sao
utiizados na obtencdo de enzimas proteoliticas, mas a escolha do
microrganismo depende da aplicagdo da enzima produzida. Na industria
alimentar, sédo utilizadas proteases acidas e neutras, as quais sao produzidas,
principalmente, por fungos. Por exemplo, as proteases produzidas pelo
Aspergillus oryzae sao aplicadas na quebra das proteinas insoluveis da farinha
de trigo, garantindo melhor solubilidade e redugdo no tempo de preparo da
massa de pao (Rao et al., 1998). Ja as industrias de couro ou de detergentes
requerem a utilizacdo de proteases alcalinas, as quais sado produzidas,
principalmente, por bactérias. Uma grande proporgéo das proteases alcalinas
disponiveis comercialmente é derivada de cepas do género Bacillus sp. (Joo et
al., 2003).

Além das aplicagoes citadas, as proteases em geral tém propriedades de
amaciamento. Como exemplo, pode-se mencionar o seu uso em industrias de
carnes, pois possuem uma melhor especificidade para o substrato (Rao et al.,
1998; Ryder et al., 2015).

As proteases microbianas podem ser produzidas tanto por fermentacao
submersa (FSm) como em estado soélido (FES). A FSm é definida como um
processo fermentativo com excesso de agua, sendo normalmente utilizada em
processos industriais pela facilidade de manuseio, de escalonamento e de
controle de parametros, porém apresenta dificuldades em sua aplicacdo em
escala industrial devido a restricdo no controle e monitoramento das variaveis

durante o processo (Gibbs et al., 2000).
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A FES é definida como qualquer processo de fermentagao realizado sobre
um material ndo-soluvel, o qual atua tanto como o suporte fisico como fonte de
nutrientes e ocorre na auséncia de agua livre, necessitando que o substrato
esteja umedecido o suficiente para suportar o crescimento e metabolismo
microbiano (Pandey, 2003). Economicamente, oferece muitas vantagens,
incluindo uma produtividade volumétrica, uso de equipamentos mais simples,
utilizacédo de substratos de baixo custo, processamento simples e requisitos de
energia mais baixos, quando comparados com a fermentagdo submersa
(Paranthaman et al., 2009). Entretanto, a falta de controle de alguns parametros
como umidade, oxigenacao, pH e temperatura € a maior desvantagem, além de
ser um bioprocesso limitado aqueles que crescem somente em ambientes com
reduzida umidade (Mahadik et al., 2002). Ademais, quanto a purificagao, ¢é
vantajosa porque o produto formado fica concentrado, o que facilita o processo.
Porém, para eliminagdo dos residuos, sdo necessarias etapas adicionais de
purificagdo, as quais encarecem os custos de produgao, pois os processos de
purificagdo, especialmente as cromatografias, correspondem a mais de 70% do
custo para obtengao de biomoléculas (Przybycien et al., 2004; Thémmes e Etzel,
2007).

Proteases com novas especificidades e estabilidade sob condicées
extremas s&o necessarias para varias aplicagdes. Por isso, o uso da engenharia
genética de enzimas clonadas e a exploragdo de novos nichos para a obtengéao
de novas proteases é de grande importancia. Ensaios rapidos, faceis,
convenientes e sensiveis sdo necessarios para detectar proteases. A detecgao
da protease pode ser feita por meio de diferentes substratos proteicos e
acompanhada pelo desaparecimento do substrato ou pelo surgimento do
produto (Kasana et al., 2011).

Tendo em vista que o conhecimento e a utilizagcdo de enzimas
proteoliticas no ramo biotecnologico tém aumentado globalmente,
especialmente aquelas obtidas a partir de microrganismos, este trabalho tem
como objetivo reunir informagdes sobre a producdo de proteases a partir de
cultivos microbianos, além de abordar as caracteristicas gerais dos cultivos e
das enzimas obtidas.
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2. MATERIAL E METODOS

Realizou-se uma revisdo sistematizada da produgédo de proteases por
microrganismos de aplicagdes biotecnoldgicas. Para esta pesquisa, foram
utilizados trés descritores em lingua inglesa: “Proteases”, “Microrganisms” e
“Biotechnology”. O operador booleano utilizado foi o “AND”. A partir desses
descritores, realizou-se a busca na base de dados eletrénicos Pubmed.

Os limites de busca adotados pautaram-se em publicagdes disponiveis
em texto completo, com livre acesso ou restrito, escritos em lingua inglesa.
Foram considerados como critérios de inclusdo: aplicagdo biotecnoldgica das
proteases e dos microrganismos; produgao de proteases por microrganismos;
uso de processos biotecnoldgicos para obtencao de proteases. Ja os critérios de
exclusao foram: artigos indisponiveis para download; artigos que ndo tratam da
producdo biotecnologica de proteases; estudos clinicos; artigos que nédo
descrevem o processo de obtencdo das proteases; artigos que tratam de
proteases que ndo sao produzidas por microrganismos. As revisdes de literatura
foram utilizadas apenas para analise e contextualizagao do assunto.

Os trabalhos foram classificados segundo o nome do autor, o ano de
publicagdo, o microrganismo utilizado, as condigbes de fermentacao
(envolvendo o tipo, 0 meio de cultivo e os parametros) e os dados relativos a
enzima obtida (tipo, método de determinacdo da atividade proteolitica e
condi¢bes de estabilidade).

Todos os resumos foram lidos e analisados por um unico pesquisador. A
pesquisa foi realizada entre os dias 16 e 22 de outubro de 2014. O ano de

publicagédo dos artigos ndo foi considerado.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta busca, foram encontrados 95 artigos cientificos. Os mesmos foram
publicados a partir de setembro de 1986 até junho de 2014, sendo todos os
artigos analisados conforme descrito na Figura 2.



Busca de Artigos Cientificos

no Pubmed

Total: 95 artigos

I

| Artigos excluidos por limute
de busca
Total: 95-12 = 83 artigos

I

Artigos excluidos apds leitura
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Total: 83-T3

10 artigos

|
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‘ 10 artigos selecionados
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9 artigos indisponivels para download

| 3 oartigos em outro idioma
Total: 12 artigos
20 Revisdes de Literatura
1 Ensaio Clinico
34 ndo tratam da produgio de proteases

16 ndo usaram processos biotecnologicos

2 ndo houve produgio de proteases por

MICTOTZANISIMos
Total: 73 artigos

Figura 2. Etapas da busca sistematica e selecdo dos artigos

Os Quadros 1 e 2 apresentam os 10 artigos que se encaixaram nos

critérios de inclusado e informagbes gerais como 0os nomes dos autores e 0 ano

de publicagdo. O Quadro 1 apresenta os dados referentes ao cultivo, como:

microrganismo utilizado, tipo de fermentacao utilizado, condigbes e meios de

cultivo. Ja o Quadro 2 apresenta informagdes pertinentes as enzimas, como: tipo

de protease obtida, método de determinacdo da atividade proteolitica e

parametros relativos a atividade étima da enzima.

Quadro 1. Dados relativos aos cultivos para obtencéo das enzimas

N° | Autores/Ano | Microrganismo Tipo de Condigoes de Meio de cultivo
utilizado fermentacao | fermentacao
1 Habbeche et | Actinomadura Submersa 168 h; Elementos traco (g.L™"):
al., 2014 keratinilytica em agitador 45 °C; 1,5 NaCl; 1 H2POs4; 1
(Cpt29) rotatorio 200 rpm; K2HPO4; 0,5 KCI; 1,5
pH 8,5 MgS0O4.7H20. 15
farinha de penas de
galinha (unica fonte de
carbono e nitrogénio).
2 |Jaouadietal., | Pseudomonas Submersa 48 h; (Em g.L'") 15 caseina;
2013(a) aeruginosa em agitador 37 °C; 5 peptona de soja;
(CTM50182) rotatério 250 rpm; (NH4)2S04; 1
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clonada em pH 9,0 MgS0a4:7H20; 1 CaCly;
Escherichia coli 0,5 KoHPOs4 0,5
KH2POg4; 1 NaCl.
Elementos traco: 2%
(VIV; g.L7"): 0,4 ZnCl;
2 FeS047H20; 0,065
H3BOs3 e 0,135
MoNa204-2H20.
Ball et al., | Triagem de 45 Submersa 4°Catéo Reasoner's 2A (R2A)
2013 microrganismos | sem agitagdo | meio de cultivo | ou Caldo Luria-Bertani
ficar turvo; (LB); dependeu do
demais microrganismo.
parametros
nao
informados
Darah et al.,, | Microsporum Solida 240 h (mistura: [ 16 g de farinha de
2013 fulvum (IBRL uma vez a penas de galinha; 0,7%
SD3) cada48h); |[(p/v) de extrato de
Temperatura |levedura. Teor de
ambiente (30 = | umidade: 100%.
2°C)
Jaouadietal.,, | Brevibacillus Submersa 72 h; Proporgéo (g.L"): 10
2013(b) brevis (US575) | em agitador 37 °C; farinha de penas de
clonada em E. rotatorio 250 rpm; galinha: 5 peptona de
coli pH 7,4 soja: 2 (NH4)2SO0a4: 1
MgSO047H20: 5 CaClz:
1 K2HPO4: 1 KH2PO4: 5
NaCl e elementos trago
2% (VIV): 0,4% ZnClz;
2% FeS047H20;
0,065% HsBO3: e
0,135% MoNaz20a4.
2H20.
Sales et al., Bacillus sp. Submersa; 84 h; Soja (2% m/v); K2HPOa4
2013 (UFPEDA 485) | equipamento 37 °C; (0,435% ml/v); 1 mL de
nao 150 rpm,; solucao mineral
informado pH nao composta por
informado FeSO4:7H20 (100 mg),
MnCl2-4H20 (100 mg),
e ZnS04-H20 (100 mg)
e agua destilada q.s.p.
100 mL, NH4ClI (0,1 %
m/v), MgSO4-7H20
(0,06 % m/v) e glicose
(1 % mlv).
Kang et al., Aspergillus Submersa; 48 h; 1,0 g de K2HPO4; 0,4 g
2013 niger (2.169): | equipamento 30 °C; de KH2POg4; 0,5 g de
clonada em E. nao AgitacgdoepH [KCIl; 05 g de
coli e expressao informado nao MgS04.7H20; 0,01 g
informados | de FeS04.7H20; 5,0 g
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em Pichia
pastoris

de glicose e 15,0 g de
colageno.

8 [Jaouadietal., | Bacillus subtilis | Submersa; Duragdo: ndo | Caldo LB: (g.L"): 10
2012 strain DB430 equipamento informada; peptona; 5 extrato de
(trpC npr apr nao 37 °C; levedura; 5 NaCl.
epr bpfispl): informado 250 rpm;
clonagem em E. pH 7.4
coli strain
(DH5a). B.
pumilus (BS):
doador do gene
produtor de
proteases
9 | Moshumi e | Bacillus pumilus | Submersa 120 h; Caldo Zobell Marine
Jayachandra, (MB 40) em agitador 25 °C; (ZMB).
2012 rotatério 150 rpm;
pH nao
informado
10 | Fuzele et al.,, | Triagem de 9 Submersa; 48 h; Meio de sal marinho
2011 microrganismos | equipamento 30 °C; (Marine salt medium:
nao 120 rpm; MSM):  (Composigao
informado pH7.0+0.2 |[por litro: 81,0 g NaCl;
10,0 g extrato de
levedura; 9,6 g MgSOy;
70 g MgClz; 50 ¢
peptona para protease
n° 3; 2,0 g KCI; 1,0 g
glicose; 0,36 g CaCly;
0,06 g NaHCOs3 e 0,026
g NaBr).
Quadro 2. Dados relacionados as proteases obtidas apdés o cultivo dos
microrganismos
N° | Autores/Ano Tipo de Método de determinacdo | Atividade 6tima da
Protease obtida | da atividade proteolitica enzima
1 | Habbeche et | Queratinase Quantitativo: Queratina pH 10,0;
al., 2014 Azure, com modificacdes | Temperatura: 70 °C
2 | Jaouadi et Elastase; Quantitativo: método de | pH 12,0;
al., 2013 Queratinase Riffel e Brandelli e | Temperatura: 80 °C
Queratina Azure,
respectivamente
3 |Ball et al,|N&oespecificado | Qualitativo: meio R2A | Testes nédo realizados
2013 suplementado com 10 g.L"’!

de skim milk
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4 |Darah et al., | Queratinase Quantitativo: Friedrich et | Testes ndo realizados
2013 al., (1999) com
modificagbes
5 | Jaouadi et al., [ Queratinase Quantitativo: Queratina | pH 8,0;
2013 Azure ou azocaseina como | Temperatura: 30 °C
substrato
6 |[Sales et al., | Metaloprotease Quantitativo: Ensaio de | pH 7,0;
2013 degradagao de fibrina Temperatura: 37 °C
7 |Kang et al., | Prolyl Quantitativo: Edens et al. pH 4,0;
2013 endopeptidases Temperatura: 37 °C
8 [ Jaouadi et al., [ Queratinase Quantitativo: Queratina | pH 12,0;
2012 Azure Temperatura: 65 °C
9 | Moshumi e | Caspases Quantitativo: Kit comercial | Testes ndo realizados
Jayachandra de ensaio fluorométrico
n, 2012 (Calbiochem)
10 | Fuzele et al., | Ndo especificado | Qualitativo: triagem em | pH 7,0;
2011 placas de agar skim milk Temperatura: 40 °C
Quantitativo: ensaio
caseinolitico

As enzimas proteoliticas sdo de grande importancia bioldgica, possuindo
também diversas aplicagbes nas industrias de alimentos, bebidas, couro,
detergentes, produtos farmacéuticos e médicos (Grupta et al., 2002; Sumantha
et al., 2006; Theron e Divol, 2014).

Como observado no Quadro 1, a grande maioria dos trabalhos utilizou a
fermentacao submersa como método de obtencdo das enzimas. Apenas um
utilizou a fermentagéo solida. Apesar da grande vantagem do ponto de vista
econdmico, a fermentacéo solida se restringe a microrganismos que crescem em
baixos niveis de umidade; ademais, outras desvantagens deste método se
relacionam as dificuldades para a remogao do calor gerado pelo processo de
respiracao do microrganismo, além do controle de parametros como umidade,
pH, oxigénio, gas carbénico e produtos formados (Roussos et al., 1991; Mahadik
et al., 2002; Orlandelli et al., 2012). Em contrapartida, a fermentagdo submersa
apresenta as seguintes vantagens frente a fermentacdo no estado solido:
facilidade de controle dos parametros fisico-quimicos (como controle de
temperatura devido ao alto teor de agua), melhor absorgdo de nutrientes e
recuperagédo de metabolitos e redugcdo da possibilidade de degradagéo do
produto, principalmente enzimas com baixa termoestabilidade (Castro e Pereira
Jr., 2010).
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Pesquisadores tém dado énfase a investigagdo de fontes ainda pouco
exploradas, pois organismos obtidos nestes ecossistemas estéo frequentemente
associados a nova diversidade quimica. Por exemplo, dos 10 artigos avaliados,
5 tratam da identificagdo de microrganismos coletados nos mais diversos
ambientes, além da investigacdo a respeito da produgéo de proteases. No
trabalho realizado por Jaouadi et al. (2013a), as amostras foram coletadas no
solo de diferentes locais da Tunisia; Habbeche et al. (2014) coletaram
actinomicetos em compostagem de aves advindas de uma fazenda na Argélia;
Ball et al. (2013) investigaram microrganismos colhidos em amostras de gelo da
Venezuela; Jaouadi et al. (2013b) coletaram amostras de solo contaminado de
um curtume da Tunisia; por fim, Fuzele et al. (2011) isolaram microrganismos a
partir de amostras colhidas no Oceano indico, de diferentes locais.

Como se sabe, a biodiversidade de microrganismos existente em todo o
mundo ¢é infinitamente grande. Estudos de bioprospeccdo sdo o6timas
alternativas para se obter diferentes produtos, além do possivel isolamento de
um grande nimero de espécies. E comum encontrar estudos nos quais faz-se
triagens da microbiota de determinado ambiente, em busca de produtos
especificos ou ndo. Neste trabalho, observa-se que Ball et al. (2013) e Fuzele et
al. (2011) usaram desta pratica, na tentativa de encontrar microrganismos
produtores de proteases sem, contudo, identificar o subtipo das mesmas.

O conceito de diversidade bioldgica esta diretamente atrelado a
diversidade quimica, pois as condicbes ambientais podem influenciar na
quantidade e no tipo de metabdlitos produzidos por microrganismos. As
condicbes de cultivo, como a composi¢cdo, o tipo e a concentragdo dos
constituintes que compéem o meio de cultura, além do periodo de incubagéao, pH
e temperatura de cultivo sdo fatores determinantes na producao dos metabdlitos
microbianos. Assim, as condi¢des de cultivo citadas no Quadro 1 sdo distintas e
a composicao dos meios de cultivo sdo, por vezes, complexas, pois devem
resultar da otimizagéo dos parédmetros necessarios para obtengao das enzimas.

Dos 10 trabalhos avaliados, 5 tratam da obtengdo de queratinases, as
quais constituem um grupo de metalo ou serino proteases que podem degradar
estruturas insoluveis, formando substratos de queratina. Alguns dos grupos
botanicos das plantas produzem queratinases, as quais degradam a queratina
do cabelo e da la. Este processo € importante para a produgédo de aminoacidos
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essenciais, tais como a lisina, bem como para a prevengéo do entupimento de
sistemas de esgoto (Rao et al., 1998; Jaouadi et al., 2013b).

De acordo com Kasana et al. (2011), varios métodos qualitativos e
quantitativos sédo utilizados na medi¢gdo da atividade proteolitica em extratos
brutos, parcialmente ou totalmente purificados. A quantidade de proteases
produzida pode ser medida através da determinagédo da taxa de consumo do
substrato ou a taxa de producgéo do produto. No Quadro 2, observa-se que as
metodologias de quantificagdo das proteases diferem, até entre proteases do
mesmo grupo. Para quantificagdo de queratinases, observa-se que os seguintes
métodos s&o utilizados na quantificacdo: Queratina Azure (com e sem
modificagées); uma metodologia proposta por Friedrich et al. (1999) com
modificagbes e um método que utiliza azocaseina como substrato. Essas
diferentes metodologias podem influenciar numa diferencga entre os resultados
obtidos, ou seja, nas quantidades de proteases obtidas nos estudos, o que torna
os valores obtidos incomparaveis, havendo necessidade de converter as
unidades de medida. Assim, é interessante que se busque uma padronizagao de
metodologias para que os resultados obtidos em diferentes estudos sejam
comparaveis.

Os estudos de estabilidade e de atividade otima das enzimas séo
importantes para definir suas aplicabilidades e viabilidades, além de ditarem as
condicbes de armazenamento das mesmas. Por exemplo, a utilizagdo de
proteases em formulagdes de detergentes requer que estas enzimas possuam
elevada atividade e estabilidade em uma ampla faixa de pH e temperatura
(Kumar e Takagib, 1999; Nascimento e Martins, 2006). Além disso, a atividade
enzimatica em temperaturas elevadas favorece a utilizagdo das enzimas em
solugbes detergentes, devido a utilizagdo de temperaturas elevadas nos
processos de limpeza (Gessesse et al., 2003; Nascimento e Martins, 2006).

4. CONCLUSAO

As proteases sao um grupo de enzimas com reconhecida importancia
biolégica e que se destacam pelas suas diversas aplicagées industriais e
biotecndlogicas. Apesar de serem produzidas por todos os organismos vivos, 0s
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microrganismos vém se destacando como o6timos produtores de tais enzimas,
visto que sao facilmente manipulaveis geneticamente e, no geral, sdo pouco
exigentes quanto as condi¢des de cultivo. Assim, diante da necessidade de se
obter mais fontes de metabdlitos, incentiva-se a investigagdo da produgéo de
enzimas proteoliticas por diferentes microrganismos. Ademais, observa-se uma
necessidade de padronizagdo das metodologias de quantificagdo das proteases,
visto que s6 assim sera possivel comparar os resultados de diferentes estudos.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Ball, MM, Gémez, W, Magallanes, X, Rosales, R, Melfo, A, Yarzabal, LA (2013)
Bacteria recovered from a high-altitude, tropical glacier in Venezuelan Andes.
World J Microb Biot30(3):931-941.

Castro, AM, Pereira Jr., N (2010) Producgao, propriedades e aplicagdo de
celulases na hidrélise de residuos agroindustriais. Quim. Nova33(1):181-188.

Darah, I, Nur-Diyana, A, Nurul-Husna, S, Jain, K, Lim, SH (2013) Microsporum
fulvum IBRL SD3: As Novel Isolate for Chicken Feathers Degradation. Appl
Microbiol Biotechnol171:1900-1910.

Friedrich, J, Gradisar, H, Mandin, D, Chaumont, JP (1999) Lett Appl
Microbiol28:127-130.

Fox, JW, Shannon, JD, Bjarnason JB (1991) Proteinases and their inhibitors in
biotechnology, enzymes in biomass conversion. ACS Symp Ser460:62—79.

Fulzele, R, DeSa, E, Yadav, A, Shouche, Y, Bhadekar, R (2011) Characterization
of novel extracellular protease produced by marine bacterial isolate from the
indian ocean. Braz J Microbiol42:1364-1373.

Gessesse, A, Hatti-Kaul, R, Gashe, BA, Mattiasson, B (2003) Novel alkaline
proteases from alkaliphilic bacteria grown on chicken feather. Enzyme Microb
Tech32:519-524.

Gibbs, PA, Seviour, RJ, Schmid F (2000) Growth of Filamentous Fungi in
Submerged Culture: Problems and Possible Solutions. Crit Rev Biotech20(1):17-
48.

Gupta, R, Beg, QK, Lorenz, P (2002) Bacterial alkaline proteases: molecular
approaches and industrial applications. Appl Microbiol Biotechnol59:15-32.

Habbeche, A, Saoudi, B, Jaouadi, B, Haberra, S, Kerouaz, B, Boudelaa, M,
Badis, A, Ladjama, A (2014) Purification and biochemical characterization of a
detergent-stable keratinase from a newly thermophilic actinomycete



27

Actinomadura keratinilytica strain Cpt29 isolated from poultry compost. J Biosci
Bioeng117(4):413-421.

Jaouadi, B, Jaouadi, NZ, Rekika, H, Naili, B, Beji, A, Dhouibc, A, Bejar, S (2013a)
Biochemical and molecular characterization of Pseudomonas aeruginosa
CTM50182 organic solvent-stable elastase. Int J Biol Macromol60:165-177.

Jaouadi, NZ, Jaouadi, B, Aghajari, N, Bejar, S (2012) The overexpression of the
SAPB of Bacillus pumilus CBS and mutated sapB-L31I/T33S/N99Y alkaline
proteases in Bacillus subtilis DB430: New attractive properties for the mutant
enzyme. Bioresour Technol105:142—-151.

Jaouadi, NZ, Rekik, H, Badis, A, Trabelsi, S, Belhoul, M, Yahiaoui, AB, Aicha,
HB, Toumi, A, Bejar, S, Jaouadi, B (2013b) Biochemical and Molecular
Characterization of a Serine Keratinase from Brevibacillus brevis US575 with
Promising Keratin-Biodegradation and Hide-Dehairing Activities. Plos
One8(10):1-17.

Joo, HS, Kumar, CG, Park, GC, Paik, SR, Chang, CS (2003) Oxidant and SDS-
stable alkaline protease from Bacillus clausii 1-52: production and some
properties. J App Microbiol95:267-272.

Kang, C, Yu, XW, Xu, Y (2013) Gene cloning and enzymatic characterization of
an endoprotease Endo-Pro-Aspergillus niger. J Ind Microbiol Biotechnol40:855-
864.

Kasana, RC, Salwan, R, Yadav, SK (2011) Microbial proteases: Detection,
production, and genetic improvement. Crit Rev Microbiol37(3):262-276.

Kuddus, M, Ramteke, PW (2012) Recent developments in production and
biotechnological applications of cold-active microbial proteases. Crit Rev
Microbiol 38(4):330-338.

Kumar, CG, Takagi, H (1999) Microbial alkaline proteases: From a bioindustrial
viewpoint. Biotech Adv17:561-594.

Mahadik, ND, Puntambekar, US, Bastawde, KB, Khire, JM, Gokhale, DV (2002)
Production of acidic lipase by Aspergillus niger in solid state fermentation. Proc
Biochem38:715-721.

Mokashe, N, Chaudhari, A, Patil, U (2015) Optimal production and
characterization of alkaline protease from newly isolated halotolerant
Jeotgalicoccus sp. Biocatal Agricult Biotech(2):235-243.

Moushumi-Priya, A, Jayachandran, S (2012) Induction of apoptosis and cell cycle
arrest by Bis (2-ethylhexyl) phthalate produced by marine Bacillus pumilus MB
40. Chem Biol Interact195:133-143.



28

Mukhtar, H, Haq, U (2012) Concomitant production of two proteases and alpha-
amylase by a novel strain of Bacillus subtilis in a microprocessor controlled
bioreactor. Braz J Microbiol43(3):1072-1079.

Muri, EMF (2014) Proteases virais: importantes alvos terapéuticos de compostos
peptideomiméticos. Quim. Nova37(2): 308-316.

Nascimento, WCA, Martins, MLL (2006) Producéo de proteases por Bacillus sp
SMIA-2 crescido em soro de leite e agua de maceracdo de milho e
compatibilidade das enzimas com detergentes comerciais. Ciénc Tecnol
Aliment26(3): 582-588.

Orlandelli, RC, Specian, V, Felber, AC, Pamphile, JA (2012) Enzimas de
interesse industrial: produgdo por fungos e aplicagdes. SaBios: Rev. Saude e
Biol7(3):97-109.

Pandey, A (2003) Solid-state fermentation. Biochem Eng J13:81-84.

Paranthaman, R, Alagusundaram, K, Indhumathi, J (2009) Production of
Protease from Rice Mill Wastes by Aspergillus niger in Solid State Fermentation.
World J Agr Sci5(3):308-312.

Przybycien, TM, Pujar, NS, Steele, LM (2004) Alternative bioseparation
operations: life beyond packed-bed chromatography. Curr Opin Biotechnol15(5):
469-78.

Rao, MB, Tanksale, AM, Ghatge, MS, Deshpande, VV (1998) Molecular and
Biotechnological Aspects of Microbial Proteases. Microbiol Mol Biol
Rev62(3):597-635.

Roussos, S, Olmos, A, Raimbault, M, Saucedo-Castafieda, G, Lonsane, BK
(1991) Strategies for large scale inoculum development for solid state
fermentation system: conidiospores of Trichoderma harzianum. Biotechnol
Tech5(6): 415-420.

Ryder, K, Ha, M, Bekhit, AE, Carne, A (2015) Characterisation of novel fungal
and bacterial protease preparations and evaluation of their ability to hydrolyse
meat myofibrillar and connective tissue proteins. Food Chem172:197-206.

Sales, AE, Souza, FASD, Teixeira, JA, Porto, TS, Porto, ALF (2013) Integrated
Process Production and Extraction of the Fibrinolytic Protease from Bacillus sp.
UFPEDA 485. Appl Biochem Biotechnol170:1676—1688.

Silva, MA (2011) Produgéo de proteases e biossurfactantes por Bacillus
licheniformis. Recife, Brasil, 73p. (Dissertacdo de Mestrado. Universidade
Catdlica de Pernambuco).

Sumantha A, Larroche C, Pandey, A (2006) Microbiology and Industrial
Biotechnology of Food-Grade Proteases: A Perspective. Food Technol.
Biotechnol44(2): 211-220.



29

Theron, LW, Divol, B (2014) Microbial aspartic proteases: current and potential
applications in industry. Appl Microbiol Biotechnol98:8853—-8868.

Thémmes, J, Etzel, M (2007) Alternatives to chromatographic separations.
Biotechnol Prog23(1):42-5.



30

Fungoys fllamentosoy do-
Semuidrido poroidpono



31

Artigo a ser submetido ao Applied Microbiology and Biotechnology, formatado
segundo as normas do periddico.
(ISSN: 0175-7598 / Qualis para Farmacia: A2 / Fator de Impacto (2013): 3.811)

PRODUGAO DE PROTEASES POR DIFERENTES FUNGOS
FILAMENTOSOS ISOLADOS EM UM COQUEIRAL DO SEMIARIDO
PARAIBANO

Suellen Emilliany Feitosa Machado®; Valker Araujo Feitosa? Alysson Wagner
Fernandes Duarte?; Lara Durdes Sette?®; José Alexsandro da Silva'; Edeltrudes
de Oliveira Lima®; Angela Faustino Jozala*; Harley da Silva Alves'; Adalberto
Pessoa Junior?

" Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), Campina Grande — Brasil.

2 Universidade de Sao Paulo (USP), Sédo Paulo — Brasil.

3 Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP), Rio Claro -
Brasil.

4 Universidade de Sorocaba, Sorocaba — Brasil.

5 Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Jodo Pessoa — Brasil.

Resumo:

Os fungos filamentosos sao utilizados industrialmente na obtencdo de
pigmentos, enzimas, antibioticos e outros metabdlitos. Dentre as enzimas,
destacam-se as proteases, que possuem aplicagées em produtos farmacéuticos,
alimenticios, detergentes etc. Este trabalho teve como objetivos isolar fungos
filamentosos coletados de amostras de coqueiros e solo de um coqueiral
localizado nas Varzeas de Sousa, Paraiba, Brasil, fazer um screening quanto a
producéo de proteases, identificar a espécie melhor produtora, tragar seu perfil
de producgao destas enzimas e investigar o mesmo € produtor de micotoxinas.
Coletou-se amostras de diferentes partes dos coqueiros e solo. Os 32 fungos
isolados foram cultivados em agitador rotatério utilizando caldo Sabouraud, a 30
°C, 200 rpm por 72 horas e encaminhados a andlise qualitativa da atividade
proteolitica em agar skim Milk a 10%. Halos transparentes indicavam resultados
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positivos. Os géneros dos fungos foram identificados por microcultivo em [amina.
A espécie inicialmente denominada Fung1, que apresentou melhor resultado na
etapa qualitativa, foi encaminhada a identificagdo molecular e selecionada para
a produgdo em agitador rotatério (30 °C/ 200 rpm/ 240 horas). A cada 24 horas,
um frasco foi retirado do agitador, totalizando 10 amostras. Foram medidos pH,
biomassa (determinada por peso seco) e produgcdo de proteases (analisada
quantitativamente utilizando azocaseina). A atividade enzimatica maxima do
Fung1, identificado como Aspergillus tubingensis, foi 29 U.mL-1, apés 144 horas
de cultivo. A maior biomassa foi 11,62 g.L™' apos 240 horas. Os resultados
indicaram que A. tubingensis produz proteases, porém necessita-se de outros

estudos para otimizar a producéo e classificar as proteases.

Palavras-chave: enzimas proteoliticas; fungos filamentosos; fungos do solo;

enzimas fungicas; Aspergillus tubingensis.

1. INTRODUCAO

As enzimas proteoliticas pertencem ao grupo das hidrolases, as quais
catalisam a reacdo de hidrolise das ligagbes peptidicas das proteinas - sua
principal fungao bioldgica - e podem apresentar atividade sobre ligagbes éster e
amida. Ademais, executam diversas fungdes fisiologicas complexas e estéo
envolvidas nos processos de digestdo, ativagdo de enzimas, coagulagao do
sangue e no transporte de proteinas através da membrana (Rao et al. 1998;
Koblitz 2010).

Proteases séo utilizadas na fabricacdo de detergentes, bebidas,
alimentos, em industrias de produtos farmacéuticos, téxteis, papel, celulose e
couro (Bennett 1998; Dekker 2003). Assim, tais enzimas possuem um valor
econdémico representativo; segundo Haddar et al. (2010), sdo responsaveis por
aproximadamente 60% de todas as vendas de enzimas.

As proteases sao amplamente distribuidas na natureza, sendo
encontradas em plantas, animais e microrganismos. Estes ultimos sdo muito
atrativos como fontes de enzimas em virtude das suas propriedades desejaveis
sob o ponto de vista industrial: possuem rapido crescimento, exigem pouco
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espago para cultivo e podem ser facilmente manipulados geneticamente para
produzir novas enzimas, sendo a concentragdo celular destas potencialmente
induzida ou incrementada por meio de manipulagbes genéticas ou de
modificagbes das condi¢des de cultivo (Busto et al. 1995; Alnahdi 2012). Cerca
de dois tercos das proteases produzidas comercialmente sdo de origem
microbiana (Balachandran et al. 2012).

Dentre o0s microrganismos que sintetizam enzimas proteoliticas,
destacam-se os fungos filamentosos. Apesar de muitas espécies serem
infecciosas e causarem doengas em seres humanos, outros animais e plantas,
outras produzem metabdlitos uteis, como enzimas, pigmentos, vitaminas e
antibioticos. Sendo assim, investigadores tém estudado espécies de fungos nao
apenas para compreender as doengas causadas por eles, mas também para
identificar metabdlitos, pois sabe-se que uma caracteristica importante dos
fungos filamentosos € a sua utilizagdo industrial através de enzimas e acidos
organicos por eles produzidos (lwashita 2002; Schoberle et al. 2013). Ademais,
o rapido crescimento, além da facilidade de cultivo e da purificagdo do produto,
sdo caracteristicas essenciais da utilizagdo industrial de fungos, o que lhes
confere um estimado interesse comercial (Archer 2000).

Os fungos possuem rapido crescimento e baixo custo de cultivo, o que
possibilita uma analise do seu potencial biotecnoldgico de forma mais rapida,
sob condigbes controladas em laboratério (Simdes e Tauk-Tornisielo 2005;
Santos et al. 2013).

Por produzirem diversos metabdlitos de interesse comercial,
investigadores tém estudado espécies de fungos néo apenas para compreender
as doencgas causadas por eles, mas também para identificar metabdlitos para
fins industriais, pois sabe-se que uma caracteristica importante dos fungos
filamentosos € a sua utilizagcdo em varias industrias devido a elevada eficiéncia
na produgéo de diversos tipos de enzimas e até mesmo de novos antibioticos
(lwashita 2002; Schoberle et al. 2013). Além disso, a facilidade de cultivo em
larga escala e a purificagdo do produto tém sido caracteristicas essenciais da
utilizacdo comercial de fungos. O grande interesse em utilizar fungos como
“fabricas celulares” pode ser vista a partir do grande numero de grupos de
pesquisa e empresas que tém participado de projetos catalagoados no
“Eurofung” (www.eurofung.net) e financiados pela Uni&o Europeia (Archer 2000).
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O solo é o habitat microbiano terrestre mais diversificado e os fungos que
o habitam desempenham fung¢bes importantes no ecossistema, como a
decomposicdo de residuos vegetais, liberando nutrientes que sustentam e
estimulam as plantas no processo de crescimento (Hamayun et al. 2010). Devido
ao seu extenso territorio e a sua grande biodiversidade, o Brasil apresenta
potencial consideravel para a busca de novos extratos enzimaticos microbianos,
uma vez que a quantidade e a variedade de produtos naturais que podem ser
extraidos s&o inumeras, incluindo a notavel diversidade microbiana ainda
inexplorada, para aplicagdo imediata ou apés melhoramento genético, visando a
produgao de enzimas por processos fermentativos (Zimmer et al. 2009).

Pesquisas voltadas para a obtengdo de enzimas de interesse industrial,
especialmente a partir de fontes naturais, sdo de grande relevancia, ja que
muitos microrganismos sdo ubiquos e tém sido amplamente empregados na
producéao de diferentes substancias de interesse econémico, como as proteases,
tornando-se interessante explorar suas potencialidades. Desta maneira, este
trabalho teve como objetivos isolar fungos filamentosos a partir de amostras
coletadas de diversas partes dos coqueiros e do solo de um coqueiral localizado
nas Varzeas de Sousa, Paraiba, Brasil, fazer um screening da produgao de
proteases, identificar a espécie fungica melhor produtora, tragar o seu perfil de

producgéo destas enzimas e investigar se a mesma produz micotoxinas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e isolamento dos microrganismos

As amostras obtidas nesse estudo foram coletadas em um coqueiral
localizado na regido das Varzeas de Sousa, Paraiba, Brasil (Latitude:
6°45'17.57” S; Longitude: 38°7'23.31”), a partir de fragmentos retirados das
superficies de raizes, dos caules, das folhas e dos frutos dos coqueiros, bem
como em regides superficiais e mais profundas (10 cm) do solo, a fim de coletar
espécies fungicas e formar uma micoteca (Figura 1). Apds a coleta, a assepsia
das amostras foi realizada seguindo os protocolos propostos por Araujo et al.
(2009) para as amostras do vegetal e Colla et al. (2008) para as amostras do
solo.
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Figura 1. Local da coleta das amostras superficiais das raizes, dos caules, das
folhas e dos frutos de coqueiros e do solo do coqueiral localizado nas Varzeas
de Sousa, PB, Brasil

Apods a desinfestagcdo, as amostras foram transferidas assepticamente
para a superficie do meio BDA (Batata Dextrose-Agar), em placas de Petri,
suplementado com antibiéticos (cloranfenicol 0,1 mg.mL" para os fragmentos do
vegetal e estreptomicina 0,1 mg.mL"" para amostras do solo), a fim de suprimir o
crescimento bacteriano. As placas foram incubadas a temperatura de 30 °C por
até 25 dias, sendo verificadas diariamente. Ao longo deste periodo, as col6nias
de fungos que foram surgindo eram isoladas, até que em cada placa houvesse
apenas col6nia (s) de um mesmo fungo. Os fungos isolados foram mantidos em
BDA para realizagao dos testes subsequentes e posterior identificagao.

Atualmente, os microrganismos isolados encontram-se armazenados em
agua destilada estéril, segundo a metodologia proposta por Castellani (1939).

2.2 Cultivo em agitador rotatério

Para se obter os extratos enzimaticos das espécies fungicas, seguiu-se o
protocolo proposto com Porto et al. (1996), com algumas adaptacgdes. Os fungos
isolados foram previamente cultivados em placas de Petri contendo meio BDA e
incubados a 30 °C, por 120 horas. Trés discos de cultura de cada amostra,
medindo 5 mm de didmetro cada, foram recortados e inoculados,
separadamente, em frascos Erlenmeyer com capacidade para 125 mL, contendo
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25 mL de meio liquido (caldo Sabouraud), caracterizando um cultivo submerso.
Posteriormente, os frascos foram dispostos em agitador rotatério (Hipper
Quimica) a 200 rpm, a 30 °C £ 0,5, durante 72 horas, como ilustra a Figura 2.

Figura 2. Cultivo dos fungos em agitador rotatério a 200 rpm, a 30 °C = 0,5,
durante 72 horas |

(Fonte: Arquivo pessoal.)

Apds as 72 horas de cultivo, os frascos Erlenmeyer foram retirados do
agitador rotatério e seus conteudos foram filtrados a vacuo, separadamente,
usando filtros qualitativos Whatman malha 1 (Whatman®). O conteudo retido no
filtro foi desprezado. Os volumes filtrados foram armazenados em tubos estéreis.

2.3 Screening para atividade proteolitica (qualitativa)

Para selecionar de modo qualitativo os microrganismos produtores de
proteases, seguiu-se o protocolo proposto por Pereira et al (2001), com algumas
adaptagdes. Utilizou-se um meio formulado com skim Milk (Difco) a 10% e agar-
agar (agar bacterioldgico; Difco) a 2%. Tal avaliagéo foi realizada em placas de
Petri contendo 50 mL do meio ja citado. Na superficie do meio, foram feitas
cavidades (po¢os) medindo 5 mm de didmetro nos quais foi depositado,
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separadamente, 0,1 mL de cada extrato fungico. As placas foram incubadas em
estufa de aquecimento (Tecnal), a 30 °C, durante 24 horas.

Decorrido este tempo, as placas foram observadas quanto a formacgao de
halos ao redor das cavidades, o que indica a produgdo de proteases. Os halos
foram medidos com o auxilio de um paquimetro. O fungo que proporcionou a
formacdo do maior halo foi escolhido e encaminhado para as etapas

subsequentes.
2.4 Quantificagao da atividade proteolitica

O fungo selecionado na etapa anterior foi cultivado em agitador rotatorio,
a 200 rpm e 30 °C % 0,5, durante 240 horas. Foram preparados 10 frascos
Erlenmeyer, com capacidade para 125 mL, contendo 25 mL de caldo Sabouraud.
Em cada frasco, foram colocados 3 discos de cultura do fungo. Os frascos foram
dispostos em agitador rotatério e a cada 24 horas um frasco foi retirado. O
conteudo do Erlenmeyer foi filtrado a vacuo, usando filtros qualitativos Whatman
malha 1 (Whatman), previamente pesados. O volume filtrado foi utilizado para
quantificar a atividade proteolitica total, ao passo que o conteudo retido no filtro
foi utilizado para determinar a biomassa.

A atividade proteolitica foi quantificada com o substrato azocaseina,
seguindo a metodologia adaptada de Charney e Tomarelli (1947). Os tubos
testes foram preparados com a adigcao de 0,15 mL de extrato enzimatico filtrado
(extratos fungicos), 0,15 mL de reagente azocaseina 0,5% p/V em tampao
acetato de sodio 50 mM e pH 5,0. Estes tubos foram incubados a 37 °C, por 40
minutos, em banho termorregulado (Nova Etica).

A reacao foi interrompida pela adicao de 0,15 mL de acido tricloroacético
(TCA) a 10% e o excesso de proteina precipitou. Em seguida, os tubos-teste
foram centrifugados a 17000 xg, por 10 minutos, a 4 °C. Apds a centrifugacao,
0,1 mL do sobrenadante da amostra foi transferido para uma microplaca e
adicionado 0,1 mL de hidréxido de potassio (KOH) a 0,5 M. A reagdo com KOH
induz a formacgao da cor laranja no teste, caracteristica dos grupamentos azo em
pH alcalino e a intensidade desta coloracao foi medida, posteriormente, em
espectrofotdbmetro (Molecular Devices) UV-visivel a 430 nm.
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Os brancos das amostras foram preparados da mesma maneira, s6 que
foram previamente aquecidos a 100 °C, durante 20 minutos, para inativar as
proteases presentes nestas amostras.

Uma unidade de atividade proteolitica foi definida como a quantidade de
enzima capaz de produzir aumento na absorbancia de 0,001 por minuto de
reacdo a 430 nm, sendo expressa em U.mL"". O fator de diluicdo desta reagédo
equivale a 30. O resultado da atividade (Ul) € multiplicado por 750, que € o
resultado do seguinte quociente: 30/(0,001*40), onde 30 é o fator de dilui¢ao,
0,001 refere-se a absorbancia e 40 refere-se ao tempo em que os tubos
permanecem no banho termorregulado.

2.5 Determinagao da biomassa

Os papéis de filtro utilizados foram previamente pesados. Apds as
filtragcdes, os conteudos retidos no papel de filtro foram secos e pesados em uma
balanga (Shimadzu) para determinagéo de umidade por radiagéo infravermelho,
a 120 °C. Os dados foram anotados para posterior tabulagao.

2.6 Identificagao dos microrganismos

Todos os fungos foram classificados quanto ao género pela técnica de
microcultivo em lamina, proposta por Riddel (1950). O fungo que produziu o
maior halo (etapa 2.3) foi identificado por técnicas moleculares.

2.6.1 Microcultivo em lamina

Os géneros dos fungos foram identificados pela técnica de microcultivo
em lamina, proposta por Riddel (1950). Para a realizagdo da mesma, os fungos
foram previamente cultivados em meio solido. Em uma placa de Petri, colocou-
se um bastao de vidro (em formato de U), o qual serviu de base para uma lamina
de vidro previamente esterilizada. Sobre a lamina, colocou-se um fragmento
retangular e fino de meio solido agar Sabouraud, medindo aproximadamente 1
cm?, Este esquema é demonstrado na Figura 3.
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Figura 3. Representacdo esquematica da instrumentagdo necessaria para
realizagdo da técnica de microcultivo em |lamina proposta por Riddel, 1950

(Fonte: ANVISA, 2004)

Com uma alga de platina, retirou-se um fragmento da colénia do fungo e
semeou-se em ambos os lados do meio de cultura. Colocou-se uma laminula
limpa previamente flambada sobre o referido meio. O fundo da placa de Petri foi
forrado com papel de filtro molhado com agua destilada, para evitar
ressecamento do meio.

O material foi incubado a temperatura ambiente. O crescimento foi
observado diariamente. Apos cinco dias, tempo necessario para que as col6nias
ficassem facilmente visiveis, retirou-se a laminula, que foi submetida a fixagao
com alcool a 70%, seguindo-se com a coloragao com lactofenol azul de algodao.
Ao microscopio (Nikon), examinou-se cuidadosamente os orgaos vegetativos e
reprodutores dos fungos. As etapas desta técnica sao ilustradas na Figura 4.

Figura 4. Etapas da técnica de microcultivo em I&mina
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(Fonte: RIDDEL, 1950).
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2.6.2 Identificacao da espécie melhor produtora de proteases

O fungo escolhido foi identificado no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Bioldgicas e Agricolas, localizado na Universidade Estadual de
Campinas (CPQBA/UNICAMP, Paulinia — SP).

A identificagdo molecular do fungo foi realizada por meio do
sequenciamento e analise filogenética das regiées ITS1-5.8S-ITS2 do operon
ribossomal e do gene da Calmodulina. Para tanto, o DNA gendmico total da
linhagem fungica foi extraida de acordo com Da Silva et al. (2008), com
modificagées. Apds a extragao, as regides ITS1-5.8S-ITS2 foram amplificadas
com os primers ITS1F (5-CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A-3’) e ITS4 (5-
TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’) de acordo com Gardes e Bruns (1993) e o
gene que codifica a Calmodulina foi amplificado com os primers Cf1 (5'-GCC
GACTCT TTGACY GAR GAR-3")e Cf4 (5- TTT YTG CAT CAT RAG YTG GAC
-3'), de acordo com Peterson et al. (2005).

Os produtos de amplificagdo foram purificados antes de serem
submetidos ao sequenciamento em sequenciador automatico (Applied
Byossystem). As sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias ja
existentes depositadas em bancos de dados, como o Genbank
(http://www.ncbi.nem.nih.gov). Sequéncias de organismos relacionados a
sequéncia do organismo alvo foram recuperadas do GenBank para realizagao
das analises filogenéticas. O alinhamento das sequéncias foi realizado utilizando
o programa Clustal X (Thompson et al.,, 1994) do Bioedit e as analises
filogenéticas foram conduzidas utilizando o software MEGA versao 4.0 (Tamura
et al. 2007). O modelo Kimura dois-parametros (Kimura, 1980) foi utilizado para
estimar as distancias evolutivas e o algoritmo neighbor-joining (NJ) para a
reconstrucao filogenética, com valor de bootstrap calculado para 1000 réplicas.

2.6.3 Avaliagao do potencial de produgdo de fumonisina B2 (FB2) pela
espécie melhor produtora de proteases

A cepa Fung1 foi inoculada em meio agar Czapek extrato de levedura
20% de sacarose (CY20S) e incubada a 25 °C por 168 horas, conforme a
metodologia de Frisvad et al. (2007).
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Apbs o crescimento, foram retirados 5 pequenos pedagos do micélio
fungico da parte central coldnia e colocados em um tubo de ensaio, ao qual foi
adicionado 1 mL de metanol e posteriormente agitado em um vértex (Phoenix)
durante 3 minutos. Em seguida, foram feitas 2 filtragdes com membrana Millex
(0,45 ym e 0,22 um, respectivamente) acoplada a uma seringa de 5 mL, para
limpar o extrato. Foram coletados 100 uL deste filtrado e transferidos para outro
tubo de ensaio, acrescentando-se 100 yL de metanol. Em seguida, o frasco foi
agitado em um vortex e 55 pL do extrato foram transferidos para um vial para
cromatografia liquida de alta eficiéncia com mais 55 pL do reagente o-
phthaldialdehydo (OPA), a fim de derivatizar a fumonisina, conforme a
metodologia proposta por Visconti et al. (2001).

2.6.3.1 Detecgao de FB2 utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia

A deteccao de FB2 por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
foi realizada segundo a metodologia de Visconti et al. (2001). Foi utilizado um
cromatografo (Shimadzu LC-10VP, Shimadzu) com detector de fluorescéncia a
335 nm de excitagao e 440 nm de emissédo, equipado com coluna YMC — Pack
ODS-A (YMC co., Ltd. Japan) (5 ym, 4,6 x 150 mm). Para a fase movel, foi
utilizado acetonitrila:agua:acido acético (51:47:2). A fase movel foi filtrada em
membrana de 0,45 uym. A vazao da fase movel foi de 1 mL.min-'. A temperatura
do forno foi de 40 °C.

Foram colocados 55 pL do padrao FB2 e 55 uL do reagente OPA num vial
para CLAE. Agitou-se o vial em vortex por 30 segundos e, rapidamente, 20 uL
desta mistura foram injestados no CLAE. O mesmo procedimento foi repetido
para o extrato fungico.

2.6.4 Avaliagcao do potencial de producao de de ocratoxina A (OTA) pela
espécie melhor produtora de proteases

A mesma cepa testada na etapa anterior foi inoculada em meio agar
extrato de levedura sacarose (YESA) e incubada a 25 °C por 168 horas.
Pequenos pedacos do micélio fungico foram cortados da parte central,
utilizando-se a técnica do agar plug de Filtenborg et al. (1983). A eles, foram
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adicionadas 3 gotas da solugao cloroférmio:metanol (1:1) para a extragao da
toxina. Os pedagos de micélio foram aplicados em placas de cromatografia de
camada delgada (CCD) silica gel-G 60 de 500 um de espessura, juntamente com
5 uL do padrdo de OTA. As placas foram colocadas em uma cuba com a fase
movel, constituida dos seguintes solventes: tolueno, acetato de etila, acido
formico a 90% e cloroférmio (na proporgéo 7:5:2:5). Apds a confecdo das placas
e secagem dos solventes, as mesmas foram colocadas em camara UV e
observadas sob os comprimentos de onda de 356 e 254 nm. A fluorescéncia foi
comparada qualitativamente com o padrdo de OTA para avaliagdo da presencga
da toxina na amostra testada.

3. RESULTADOS

Um total de 32 fungos filamentosos, considerados morfologicamente
diferentes apdés uma observagdo macroscopica, foi obtido a partir dos
fragmentos das superficies das raizes, dos caules e em regides superficiais e
mais profundas do solo. A maior quantidade de fungos foi coletada na superficie
do solo (n=21; 65,63%), seguida pelas amostras coletadas em regiées mais
profundas do mesmo (n=7; 21,88%), raizes (n=3; 9,38%) e caules (n=1; 3,11%).
Nao foi possivel isolar nenhum fungo das folhas nem dos frutos dos coqueiros.
Estes dados estdo ilustrados na Figura 5.

3.1 Screening para atividade protease (qualitativa)

Dos 32 fungos obtidos, 23 (71,88%) formaram halos transparentes ao
redor das cavidades feitas no agar acrescido de skim Milk, os quais sao
indicativos de degradagéao de proteinas. Este resultado é apresentado na Tabela
1.

O fungo numero 3, inicialmente nomeado Fung1 e que foi isolado da
regido mais superficial do solo do coqueiral, formou o maior halo indicador de
atividade proteolitica, quando comparado aos demais fungos isolados. Portanto,
considerou-se que 0 mesmo possui uma maior capacidade de quebrar as
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proteinas do leite presentes no meio, nas condigdes testadas, dentre os fungos
submetidos ao screening qualitativo. Na Figura 6 é possivel visualizar a estrutura
macroscopica do fungo Fung1, o qual foi encaminhado para as etapas

subsequentes deste trabalho.

Figura 5. Distribuicdo dos fungos filamentosos obtidos através da coleta de
amostras de um coqueiral localizado nas Varzeas de Sousa, Paraiba, Brasil
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Tabela 1. Avaliagao da formacgao de halos indicativos da produgao de proteases
em meio solido contendo skim Milk a 10%, utilizando extratos fungicos de 32
fungos isolados nas Varzeas de Sousa, Paraiba, Brasil

N°do Formacdao N°do Formagao N°do Formagdo N°do Formacgao

fungo dehalo fungo dehalo fungo dehalo fungo de halo

1 NF 9 ++ 17 NF 25 +
2 ++ 10 ++ 18 + 26 ++
3 +++ 11 + 19 NF 27 +
4 + 12 ++ 20 + 28 +
5 ++ 13 + 21 NF 29 +
6 + 14 + 22 NF 30 +
7 ++ 15 + 23 NF 31 NF
8 ++ 16 NF 24 NF 32 +

*NF: N&ao houve formacao de halo; (+): 5< halos = 7 mm; (++): 8-10 mm; (+++): halos 211 mm.
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Figura 6. Estruturas macroscoépicas do fungo Fung1, isolado de um coqueiral
localizado nas Varzeas de Sousa, Paraiba, Brasil

(Fonte: Arquivo pessoal)

3.2 Quantificagdo da atividade proteolitica total e determinagdo da

biomassa

Na Tabela 2 s&do apresentados os valores da atividade proteolitica, do pH
e da biomassa dos extratos fungicos do Fung1, apos o cultivo de 240 horas
realizado em agitador rotatorio a 30 °C + 0,5 e 200 rpm, ao passo que a Figura

7 relaciona estes dados.

Tabela 2. Valores da atividade proteolitica, da biomassa e do pH dos extratos do
Fung1, obtidos apds o cultivo de 240 horas realizado em agitador rotatério a 200
rome 30°C+0,5

Tempo Atividade pH Biomassa
(h) proteolitica (g9.L")
(U.mL")

0 0 5,60 0
24 6,30 3,40 4,26
48 4,65 3,21 6,54
72 4,50 3,42 7,94
96 16,73 2,21 10,58
120 16,60 3,20 10,26
144 29,48 3,80 9,58
168 26,55 4,36 8,22
192 2,93 4,84 10,74

216 8,63 7,10 11,18

240 0,68 7,08 11,62
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Figura 7. Atividade proteolitica, biomassa e pH do Fung1, em cultivo realizado
durante 240 h, a 200 rpme 30°C £ 0,5
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Observa-se, tanto na Tabela 2 como na Figura 7, que o Fung1 produz
proteases de maneira crescente até as 144 horas de cultivo, momento em que
atividade proteolitica maxima é alcancgada (29,46 U.mL-"). A partir deste periodo,
houve um decréscimo de quase 44 vezes na atividade enzimatica até o final do
cultivo. Entretanto, podemos observar que o crescimento (biomassa) do fungo é
crescente até o final do cultivo, isto €, 240 horas, no qual atinge seu valor maximo
(11,62 g.L"). Este resultado sugere que o crescimento e a produgdo de
proteases sdo inversamente proporcionais, supostamente porque o fungo
consumiu a enzima e utilizou-a como substrato.

O pH inicial (equivalente a 5,61, valor do pH do caldo Sabouraud) cai para
aproximadamente 3,40 nas primeiras 24 horas e se mantém acido até as 192
horas; as 216 horas, torna-se neutro (7,10) e permanece nesta faixa até as 240
horas de cultivo.
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3.3 Identificagcdo dos microrganismos

Por meio da técnica de microcultivo em lamina, foi possivel observar os
fungos macro e microscopicamente e, assim, identificar os géneros dos fungos
utilizados neste trabalho. Dos 32 fungos isolados, 25 (78,13%) pertencem ao
género Aspergillus sp., 4 (12,5%) ao género Cladosporium sp. e 3 ndo foram
identificados por serem fungos ndo esporulados. Estes resultados encontram-se
ilustrados na Figura 8.

Figura 8. Fungos isolados em um coqueiral localizado nas Varzeas de Sousa,
Paraiba, Brasil, agrupados de acordo com seus géneros
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3.3.1 Identificagao da amostra Fung1

Andlises preliminares de taxonomia convencional (macro e
microscopicas) revelaram que Fung1 esta relacionado ao género Aspergillus
secgao Nigri (Figura 9).
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Figura 9. Aspecto microscépicos do isolado Fung1. A) Conidiéforo caracteristico
do género Aspergillus; B) Conidios
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Com base nestes resultados e considerando que espécies do género
Aspergillus segao Nigri (Black Aspergillus) sao fungos de ampla distribuigdo na
natureza e de dificil identificagdo apenas por aspectos morfoldgicos, foram
sequenciados e analisados dois diferentes marcadores taxonémicos (regides
ITS1-5.8S-ITS2 e o gene da Calmodulina).

Os dados derivados do sequenciamento das regibes do operon
ribossomal ITS1-5.8S-ITS2 demonstraram 100% de similaridade de sequéncias
com diferentes espécies de Asperqgillus da se¢ao Nigri. Esse resultado indica a
alta conservagdo no marcador génico utilizado, o que foi confirmado pelos
resultados de filogenia. Na arvore filogenética gerada e apresentada na Figura
10, podemos verificar uma relagao mais préoxima da sequéncia ITS1-5.8S-ITS2
do isolado Fung1 com as sequéncias da mesma regiao das linhagens Aspergillus
tubingensis CBS 116417 e Aspergillus tubingensis YMCA.

Visando confirmagado da espécie, um segundo marcador taxondémico
(gene que codifica para a Calmodulina) foi avaliado para o isolado Fung1. Os
resultados do sequenciamento demonstraram alta similaridade (98%) do gene
da Calmodulina do isolado Fung1 com sequéncias da mesma regido génica de
diversas linhagens de Aspergillus tubingensis depositadas em reconhecidas
colegdes internacionais (NRRL e CBS).

Apds avaliagdo dos resultados apresentados na arvore filogenética
gerada (Figura 11), a identificacdo do Fung1 foi confirmada como Asperqgillus
tunbingensis, visto que a sequéncia do gene da Calmodulina deste isolado

formou um cluster intimamente relacionado com o cluster composto por 14
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diferentes linhagens de Aspergillus tubingensis (suportado por um bootstrap de

89%).

Figura 10. Arvore filogenética das sequéncias das regides ITS1-5.8S-ITS2 do
Fung1 e de sequéncias proximas recuperadas no GenBank. Aspergillus robustus
NRRL 6362 foi utilizado como outgroup

Aspergiius costancenss CBS 115674 (NR103604)
L Aspevgiius niger NRRL 126 (UR5306)
Asperopiys upmgeniis YWCA (JFA35888)

100 Aspergius Libngensis CBS 118417 (KF314725)
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Figura 11. Arvore filogenética das sequéncias de Calmodulina do Fung1 e de
sequéncias proximas recuperadas no GenBank. Aspergillus robustus NRRL
6362 foi utilizado como outgroup
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Atualmente, sabe-se que algumas espécies que pertencem a Secao Nigri
ou dos “Aspergillus negros” sdo comprovadamente produtoras de toxinas, como
a ocratoxina A e a fumonisina B2. Assim, para garantir a seguranga da
manipulagdo da cepa de A. tubingensis isolada neste estudo, realizaram-se
testes para investigar se a mesma é produtora de ocratoxina A e fumonisina B2.
Nao foi detectada a produgédo de nenhuma das duas micotoxinas aqui citadas.

4. DISCUSSAO

Microrganismos sao utilizados na geracado de diferentes produtos por
processos fermentativos em fungéo da facilidade de crescimento e adaptagao
em diferentes ambientes, diversidade bioquimica e manipulagdo genética
(Kapnoor e Mulimani 2010). Os fungos filamentosos sédo a fonte preferida de
enzimas industriais devido a sua excelente capacidade de produzir proteinas
extracelulares. Glucoamilase, celulase, lipase, glicose-oxidase, pectinase,
lacase, catalase, fitase e proteases sdo alguns exemplos de uma vasta gama de
enzimas produzidas por estes microrganismos e que encontram-se disponiveis
comercialmente (Corréa et al. 2014).

Das 32 espécies de fungos isoladas, 28 foram coletadas no solo, 3 nas
raizes, 1 nos caules e nenhuma nas folhas ou frutos. Muitos estudos sio
realizados com microrganismos endofitos, aqueles que habitam o interior das
plantas (Souza et al. 2004; Luz et al. 2006; Cuzzi et al. 2011); porém, raramente
encontra-se algum estudo sobre microrganismos que vivem na superficie de
vegetais.

Estudos que visam o isolamento de substancias a partir de
microrganismos sao comuns. Os produtos buscados por estas pesquisas sao
diversos, como carotenoides (Valduga et al. 2009), antibioticos (Davet et al.
2009) e enzimas (Uenojo e Pastore 2006; Duarte et al. 2013). Isso acontece
porque 0Ss microrganismos sao comprovadamente produtores de diversos
metabdlitos de interesse, além de serem facilmente encontrados em todos os
ambientes. Assim, a natureza como um todo representa uma fonte inesgotavel

de produtos de interesse biotecnoldgico.
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De acordo com Kasana et al. (2011), para realizar um screening quanto a
producdo de proteases extracelulares por microrganismos, alguns métodos
foram desenvolvidos. Nestes testes, os quais séo realizados em placas de Petri,
a producgéo de protease € observada diretamente por meio de alteragbes na
aparéncia do substrato que suplementa os meios de cultivo.

No presente estudo, a determinagdo qualitativa da atividade proteolitica
foi realizada utilizando-se skim Milk-agar. Quando microrganismos produtores de
enzimas proteoliticas séo cultivados neste meio, ocorre a formag¢ao de uma zona
de hidrdlise no agar, representada por um halo transparente. Este fenémeno esta
relacionado com a quantidade de proteases produzida (Lantz e Ciborowski 1994;
Priya e Vasuki 2014). O halo é visualizado em volta das col6énias que crescem
nestas placas de agar contendo proteinas do leite. Porém, na realizagdo do
presente trabalho, tal metodologia foi adaptada, pois ao cultivar os fungos
diretamente no skim Milk-agar poderia haver auséncia de crescimento fungico
pela caréncia de nutrientes no meio ou o fungo poderia crescer antes da
formagéo do halo, prejudicando a visualizagdo do mesmo. Por este motivo, os
fungos foram cultivados em meio liquido (caldo Sabouraud) e apenas os seus
extratos filtrados foram usados para detectar a producao de proteases por meio
das cavidades.

Priya e Vasuki (2014) investigaram a capacidade proteolitica de 3
bactérias do género Bacillus sp., isoladas a partir de uma amostra de solo, por
meio de dois screenings: no primeiro, cultivaram os microrganismos em placas
contendo skim Milk-agar; no segundo, utilizaram o extrato filtrado do cultivo do
isolado que produziu o maior halo transparente no screening anterior, apenas
para comprovar qualitativamente a producao de proteases. O desenvolvimento
de zona clara em torno do poco foi observado, supondo que ambos os métodos
qualitativos podem ser equivalentes.

Varias espécies de fungos (Aspergillus flavus, A. melleu, A. niger,
Chrysosporium keratinophilum, Fusarium graminarum, Penicillium griseofulvin,
Scedosporium apiosermum) e de bactérias (Bacillus licheniformis, B. firmus, B.
alcalophilus, B. amyloliquefaciens, B. proteolyticus, B. subtilis, B. thuringiensis)
sdo comprovadamente produtoras de proteases (Ellaiah et al. 2002; Ravikumar
et al. 2012).
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A maioria dos fungos coletados neste estudo (n=28; 78,13%) pertencem
ao género Aspergillus sp. Espécies deste género, como A. niger e A. oryzae, sao
conhecidos por possuirem uma habilidade natural para secretar grandes
quantidades de proteinas, como enzimas hidroliticas (principalmente amilases,
proteases e celulases), para o meio de crescimento (Nevalainen et al. 2005).

Proteases extracelulares obtidas a partir de fungos do género Aspergillus
sp. geralmente sdo acidas ou alcalinas e possuem um alto valor comercial devido
as suas diversas aplicagdes, como na produgéo de detergentes, produtos para
fins diagnodstico, nas industrias farmacéutica e alimenticia, no tratamento do
couro, na recuperacgao da prata, na gestao de residuos, dentre outras (Rao et al.
1998).

Até o presente momento, apenas um estudo, realizado no ano de 2009
por Morya e Yadav, avaliou a produgdo de proteases por A. tubingensis. As
cepas utilizadas foram isoladas do solo de uma floresta localizada na india. O
screening qualitativo para a atividade proteolitica foi realizado em meio sodlido
acrescido de skim Milk. A producdo de proteases foi realizada em fermentagao
submersa com meio Czapek, acrescido de extrato de levedura, peptona, glicose
e alguns elementos-traco. O cultivo foi realizado sem agitacéo, a 30 °C, durante
96 horas. Apds ser filtrado e centrifugado, o sobrenadante foi usado como extrato
bruto da enzima. A quantificagdo das proteases foi realizada usando tirosina. A
maxima quantidade de proteases produzida foi 60,55 U.mL".

As divergéncias metodoldgicas podem justificar a diferenca entre as
quantidades de proteases obtidas em ambos os estudos. Primeiramente, estes
nao sdo comparaveis em termos de quantificagdo de proteases, visto que a
metodologia utilizada é diferente. A forma em que se da a fermentagao submersa
também € um diferencial. Enquanto o estudo anterior usa incubacao estagnada,
este foi realizado em agitador rotatério, com agitagéo constante e ininterrupta, o
que pode estimular a migragao das proteases para o meio extracelular, tornando-
as disponiveis no meio e facilitando a sua captura. Este trabalho também se
torna mais completo por ter sido realizado durante um periodo mais extenso e
por determinar a faixa de tempo em que a producdo de proteases € maior, ao
passo que o estudo anterior s6 avaliou o tempo final de cultivo.

O valor do pH do meio de cultivo exerce influéncia sobre a producéo e a
atividade enzimaticas. Em 1972, ao investigar o efeito do pH inicial na formacao
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de proteases usando cerca de 230 cepas de fungos, Kamada et al. concluiram
que o pH inicial € um fator muito importante para a formagdo de proteases
extracelulares, tendo em vista que a acidez do meio é fundamental neste
processo, ja que existem proteases acidas, neutras e alcalinas. Ja Fleuri e Sato
(2008) concluiram que dentre os parametros avaliados em seu estudo, o pH foi
0 unico que exerceu algum efeito estatisticamente significativo sob a produgéo
de proteases pelo actinomiceto Cellulosimicrobium cellulans, pois um incremento
desta variavel induziria uma diminuigdo da producao de protease. A temperatura
e a agitagdo dos frascos ndo apresentaram nenhum efeito estatisticamente
significativo no referido estudo.

No presente trabalho, a composigao e o pH inicial do meio de cultivo foram
mantidos, pois objetivou-se avaliar apenas o perfil da produgédo de proteases
pelo fungo A. tubingensis nas condi¢gées analisadas. Como foi observado
anteriormente (Tabela 2 e Figura 7), nas primeiras 24 horas de cultivo, o valor
do pH foi de 3,40. Este valor decaiu aproximadamente 1,7 vezes em relagao ao
valor inicial (5,61). No periodo de 144 horas de cultivo, momento em que a
atividade proteolitica € maxima (29,46 U.mL™"), o pH foi de 3,80. A partir das 192
horas de cultivo, podemos observar o aumento de pH (4,84) e o decaimento da
atividade enzimatica (2,93 U.mL™"). Esses dados corroboram com a potencial
produgao de proteases acidas pelo fungo em estudo. De acordo com De Morais
(1984), na auséncia de meio tamponado, o valor do pH cai durante as primeiras
fases de fermentacdo e este fendbmeno pode ser tido como um reflexo da
atividade do fungo, que estéd absorvendo aminoacidos, acumulando ions,
excretando gas carb6nico no meio ou mesmo excretando ions H* durante a
geracao de ATP pela respiragao.

Geralmente, observa-se que o pH dos meios de cultivo tende a cair ao
longo dos mesmos. Bidochka e Khachatourians (1988) sugeriram que a queda
nos niveis de pH observada na produgéo de proteases extracelulares pelo fungo
Beauveria bassiana ocorreu devido ao acumulo de metabodlitos acidos, como o
acido oxalico. O aumento da acidez do meio também foi observado por Dias et
al (2008), que utilizaram um meio nao tamponado na produgao de proteases. No
presente trabalho, apesar de haver um decréscimo acentuado no pH durante as
primeiras 192 horas de cultivo, o mesmo aumentou significativamente nas

ultimas 48 horas (de 4,84 para 7,10), discordando dos resultados obtidos nos
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estudos citados anteriormente. Tal evento necessita de uma investigagdo mais
aprofundada, tendo em vista que coincide com o decréscimo acentuado da
atividade proteolitica do fungo, porém nao se sabe se ha uma relagao direta entre
os fatos.

Observou-se, também, que entre os periodos 168 a 192 horas, a atividade
proteolitica cai aproximadamente 9 vezes (de 26,55 para 2,93 U.mL-"), ao passo
que o fungo mantém seu crescimento ativo. Resultados semelhantes foram
encontrados por Chauhan e Gupta (2004), os quais afirmam que o decaimento
na produgédo de proteases apos periodos prolongados de incubagédo pode
ocorrer devido a autolise ou atividade proteolitica de outras proteases sob
condicoes de escassez de substrato. Portanto, o fato de o fungo continuar
crescendo até o final do cultivo sugere que o substrato do meio pode ter se
esgotado, fazendo com que o fungo consumisse as enzimas do meio como uma
alternativa. Porém, para comprovar tal sugestao, seria necessario quantificar a
glicose (substrato) em cada amostra coletada.

Dos 32 fungos coletados, 3 pertencem ao género Cladosporium sp.
(12,5%), que sao fungos deuteromicetos de distribuigdo mundial (Potin et al.
2004; Qi et al. 2009), predominantes nas regides tropicais e subtropicais (de
Hoog et al. 2000; Ding et al. 2008). Este género inclui varias espécies saprofiticas
associadas a plantas, sendo que algumas séo patogénicas. Algumas espécies
possuem aplicagbes comprovadas. Ding et al. (2008) determinaram que a
espécie de Cladosporium sp. estudada em seu trabalho possui potencial
antimicrobiano frente a algumas cepas de bactérias e fungos. Kumar e
Manonmani (2013) isolaram uma espécie de Cladosporium sp. capaz de produzir
L-asparaginase. Chinaglia et al. (2014) caracterizaram lipases extracelulares
produzidas por C. cladosporioides. Porém, além destas aplicagbes, pode-se
destacar que a produgao de proteases por Cladosporium sp. ja foi estudada por
Murao et al. (1972), os quais avaliaram as condigdes de cultivo, os processos de
purificagcdo e algumas propriedades de uma protease acida produzida por tal
cepa. Ja em 1984, Robertsen concluiu que o fungo Cladosporium cucumennum
produz uma protease alcalina extracelular quando cultivado em um meio liquido
contendo pectina e gelatina.

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios toxicos que surgem de forma

natural em produtos agroalimentares em todo o mundo. As mais relevantes para
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a seguranga sanitaria de alimentos sdo as aflatoxinas, a ocratoxina A e as
fumonisinas. Sao produzidas principalmente por espécies que pertencem aos
géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium, sendo téxicas para humanos e
animais, quando ingeridas em pequenas quantidades. Podem ser
carcinogénicas, mutagénicas, teratogénicas, citotoxicas, neurotoxicas,
nefrotoxicas, estrogénicas e imunossupressoras (Soares et al. 2013).

Atualmente, sabe-se que algumas espécies que pertencem a Secao Nigri
ou dos “Aspergillus negros” sdo comprovadamente produtoras de toxinas, como
a ocratoxina A e a fumonisina B2. O A. tubingensis € um fungo membro da Segao
Nigri (grupo do Aspergillus niger). Os Aspergillus deste grupo encontram-se
largamente distribuidos na natureza e sdo fungos deterioradores comuns em
alimentos.

Para garantir a seguranca da manipulagdo, a cepa de A. tubingensis
estudada neste trabalho foi investigada quanto a producao de micotoxinas como
a ocratotina A e fumonisina B2, sendo considerada nado-produtora. Dentre as 16
espécies de Aspergillus section Nigri estudadas por Samson et al. (2004) e Vries
et al. (2005), somente quatro espécies foram confirmadas como produtoras de
OTA: A. carbonarius, A. niger sensu stricto, A. lacticoffeatus e A. sclerotioniger.
As demais espécies testadas (A. aculeatus, A. brasiliensis, A. costaricaensis, A.
ellipticus, A. foetidus, A. heteromorphus, A. homomorphus, A. japonicus, A.
piperis, A. tubingensis e A. vadensis) algumas das quais descritas na literatura
como produtoras de OTA, ndo foram confirmadas como produtoras. Estes dados
confirmam os trabalhos de Samson et al. (2004) e Frisvad et al. (2011), que néo
encontraram cepas de A. tubingensis produtoras de ocratoxina A e fumonisina
B2.

Em 2007, Frisvad et al. relataram pela primeira vez a producao de
fumonisina B2 por A. niger. Até entdo a produgao de fumonisina havia sido
relatada apenas em Fusarium verticillioides, que € comum em milho, e em
algumas outras espécies do género Fusarium sp..

A ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina nefrotoxica, que se estiver
presente nos alimentos, pode causar danos a saude do consumidor. A Agéncia
Internacional para Pesquisa sobre Céancer (IARC, 1993) classificou a OTA como
um agente possivelmente carcinogénico para humanos (grupo 2B). As

fumonisinas estdo entre as micotoxinas mais importantes na seguranca dos
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alimentos e de ragdes. A fumonisina B1 é a fumonisina mais intensivamente
estudada, mas quando comparada a B2, esta ultima é mais citotéxica que a B1
(Gutleb et al. 2002).

O estudo da producdo de proteases por microrganismos tem uma
importancia particular em virtude das vantagens em utilizar tais seres como fonte
destas enzimas, as quais possuem ampla aplicagéo biotecnolégica e industrial.
Ademais, os resultados apresentados neste trabalho indicam que a espécie A.
tubingensis, isolada no semiarido paraibano, representa uma boa produtora de
proteases. Porém, novos estudos sdo necessarios para otimizar a produgéo,
além de classificar e caracterizar a enzima afim de torna-la industrialmente
aplicavel. Por fim, também se faz necessaria a identificagao das demais espécies
fungicas isoladas neste estudo, ja que trabalhos anteriores indicam que outras
espécies de Aspergillus sp. e Cladosporium sp. sdo produtores de enzimas

proteoliticas.
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NOTA DE ESCLARECIMENTO

No inicio desta pesquisa, esperava-se isolar fungos filamentosos do
semiarido paraibaino, fazer um screening da producdo de proteases pelos
mesmos e dar continuidade com apenas com um dos fungos, almejando otimizar
as condigdes de cultivo (meio de cultura, tempo, pH e temperatura) até encontrar
aquela que oferecesse a produgdo de uma maior quantidade de proteases. Por
fim, prosseguir-se-ia com testes em biorreator e identificagdo da classe de
proteases.

Porém, o melhor produtor da enzima de interesse foi identificado como
Aspergillus tubingensis que, como foi relatado, pertence a Segéao Nigri do referido
género e seria um provavel produtor de micotoxinas. Em parceria com o Instituto
de Tecnologia de Alimentos de Sao Paulo, foram realizados testes para
investigar se tal microrganismo seria produtor de ocratoxina A e fumonisina B2.
Todavia, em virtude do tempo necessario para a realizagao dos referidos testes
(que seriam de suma importancia para garantir seguranga na manipulagéo da
cepa), foi necessario interromper a pesquisa, ja que a possibilidade de trabalhar
com uma espeécie possivelmente toxima era totalmente inviavel. Como o
resultado desta investigacdo foi liberado as vésperas da apresentagédo deste
trabalho, foi necessario buscar uma alternativa que fornecesse resultados
publicaveis e, portanto, iniciou-se uma pesquisa envolvendo outro
microrganismo.

Assim, buscando encontrar resultados satisfatorios, decidiu-se continuar
trabalhando com a producgéo de proteases por microrganismos, porém utilizando
a levedura Rhodotorula mucilaginosa L07. Trata-se de um microrganismo ja
investigado pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Biotecnologia Bioquimico-
Farmacéutica da Universidade de Sdo Paulo. Anteriormente, tal grupo investigou
a produgdo de proteases pela mesma, usando agitador rotatério. Porém,
nenhum trabalho foi realizado com o mesmo propdsito, porém usando
biorreatores de bancada. Assim, o Capitulo 3 foi escrito a partir da avaliagao da
producéo de proteases pela R. mucilaginosa LO7 em biorreator.
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Resumo

Os microrganismos possuem grande diversidade metabdlica, a qual é explorada
ha muitos anos visando a obtenc&o de produtos biotecnoldgicos. As enzimas s&o
produtos de alto valor agregado, o que desperta a realizagdo de pesquisas com
o intuito de obté-las. As proteases, enzimas utilizadas nas industrias de
farmacos, alimentos e outros produtos respondem por cerca de 60% do mercado
mundial de enzimas. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a produgao de
proteases pela levedura Rhodotorula mucilaginosa LO7 em biorreator. Tal
microrganismo, oriundo da Antartida, foi cultivado em biorreator, seguindo
condicoes pré-estabelecidas em experimentos realizados em agitador rotatdrio.
Os cultivos procederam-se em Caldo Sabouraud, a 25 °C, por 72 h, havendo
variagdo na agitagéo e na aerag&o. Foram avaliados os parametros: crescimento
celular (biomassa), substrato (glicose e proteinas totais), pH e producdo de
proteases (atividade proteolitica). O maior valor de atividade obtido foi de 124,88
U.mL"', com agitacdo de 500 rpm e aeragdo de 1,0 vwvm. Os resultados
mostraram que o fornecimento de oxigénio influencia positivamente na atividade
proteolitica, mas quando ha saturagdo do meio, o valor da atividade € maximo
dentro das condigdes testadas. A atividade enzimatica aumentou de 33,36 para
124,88 U.mL"", em agitador rotatdrio e biorreator, respectivamente. A biomassa
também cresceu com o aumento do fornecimento de oxigénio. Houve pequena
acidificacdo dos meios em todos os cultivos. Conclui-se que o impacto do
fornecimento de oxigénio em cultivos da R. mucilaginosa L0O7 foi positivo para a
producédo de proteases, pois observou-se que a mesma aumentou em quase
quatro vezes quando a levedura foi cultivada em biorreator.

Palavras-chave: Rhodotorula mucilaginosa; proteases; biorreator; parametros

cinéticos; otimizagao.
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1. INTRODUCAO

O interesse industrial por tecnologias enzimaticas vem aumentando
gradativamente, principalmente, nas areas de engenharia de proteinas e
enzimologia, as quais ampliaram consideravelmente o potencial de aplicagao
das enzimas como catalisadores em processos industriais (CASTRO et al.,
2004).

As enzimas podem ser de origem animal, vegetal e microbiana, sendo
esta ultima a fonte mais recorrida na geragdo de diferentes produtos por
processos fermentativos, dente eles enzimas de aplicagdo biotecnoldgica. As
vantagens da utilizagdo dos microrganismos incluem menores custos na sua
obtencdo e possibilidade de produgdo em larga escala em fermentadores
industriais (CARVALHO et al., 2005; BARATTO et al., 2011), além da facilidade
de crescimento e adaptacao em diferentes ambientes, diversidade bioquimica e
manipulagao genética (KAPNOOR; MULIMANI 2010).

A diversidade de microrganismos existentes justifica a busca por novos
produtores de enzimas de interesse industrial (CARVALHO et al., 2005). Os
microrganismos ocupam praticamente todos os nichos vivos e ndo-vivos da
Terra, dentre eles fontes hidrotermais, sedimentos de rochas profundas,
desertos, bem como ambientes marinhos (STROBEL, 2003). Varios relatos
afirmam que mais de 90% dos ambientes marinhos possuem uma ampla
diversidade de vida microbiana, a qual compreende protistas, bactérias, fungos
e algas unicelulares (ENGEL et al., 2002; MAIANGWA et al. 2014; SINGH,;
GARG, 2014). Neste contexto, nichos ecoldgicos pouco explorados, como o
continente antartico, tém recebido grande atencdo devido ao potencial dos
recursos genéticos microbianos que habitam estes ecossistemas (SHIVAJI,
PRASAD, 2009; DUARTE et al., 2013), incluindo a biodiversidade das espécies
e resisténcia as condi¢gées climaticas e geograficas, além da diversidade
metabdlica complexa e biomoléculas unicas provavelmente desenvolvidas pela
necessidade de resisténcia as condigbes desfavoraveis de seu ambiente de
origem.

No contexto da producdo de proteases, 0os microrganismos recebem
destaque em virtude das vantagens em utiliza-los em processos biotecnoldgicos.

Proteases microbianas séo utilizadas em muitas aplicagées industriais e tém sido
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amplamente exploradas pelas industrias alimentares, produtos lacteos e
detergentes desde os tempos antigos (THERON; DIVOL, 2014). Ademais,
microrganismos em geral podem crescer rapidamente com alta produtividade e
sem problemas de sazonalidade (JIANG et al., 2005; MENDEZ et al., 2011),
independentemente de fatores externos, ja que em ambientes laboratoriais é
possivel controlar as condigdes de cultivo, garantindo a produgéo do metabdlito
de interesse (MAPARI et al., 2010).

Proteases extracelulares de leveduras s&o também relevantes em
processos biotecnoldgicos (estabilizagdo de cervejas e vinhos, alimentos,
produtos farmacéuticos e outros) e varios géneros ja foram identificados como
produtores de proteases, como o género Rhodotorula (OGRYDZIAK, 1993).
Algumas leveduras deste género se caracterizam por produzir carotenoides
caracteristicos, tais como [-caroteno, toruleno e torularrodina, em varias
proporcées (PERRIER et al., 1995; AKSU; EREN, 2005).

A espécie Rhodotorula mucilaginosa é uma levedura que pode ser
encontrada em diversos ambientes, como solos, lagos, agua do mar e em
produtos laticinios, colonizando plantas, seres humanos e outros mamiferos,
bem como o ar (CHUNLI et al., 2008). E comprovadamente produtora de
carotenoides, sendo o toruleno, um carotenoide interessante para aplicagdes
industriais, o principal pigmento produzido por tal levedura (ZOZ et al., 2014).
Porém, com relagao a producao de proteases, resultados positivos de screening
quanto a atividade proteolitica (DUARTE et al., 2013) foram encontrados na
literatura, mas o perfil de produgédo destas enzimas pela R. mucilaginosa LO7
ainda nao foi avaliado.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 PROCESSO0S BIOTECNOLOGICOS INDUSTRIAIS

A partir do desenvolvimento da industria de antibioticos nas décadas de
1940 e 1950, os processos biotecnoldgicos industriais apresentaram rapido
progresso. Inumeras substancias como enzimas, peptideos e aminoacidos,
acidos organicos, farmacos, vitaminas, dentre outros produtos, sdo produzidas
hoje em dia por processos bioquimicos, que muitas vezes sdo a unica alternativa
para sua obtengdo, ou se mostram extremamente vantajosos quando
comparados a rotas envolvendo sinteses quimicas (CERRI, 2009).

A Dbiotecnologia reune um conjunto de técnicas que abrange
conhecimentos cientificos bioldgicos e tecnoldgicos, aplicaveis a procedimentos
gue envolvem organismos e seus derivados. Combina protocolos de pesquisa ja
existentes com novos processos cientificos derivados de disciplinas como
Bioquimica, Biologia Molecular e Celular, Engenharia Quimica, Ciéncias da
Computagdo, Ciéncias Materiais, Genética, Imunologia, Fisiologia,
Microbiologia, dentre outras (KREUZER; MASSEY, 2002). Permite cultivar
microrganismos para produzir e desenvolver produtos para setores variados,
como a agricultura, alimentagao, energia, eletrénica, meio ambiente, pecuaria,
quimica e medicina (SILVEIRA et al., 2002).

Bon et al. (2008) afirmam que o desenvolvimento da biotecnologia é vital
para o futuro do Brasil, pois resulta em processos de baixo impacto ambiental,
desde que utilize os recursos naturais de maneira sustentavel com preservagao
dos ecossistemas. Sendo assim, o Brasil tende a ser uma futura poténcia
mundial por possuir a maior biodiversidade do planeta, desde que seja capaz de
gerir esse imenso patrimdnio, implementando politicas de incentivo as pesquisas
para o desenvolvimento de tecnologias que potencializem a utilizagdo dos
recursos naturais e a produgao de bens de elevado valor agregado.

De acordo com Lima et al. (2001), um processo biotecnolégico envolve
diversas etapas que dependem da escolha da matéria-prima, da esterilizacédo
dos meios de producdo e dos equipamentos. O isolamento e a selecédo de
microrganismos, além do melhoramento genético das cepas e a conservagao

das culturas puras é determinante na produtividade do processo. O cultivo em
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biorreator, o controle do processo, a extragdo, a purificagao e a formulagéo do
produto, além do tratamento e reaproveitamento dos efluentes gerados, séo
etapas que influenciam diretamente o custo do produto final nos processos
industriais.

Os bioprocessos industriais envolvem principalmente fermentagdes
microbianas ou de células animais. Para desenvolver um bioprocesso produtivo,
€ necessario testar diversos fatores, como a composi¢do do meio de cultivo,
especialmente as fontes de carbono e nitrogénio; porém, fatores fisicos, tais
como temperatura, pH, tempo de incubagéo, agitagdo e densidade do inéculo
também influenciam. Para fins industriais, essa otimizagao é fundamental para
se desenvolver processos mais rapidos, a fim de reduzir o tempo e o custo da
producao (KENSY et al., 2009; BALACHANDRAN et al., 2012).

2.1.1 Biorreatores:

Agitadores rotatérios, microplacas e biorreatores de bancada sao
comumente usados na realizagdo de cultivos para o desenvolvimento de
bioprocessos. Cultivos realizados em agitadores rotatérios sédo facilmente
preparados e permitem que mais de uma condigao seja testada em paralelo. Ja
as microplacas permitem um grau muito maior desse tipo de experimento. Mas
sabe-se que as amostras de ambas as técnicas citadas sao limitadas devido ao
pequeno volume e, além do mais, poucas informac¢des podem ser geradas. As
células sao submetidas a altas concentracdes da fonte de carbono e o pH pode
mudar durante o cultivo. Cultivos industriais permitem um controle maior das
condigbes testadas, como pH e concentragdo de oxigénio dissolvido. Os
sistemas de fermentacdo em escala de bancada atendem a esses requisitos
(NEUBAUER et al., 2013).

No desenvolvimento de um processo biotecnoldgico, biorreatores de
bancada desempenham um papel essencial para realizagdo de experimentos de
cultivo em pequena escala e na obtengdo de um alto rendimento. A utilizagéo de
tais biorreatores acelera o desenvolvimento do processo, que é geralmente lento
e caro (NEUBAUER et al., 2013; LATTERMANN; BUCHS, 2015). Assim, nos

ultimos anos, tecnologias de alta capacidade tornaram-se bem estabelecidas em
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laboratérios de pesquisa em busca de alto rendimento e para ganhar mais
insights sobre os bioprocessos (KENSY et al., 2009).

De acordo com Dasu et al. (2003), os biorreatores séo utilizados para o
cultivo de microrganismos em grandes quantidades e sob condi¢des
controladas. Os biorreatores sdo reatores de tanques agitados, equipados com
varias unidades de controle. Uma configuragéo basica é composta de unidades
de controle automatico para o pH, oxigénio, temperatura e velocidade de
agitacdo. Todos estes sistemas de controle funcionam sem qualquer contato
com o ambiente externo, evitando assim a contaminagéo da cultura e a liberagao
de, por exemplo, organismos patogénicos, além de se ter melhor controle de
todo o processo de producdo. A importancia destes sistemas de controle torna-
se evidente considerando que num bioprocesso aerdébio, o consumo total de
energia € compartilhado, em partes iguais, pela aeragao, resfriamento e mistura.

Ha varios modelos de biorreatores empregados em processos
biotecnoldgicos. Porém, aqueles usualmente utilizados em cultivos de
microrganismos e ceélulas, independentemente da escala, sdo os convencionais
tanques agitados e aerados e os biorreatores pneumaticos. Estes, por sua vez,
se subdividem em pneumaticos de coluna de bolhas e airlift.

Na industria de fermentagao, os biorreatores do tipo tanque agitado e
aerado sao os mais utilizados, de acordo com Charles (1985). Bustamante et al.
(2013) afirmam que esta ferramenta € bastante empregada na produgéo de
bioprodutos importantes e envolvem o cultivo aerébio de microrganismos. Muller
et al. (2012) complementam que s&o equipamentos laboratoriais e industriais
bem estabelecidos que permitem a modelagem quantitativa da dinamica de
crescimento microbiano e da cinética enzimatica in vivo.

As vantagens da sua utilizagdo englobam a correta distribuicdo dos
nutrientes, um minimo de morte celular resultante da adicdo de acido e base
concentrados para o controle de pH, uma confiavel transferéncia de calor para o
controle da temperatura e de massa para o suprimento de oxigénio e a facilidade
no aumento de escala (CHARLES, 1985). A produgdo de enzimas por
fermentagéo geralmente é realizada neste tipo de biorreator. Justifica-se tal
procedimento pela necessidade de se obter maior homogeneizagao do conteudo
do biorreator e transferéncia de oxigénio ser mais efetiva (SCHMIDELL, 2001).
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Nos biorreatores pneumaticos, tais como o de coluna de bolhas e o airlift,
a fase liquida é agitada sob borbulhamento de ar (ou outro gas) a partir do fundo
do reator, 0 que elimina a necessidade de um agitador mecénico. Este tipo de
agitacdo permite alta taxa de transferéncia de oxigénio, que € uma condigéo
necessaria para o crescimento de microrganismos e a produg¢ao do metabdlito
de interesse (como enzimas) em bioprocessos aerébicos (ESPERANCA et al.,
2014).

Por ndo utilizarem agitadores mecanicos, o risco de contaminacdo é
menor nos biorreatores pneumaticos do tipo airlift. Ademais, o gasto com energia
também é reduzido, pois estima-se que 0s mesmos requerem apenas um tergo
da energia necessaria para os reatores de tanque agitado. A turbuléncia do fluxo
produz condigbes favoraveis para a transferéncia de massa e também pode ser
usada para suspender particulas solidas (TRAGER et al., 1989; CERRI,
BADINO, 2012).

A Figura 1 esquematiza os dois tipos de biorreatores mais utilizados em
biprocessos: o biorreator de tanque agitado e aerado e o pneumatico do tipo
airlift.

Figura 1. Tipos de biorreatores utilizados em bioprocessos. a) Biorreator de
Tanque Agitado e b) Biorreator airlift
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Fonte: Adaptado de Donini et al., 2010.
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2.1.2 Fornecimento de oxigénio como fator limitante

Em bioprocessos que envolvem o cultivo de células aerdbias ou aerdbias
facultativas, o oxigénio apresenta-se como elemento essencial no suprimento de
energia para o metabolismo celular. Esta envolvido no processo de reoxidagéo
das coenzimas que participam das reagdes de desidrogenacgédo ao longo da
glicdlise, no ciclo de Krebs e no processo de produgédo de energia “quimica”,
transformando as moléculas de ADP em moléculas de ATP, fundamental para o
crescimento celular, sintese de produtos, transporte e outras atividades celulares
(SCHMIDELL, 2001).

A aeracao e a agitagdo em biorreatores sdo parametros essenciais para
fornecer oxigénio aos microrganismos cultivados e homogeneizar o meio de
cultivo, para, assim, manter a uniformidade da suspensdo de microrganismos e
a transferéncia de massa acelerada do produto metabdlito (ARAUZ, 2011).

Tendo em vista que os bioprocessos aerobicos sdo usualmente realizados
em meio aquoso, a transferéncia de oxigénio torna-se um fator limitante, pois
revela-se um problema critico devido a baixa solubilidade do oxigénio em agua
(AMARAL et al., 2006; GARCIA-OCHOA; GOMEZ, 2009; QUIJANO et al., 2010).
Ademais, altas velocidades globais de respiragdo celular exigem grande
demanda de oxigénio para garantir a viabilidade das células cultivadas
(SIVAPRAKASAM et al., 2008). Em muitos sistemas aerdbios, a disponibilidade
de oxigénio para os microrganismos depende da transferéncia de massa, bem
como da velocidade com que o oxigénio dissolvido é utilizado (KARGI; MOO-
YOUNG, 1985).

Assim, é de fundamental importancia abordar a tematica da transferéncia
de oxigénio em processos fermentativos aerdbios, ou seja, a dissolugdo de
oxigénio no meio de cultura para que o microrganismo possa exercer suas
atividades. O transporte de oxigénio desde a bolha de ar até o interior da célula
€ afetado e controlado por uma grande resisténcia a essa transferéncia de
oxigénio e que pode ser subdividida em diversas resisténcias especificas. Na
Figura 2, busca-se ilustrar algumas dessas possiveis resisténcias.

Garcia-Ochoa e Gomez (2009) afirmam que a concentragéo de oxigénio
dissolvido em uma suspensdao de microrganismos aerodbicos depende da
proporcdo da transferéncia de oxigénio gas-liquido. Os mesmos autores
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acrescentam que, na fase liquida, o oxigénio € transportado para as células

(onde é consumido), e essa transferéncia ocorre na propor¢do de oxigénio

consumido pelo microrganismo para crescimento, manutencéo e produgao.

Figura 2. Resisténcias associadas ao transporte do oxigénio de uma bolha de
ar para o interior de uma célula microbiana
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Fonte: BAILEY; OLLIS, 1986.

Cada resisténcia acima representada pode ser conceituada da seguinte

maneira:

R1:
R2:
R3:
R4:
R5:
R6:
R7:
R8:
R9:

Difusdo do gas do interior da bolha até a interface gas-liquido;
Passagem pela interface gas-liquido;

Difusédo através da pelicula estagnada de liquido, externa a bolha;
Transporte através do meio liquido;

Difusao através da pelicula estagnada externa ao agregado celular;
Passagem pela interface pelicula estagnada-agregado celular;
Difusdo no agregado celular;

Passagem pela membrana celular;

Difusao interna na célula.

Desta forma, a medida correta e/ou previsao do coeficiente volumétrico

de transferéncia de oxigénio (KLa) € um passo importante para projetar, operar

e ampliar escala de biorreatores.
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A taxa de transferéncia de oxigénio num biorreator depende de varios
fatores, como a geometria do biorreator (tipo de biorreator, distribuidor de
agitacao etc.), as propriedades do liquido (viscosidade, tensédo superficial etc.),
e a energia dissipada no fluido, que depende da taxa de fluxo de ar, da
velocidade de agitagdo etc. Essa transferéncia de massa de oxigénio pode ser
descrita e analisada pelo KiLa, que é o coeficiente de transferéncia de massa
volumétrica. Ele representa um dos parametros mais utilizados no desenho e
operagédo no equipamento de mistura dos biorreatores. Assim, o coeficiente
desempenha um papel importante na execugao, aumento de escala e economia
do processo (SIVAPRAKASAM et al., 2008).

Os mesmos autores acrescentam que a transferéncia de oxigénio esta
relacionada a agitacdo do sistema, que também é util para a mistura de
nutrientes e para manter o sistema homogéneo. No entanto, existem limites para
a velocidade de agitacdo devido ao consumo elevado de energia e aos danos
que podem ser causados aos microrganismos. A transferéncia gas-liquido é,
usualmente, a etapa limitante da velocidade de reag6es bioquimicas em escala
industrial. Por esta razdo, o desenho do biorreator e o aumento da escala

concentram-se em fornecer ampla transferéncia de oxigénio ao sistema.

2.2 Rhodotorula mucilaginosa

O género Rhodotorula pertence ao reino Fungi, sendo classificado como
basidiomiceto da familia Cryptococcaceae (FUNG et al., 2009). Rhodotorula
mucilaginosa € uma levedura aerobia obrigatéria, heterotrofica, nao-
fermentadora, produtora de altas concentracées de carotenoides e que pode
utilizar uma ampla variedade de fontes de carbono para seu crescimento
(MOORE et al., 1989). Por exemplo, Zheng et al. (2009) concluiram que tal
levedura é capaz de utilizar nitrobenzeno como uma unica fonte de carbono,
nitrogénio e energia sob condigao aerobica.

Nunes et al. (2013) afirmam que trata-se de uma espécie ubiqua, pois tem
sido isolada em fontes ambientais variadas, incluindo solo, ar, ecossistemas
aquaticos, plantas e frutas. E altamente heterogénea, com elevada variabilidade
genética e fenotipica (MOLINE et al., 2010).
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A producao de carotenoides pela levedura R. mucilaginosa ja foi estudada
anteriormente (MOORE et al., 1989; LIBKIND et al., 2004). Trata-se de um grupo
de pigmentos naturais amplamente distribuidos na natureza com grande
diversidade de estruturas e fungbes. Estes compostos tém sido amplamente
utilizados como corantes nas industrias de alimentos, farmacéutica, cosmética e
de ragdes. O interesse por carotenoides tem aumentado nos ultimos anos devido
a sua comprovada atividade pré-vitaminica A e pela evidéncia de outras
propriedades  biolégicas, tais como atividades imunomoduladoras,
anticarcinogénicas, prevencdo de degeneracdo macular e de doengas
cardiovasculares (SQUINA; MERCADANTE, 2003). Moliné et al. (2010)
complementam que, dentre os mais variados tipos de carotenoides, a R.
mucilaginosa produz quatro pigmentos principais: torularodina, toruleno, vy-
caroteno e [-caroteno, que sao sintetizados em diferentes taxas, dependendo
da cepa analisada. R. mucilaginosa ja foi usada como um sistema modelo para
estudos de fotoprotecdo por Moliné et al. (2010).

A R. mucilaginosa possui importancia biotecnolégica comprovada, pois €
produtora de pectinases (SAHAY et al., 2013), de lipases (ZIMMER et al., 2006;
POTUMARTHI et al., 2008; CHENNUPATI et al., 2009), esterases (LEE et al.,
1987), cutinases (ZHANG et al., 2015) e de acidos graxos, podendo acumular
alto teor de 6leo em suas células (LI et al., 2010). Porém, o perfil da produgao de
proteases por esta espécie ainda nao foi investigado.

2.2.1 Rhodotorula mucilaginosa L07

O continente antartico oferece uma gama de condigbes climaticas
extremas: temperaturas muito baixas, disponibilidade restrita de agua em estado
liquido, baixa precipitagdo anual, ciclos de congelamento e descongelamento
frequentes, baixa umidade do ar, ventos fortes, sublimacao e evaporacgao altas,
e, especialmente, a alta incidéncia de radiagdo solar ultravioleta com longos
periodos de escuriddo completa. Estes séo fatores limitantes significativos para
tornar o continente relativamente indspito para o desenvolvimento das
comunidades bioldgicas (COWAN; TOW, 2004; VAZ et al., 2011). No entanto,
revelou-se que tal habitat possui uma grande diversidade de espécies
extremofilas e microorganismos psicotropicos, incluindo leveduras (DUARTE et
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al.,, 2013). Carrasco et al. (2012) afirmam que esses microrganismos tém
adaptado seus processos celulares vitais para sobreviver em ambientes frios,
fazendo reciclagem de nutrientes e mineralizagdo de matéria orgénica por meio
de enzimas extracelulares (incluindo amilases, celulases, inulinases, proteases
e lipases), as quais possuem uma eficiéncia catalitica mais elevada do que os
seus homologos mesdfilos a temperaturas inferiores a 20 °C e exibem
especificidades com substratos ndo-usuais. Portanto, em virtude da gama de
substancias que sao forgados a produzir em condigées extremas em busca da
sobrevivéncia, tais microrganismos tornam-se candidatos atrativos para
processos industriais que exigem uma elevada atividade enzimatica.

Libkind et al. (2004) afirmam que as leveduras sdo membros comuns em
ambientes aquaticos e as leveduras produtoras de carotenoides estéo presentes
em habitats marinhos e de agua doce. A producdo de proteases pela cepa
estudada neste trabalho foi objeto de Chaud (2014), a qual realizou um screening
de atividade proteolitica em agitador rotatorio. No seu trabalho, foram utilizadas
99 leveduras, previamente isoladas em meio BDA (Batata Dextrose-Agar) a 15
°C, na Divisao de Recursos Microbianos (DRM) do Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas da Universidade de Campinas
(CPQBA/UNICAMP). Estas cepas foram coletadas de diferentes locais, sendo
que a R. mucilaginosa LO7 foi proveniente de algas marinhas. Todos os
microrganismos foram identificados por técnicas de Biologia Molecular.

Em seu trabalho, Chaud (2014) fez uma triagem a fim de verificar quais
cepas eram produtoras de proteases. Dentre os 99 isolados, 14 leveduras
mostraram-se protease positivas no teste qualitativo. Dentre estas, a maior
atividade proteolitica (33,36 U.mL™") foi apresentada pela R. mucilaginosa L07,
apos cultivo em caldo Sabouraud, a 25 °C, utilizando o agitador rotatdrio.
Realizou-se planejamentos experimentais visando o favorecimento desta
atividade, alterando a composicao do meio de cultivo, pH e temperatura. Quando
comparado ao resultado obtido com caldo Sabouraud, conclui-se que 0 aumento
da atividade proteolitica de 33,36 para 48,55 U.mL"" foi pouco significativo.
Realizou-se, também, a caracterizagdo das condigbes 6timas de temperatura e
pH da protease produzida por R. mucilaginosa L07, a qual revelou seu carater
acido, cuja maxima atividade (71,14 U.mL-") foi obtida em pH 5,0 a 50 °C.
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A Figura 3 ilustra colénias da levedura R. mucilaginosa, em agar

Sabouraud, a 25 °C, apd6s 72 horas de incubagéao.

Figura 3. Col6nias da levedura R. mucilaginosa LO7 em agar Sabouraud, apés
72 horas de incubagéo a 25 °C

Fonte: Arquivo pessoal.

Portanto, sabendo que a R. mucilaginosa é uma levedura aerdbia e que
tem atividade proteolitica comprovada anteriormente, pretendeu-se avaliar se o
fornecimento de oxigénio, por meio de diferentes taxas de aeracgao e agitagao,

influencia ou ndo na quantidade de enzimas produzidas.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a produgao de proteases pela levedura Rhodotorula mucilaginosa

LO7 em biorreator.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Cultivar a R. mucilaginosa LO7 em biorreator sob diferentes condi¢des de
agitagao e aeragao;

e Determinar o KLa de cada condig&o testada para estabelecer as melhores
variaveis estudadas;

e Determinar o perfil da atividade proteolitica da enzima produzida pela
levedura em amostras colhidas em tempos pré-determinados;

¢ Quantificar o crescimento celular e dosar proteinas totais e glicose no
meio de cultivo coletado em tempos pré-definidos;

e Avaliar a influéncia da agitagdo e da aeragdo sobre a atividade
proteolitica;

e (Calcular parametros cinéticos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local da pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Biotecnologia
Farmacéutica, localizado na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sao Paulo.

4.2 Microrganismo

A cepa da levedura Rhodotorula mucilaginosa selecionada para a
realizagdo deste trabalho é oriunda de uma coleta de amostras realizada na
Antartida, em margo de 2010, pela equipe da Profa. Dra. Lara Durdes Sette
(UNESP/Rio Claro) e encontra-se depositada na Colegcdo Brasileira de
Microrganismos de Ambiente e da Industria (CBMAI) da UNICAMP. O isolado
LO7 (R. mucilaginosa), selecionado para os ensaios de otimizagao da atividade

proteolitica, encontra-se depositado sob o numero de acesso CBMAI 1528.

4.2.1 Construgao do banco de trabalho

Para a realizagao de analises posteriores, foi construido um banco de
trabalho a partir da aliquota da levedura. O volume de 500 uL da suspensao
contendo as células foi descongelado e adicionado a um frasco Erlenmeyer com
capacidade para 125 mL, contendo 25 mL de caldo Sabouraud e encaminhado
ao agitador rotatorio (Tecnal) a 150 rpm e 25 °C, por 24 horas. Decorrido este
tempo, o caldo foi aliquotado em tubos Eppendorf (1 mL), sendo que ao mesmo
foi adicionada uma solugcdo de glicerol 20% (v/v). Os tubos mantiveram-se
preservados em ultrafreezer, a -80 °C.

4.3 Meio de cultivo
O meio Caldo Sabouraud (DIFCO LABORATORIES - BD) foi usado tanto

para o pré-indculo quanto para o meio de produgéo e preparado seguindo as
especificagbes propostas pelo fabricante. Em seguida, foi autoclavado a 121 °C,
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durante 20 minutos, tanto para o pré-indculo como para o cultivo no biorreator.

O Quadro 1 apresenta a composi¢cdo do meio Sabouraud.

Quadro 1. Composi¢cdo do Caldo Sabouraud (informagédo fornecida pelo
fabricante - DIFCO)

Digestao péptica de tecido animal 5,0g.L"’
Digestao pancreatica de caseina 5,0g.L"
Glicose 20 g.L!

pH inicial 56+0,2

4.4 Preparo do in6culo

O inéculo foi preparado a partir do banco de trabalho. Apds o completo
descongelamento, cada aliquota de 1 mL do estoque foi transferido
assepticamente para um frasco Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de caldo
Sabouraud. A incubacéo foi realizada em agitador rotatério a 150 rpm, 25 °C,
durante 24 horas. Para cada reator, eram necessarios 200 mL de in6culo para

1800 mL de meio de cultivo.

4.5 Condigdes de cultivo

4.5.1 Descrigao do biorreator

Os cultivos foram realizados em biorreator (New Brunswick Scientific,
modelo Bioflo 110), com capacidade para 3,0 litros (porém, o volume de trabalho
foi de 2,0 litros). Este possui dorna de vidro de borossilicato e tampa de ago inox.
Sua agitagdo é garantida por duas turbinas do tipo Rushton, com aeragéo
submersa (Figura 4). Para medir o pH e o oxigénio dissolvido durante o cultivo,
o biorreator possui um eletrodo de vidro esterilizavel modelo 405-DPAS-SC-
K8S/225 (Mettler Toledo) e um eletrodo polarografico autoclavavel (Mettler-
Toledo, modelo InPro 6110/220), sendo que ambos foram devidamente
calibrados. Uma sonda de temperatura, que envia sinal para o sistema de
controle, foi acoplada internamente ao biorreator. Este, por sua vez, ativa a

manta de aquecimento elétrica, instalada ao redor da dorna ou promove seu
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resfriamento, pois o biorreator € conectado a um banho termorregulado (Lauda),
cuja agua flui pela serpentina de ago inox existente no interior do biorreator. A
regulagem on-off dos dois sistemas mantém a temperatura em seu set-point, ou
seja, na temperatura ajustada para o cultivo (25 °C). A retirada de amostras foi
realizada por uma saida prépria, uma mangueira de silicone com sua
extremidade conectada a um amostrador. A Figura 5 ilustra o biorreator utilizado
neste trabalho.

Figura 4. Representacdo do biorreator New Brunswick Scientific Bioflo. A) Vista
superior; B) Vista lateral com manta de aquecimento; C) Vista lateral sem manda
de aquecimento (NEW BRUNSWICK, 2002)
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Figura 5. Foto do Biorreator New Bruswick Bioflo usado neste trabalho

Fonte: Arquivo pessoal.

4.5.2 Preparo do biorreator e do meio de cultivo

A dorna devidamente montada e contendo 1,8 L de caldo Sabouraud foi
esterilizada em autoclave a 121 °C, durante 20 minutos. Apos resfriamento da
dorna, a temperatura ambiente, o biorreator foi encaminhado para o seu devido
local, onde foram conectados todos os eletrodos necessarios ao seu
funcionamento.

Para controle da formagcdo de espuma foi adicionado, sempre que
necessario, um agente antiespumante (Antifoam Y-30 Emulsion; Sigma-Aldrich),

previamente esterilizado.
4.5.5 Condicdes dos cultivos
Durante os cultivos, a agitagdo (em rotagbes por minuto — rpm) e a

aeracao (em volume de ar por volume de meio por minuto — vvm) variaram, de

acordo com os valores descritos no Quadro 2.



82

Quadro 2. Valores de agitagdo e aeragao dos cultivos de R. mucilaginosa LO7
realizados em biorreator

Cultivo | Agitagao (rpm) | Aeragao (vvm)
100 1,0
2 300 1,0
3 500 1,0
4 500 1,5
5 500 2,0
6 500 2,5

As condic¢des de cultivo encontram-se resumidas no Quadro 3.

Quadro 3. Condigoes pré-estabeleciadas de cultivo da levedura R.
mucilagionosa LO7 em biorreator

Temperatura 25°C
Duragéo 72 h
Volume do in6culo 0,2L

Volume inicial do meio sem in6culo | 1,8 L

Volume inicial total 20L
pH inicial do meio de cultivo 56+0,2
Agitacéo e aeragao Descritas no Quadro 2

4.5.6 Calibracdo do eletrodo de oxigénio dissolvido

O monitoramento da concentragao de oxigénio dissolvido foi realizado por
meio do eletrodo descrito anteriormente (item 4.5.1). A sonda de oxigénio foi
calibrada antes do inicio de cada cultivo, em 0 e 100%. A calibragdo da sonda
de oxigénio em zero foi realizada com o ajuste da agitacdo a 500 rpm e
temperatura de 25 + 0,5 °C, seguida por borbulhamento do gas nitrogénio no
meio de cultura, até o oxigénio atingir valores estaveis proximos de zero. Ja a
calibragao da sonda em 100% foi realizada no meio de cultura, sob a agitagao a
500 rpm e borbulhando ar comprimido (1,0 vvm), até que o valor de oxigénio
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dissolvido atingisse valor constante. O ajuste em 100% foi feito manualmente
(SANTOS, 2007). Para a calibracdo do eletrodo foi utilizado o “Guia de
Operaces” Bioflo 110 Fermentor manual n°® M1273-0054 (NEW BRUNSWICK,
2002).

4.5.7 Calibragao do eletrodo de pH

Utilizou-se solugbes tampéao de pH=7,0 e de pH=4,0 (Synth) para calibrar
o eletrodo de pH descrito anteriormente no item 4.5.1. A calibragao foi realizada
antes da esterilizagdo da dorna, para que a dorna e o eletrodo fossem
esterilizados juntos.

4.5.8 Determinagado do coeficiente volumérico de transferéncia

de oxigénio (KLa)

Para determinar o produto entre o coeficiente global de transporte de
massa relativo a fase liquida (KL) e a area de interface (gas/liquido) por unidade
de volume de liquido (a), utilizou-se a técnica do gassing-out (PIRT, 1975). O
método consiste na eliminagéo do oxigénio dissolvido no meio de cultura através
da introdugéo de nitrogénio. Apos certo tempo, ligou-se a aeragao no biorreator
e anotou-se os valores crescentes da concentragdo de oxigénio dissolvido no

decorrer do tempo. O valor do KLa foi dado pela equacgao:

In(1-c/c*) =-KLa. 6 (equacao 1)

Onde:

C: concentragao de oxigénio dissolvido;

C*: concentragéo de saturacdo de oxigénio dissolvido;
KLa: coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio;

0: tempo.

sendo que c=0 quando 6 = 0. Uma regressao semi-logaritmica de (1-c/c*) com o
tempo (0) fornece o valor de Kia.
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As determinagbes do Kia foram realizadas antes do ensaio, no meio de
cultura, sob as mesmas condi¢des de cultivo no biorreator.

Apés as calibragdes dos eletrodos, foi colocado 0,2 mL do in6culo na
dorna contendo o caldo Sabouraud, assepticamente, através de uma abertura
da tampa de inox, utilizando um funil esterilizado. Vale ressaltar que esta foi a
ultima etapa realizada antes do cultivo propriamente dito; ou seja, todas as
sondas ja estavam conectadas ao biorreator.

4.6 Metodologias analiticas

Ao longo do cultivo, foram coletadas amostras, em tempos pré-definidos,
para quantificar crescimento celular (biomassa), substrato (glicose e proteinas
totais) e producéo de proteases (atividade proteolitica). Os volumes coletados
(de 5 mL, cada) foram transferidos para tubos Falcon com capacidade para 50
mL, os quais foram previamente identificados e pesados em balanga analitica
(Schimatzu). Apds cada coletada, as amostras foram centrifugadas (centrifuga:
Jouan) a 5000 g, por 10 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi guardado para
quantificagdo da atividade proteolitica, glicose e proteinas totais. O precipitado
foi utilizado para quantificar a biomassa.

Os volumes das amostras retiradas totalizaram menos de 10% do volume
total de cultivo do biorreator, de modo a evitar alteragGes significativas nas

condig¢des do cultivo.

4.6.1 Quantificacdo da biomassa

A biomassa foi obtida por meio do peso seco das células. Os tubos
contendo a massa solida (células) foram encaminhados a uma estufa de
aquecimento (Tecnal) a 50 °C, onde permaneceram até que a massa ficasse
constante (em média, 24 horas). Os tubos foram pesados novamente e a
biomassa foi calculada a partir da diferenga entre as massas (biomassa = tubos
Falcon contendo células — tubos Falcon vazios).
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4.6.2 Quantificagdo da atividade proteolitica

A atividade proteolitica foi quantificada com o substrato azocaseina
seguindo a metodologia adaptada de Charney e Tomarelli (1947). Os tubos
testes foram preparados com a adigdo de 0,15 mL de extrato enzimatico
previamente centrifugado e livre de células, 0,15 mL de reagente azocaseina
0,5% p/v em tampédo acetato de sédio 50 mM e pH 5,0. Estes tubos foram
incubados a 37 °C, por 40 minutos, em banho termorregulado (Nova Etica).

A reacao foi interrompida pela adi¢cdo de 0,15 mL de acido tricloroacético
(TCA) a 10% e o excesso de proteina precipitou. Em seguida, os tubos-teste
foram centrifugados a 17000 xg, por 10 minutos, a 4 °C. Apods a centrifugagao,
0,1 mL do sobrenadante da amostra foi transferido para uma microplaca e
adicionado 0,1 mL de hidroxido de potassio (KOH) 0,5 M. A reagdo com KOH
induz a formacéo da cor laranja no teste, caracteristica dos grupamentos azo em
pH alcalino e a intensidade desta coloragdo foi medida, posteriormente, em
espectrofotdbmetro UV-Visivel a 430 nm (Molecular Devices).

Os brancos das amostras foram preparados da mesma maneira, s6 que
foram previamente aquecidos a 100 °C, durante 20 minutos, para inativar as
proteases presentes nestas amostras.

Uma unidade de atividade proteolitica foi definida como a quantidade de
enzima capaz de produzir aumento na absorbancia de 0,001 por minuto de
reacdo a 430 nm, sendo expressa em U.mL"". O fator de diluigdo desta reacéo
equivale a 30. O resultado da atividade (Ul) € multiplicado por 750, que é o
resultado do seguinte quociente: 30/(0,001*40), onde 30 € o fator de dilui¢ao,
0,001 refere-se a absorbancia e 40 refere-se ao tempo em que os tubos
permanecem no banho termorregulado.

4.6.3 Dosagem de proteinas totais

Para determinacdo da concentracao de proteinas totais, foi utilizada a
metodologia do &cido bicinconinico (BCA), adaptada a partir de Smith et al.
(1985). As amostras do sobrenadante previamente coletadas e centrifugadas
foram diluidas em tampao fosfato salino (PBS) na proporcdo de 1:20
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(amostra:tampé@o). As amostras diluidas foram incubadas com solugdo BCA
(sulfato de cobre + acido biciconinico, na propor¢ao 1:50), em microplaca, sendo
25 pL de amostra diluida para 200 uL de reagente, durante 30 minutos e a 37
°C. A seguir, as densidades opticas das amostras foram determinadas em
espectrofotobmetro (Molecular Devices) com o comprimento de onda de 562 nm.

Para a determinagéo da curva padrao (Figura 6), foi utilizada albumina de
soro bovino (BSA) com concentragées variando de 0,1 a 1,0 g.L-'. Foram
calculadas a regressao linear e a equagao da reta. Os valores da concentragao
de proteina total foram expressos em g.L-' de cultivo, levando-se em

consideracao as respectivas diluigdes.

Figura 6. Curva padrao de proteinas totais
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4.6.4 Dosagem de glicose

A glicose presente no sobrenadante das amostras foi quantificada através
de um teste enzimatico colorimétrico (kit Bioliquid — Laborclin). As amostras
foram previamente diluidas com agua deionizada na propor¢do de 1:20
(amostra:agua). Para quantificagdo da glicose, seguiu-se as instrugdes
propostas pelo kit. Diluiu-se 10 pL da amostra diluida em 1 mL de reagente. Essa
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mistura foi incubada a a 37 °C durante 10 minutos. A seguir, determinou-se a
densidade 6ptica das amostras com o comprimento de onda de 505 nm.

Para a determinagédo da curva padrao (Figura 7), foi utilizada uma solugao
de glicose com concentragées variando de 0,125 a 1,0 g.L-'. Assim, foram
calculadas a regressao linear e a equagédo da reta. Os valores da concentragéo
de glicose foram expressos em g.L-' de cultivo, levando-se em consideracéo as

respectivas diluigbes.

Figura 7. Curva padrao de glicose
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4.7 Determinacao dos parametros cinéticos

A partir dos dados obtidos, foram determinados alguns parametros

cinéticos, de acordo com as seguintes equacgoes:

e Velocidade especifica maxima de crescimento (Umax):

In(X*) =InXy + uméax +t (equacéo 2)

Onde: X: concentragdo celular ao longo da fase exponencial; Xo: concentragdo

celular inicial; t: tempo.
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e Fator global de conversdo Yxs (rendimento de biomassa em relagdo ao
substrato):

_ Xmax—Xo ~
Yy/s = _So—Sf (equacao 3)

Onde: Xmax: concentragao celular maxima; Xo: concentragao celular inicial; So e
St. concentragédo inicial e final de substrato (glicose), respectivamente.

e Produtividade em produto (proteases) (Prodp): calculada ponto a ponto:

Pf—P
Prod, = L= (equagso 4)

Onde: Ps e Po: atividade proteolitica final e inicial, respectivamente; ti: tempo

de cultivo correspondente a Pf; to: tempo inicial igual a zero.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes quantitativos de atividade proteolitica realizados por Chaud
(2014) em agitador rotatério indicaram que os maximos valores de produgéo de
proteases foram obtidos em 48 horas de cultivo (33,36 U.mL") e mantiveram-se

constantes apds este periodo (Figura 8).

Figura 8. Atividade proteolitica da R. mucilagionosa LO7 em fung¢éo do tempo de
cultivo em Caldo Sabouraud a 25°C / 150 rpm /120 h
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Fonte: Chaud, 2014.

Portanto, sabendo que Chaud (2014) concluiu que, nestas condigées,
apos as 48 horas de cultivo a produgéo de enzimas proteoliticas se estabiliza,
os cultivos do presente trabalho foram realizados durante 72 horas, em
biorreator, com o intuito de verificar se a atividade proteolitica de R. mucilaginosa

LO7 poderia aumentar com o tempo.

5.6 Resultados experimentais obtidos em biorreator

Foram realizados 6 cultivos com R. mucilaginosa LO7 em biorreator, cada
um com duracgao de 72 horas. Tais experimentos foram realizados conforme as

condi¢bes descritas anteriormente (Quadro 3).
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5.6.1 Calculo do KLa

Para cada condi¢do experimental, foi realizada a determinagéo do Kia, no
préprio meio de cultivo. Os valores obtidos estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados experimentais do coeficiente volumétrico de transferéncia
de oxigénio (KLa)

Cultivo Agitacao Aeragao Coeficiente angular da reta Kia (h)

(rpm) (vvm) Ln(Cs-C) versus tempo
1 100 1,0 0,0049 18
2 300 1,0 0,0136 49
3 500 1,0 0,0275 99
4 500 1,5 0,0337 121
5 500 2,0 0,0374 135
6 500 2,5 0,0283* 102*

* valores incoerentes

Como se pode observar, o valor do KLa cresce de forma diretamente
proporcional aos valores de agitacdo e aeragdo. Porém, ha uma excegao:
quando a agitacdo equivale a 500 rpm e a aeracgdo é igual a 2,5 vvm, observa-
se que o valor encontrado para o KLa é de 102 h-'. Logicamente, este valor esta
incoerente e por esse motivo a determinacao deste ponto devera ser refeita, pois,
de acordo com Miller et al., 2012, o coeficiente volumétrico de transferéncia de
oxigénio (KLa) é uma caracteristica crucial para comparar, otimizar e escalonar
a eficiéncia de transferéncia de massa em biorreatores. Ou seja, para garantir a
reprodutibilidade dos experimentos, os valores aqui apresentados devem ser
determinados corretamente.

5.6.2 Quantificagdes analiticas

Os valores finais (t=72 h) dos parametros crescimento celular (biomassa),
substrato (glicose e proteinas totais), pH e producdo de proteases (atividade
proteolitica) dos ensaios realizados sdao mostrados na Tabela 2 e os perfis de

todos os cultivos estéo ilustrados na Figura 9.
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Tabela 2. Valores finais (t=72 h) dos pardmetros biomassa, glicose, proteinas
totais, pH e atividade proteolitica dos 6 cultivos de R. mucilaginosa LO7
realizados em biorreator

Parametros (72h)  Cultivo1 Cultivo2 Cultivo3 Cultivo4 Cultivo5 Cultivo 6

Agitacao (rpm) 100 300 500 500 500 500
Aeragao (vvm) 1,0 1,0 1,0 1,5 2,0 2,5
KLa (h) 18 49 99 121 135 102*
Biomassa (g.L™) 8,04 11,22 12,56 10,40 12,80 12,52
pH 4,27 3,8 3,8 4,12 4,06 4,31
Atividade proteolitica
(U.mL) 37,68 67,55 97,24 124,88 110,75 121,45
Glicose (g.L) 6,90 9,04 9,30 10,52 9,70 9,45
Proteinas totais (g.L™") 3,83 3,63 3,42 3,99 4,63 4,18

*valor que sera recalculado

Figura 9. Representacao das curvas biomassa, glicose, proteinas totais, pH e
producgéo de proteases de cultivos de R. mucilaginosa LO7 em biorreator. A1 e
A2) Agitacdo: 100 rpm e aeragdo: 1,0 vwm; B1 e B2) Agitacdo: 300 rpm e
aeragao: 1,0 vwvm; C1 e C2) Agitagéo: 500 rpm e aeragao: 1,0 vwvm; D1 e D2)
Agitacdo: 500 rpm e aeracao: 1,5 vwm; E1 e E2) Agitagao: 500 rpm e aeracgao:
2,0 vm; F1 e F2) Agitagdo: 500 rpm e aeragéo: 2,5 vvm
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Meios complexos ou com altos niveis de proteina promovem o
desenvolvimento de espuma; se ndo houver controle, a mesma pode causar
perda do caldo de cultivo e, consequentemente, do produto de interesse, os
quais se perdem juntamente com a espuma. Além do mais, pode haver
problemas de assepsia devido a eventuais entupimentos nas entradas e saidas
do biorreator e da presenca de bactérias mortas na espuma. Os agentes
antiespumantes (surfactantes) séo efetivos em reduzir a formagao de espuma,
porém diminuem a taxa de transferéncia de oxigénio, inibem o crescimento
celular e causam problemas na posterior purificagdo do produto, devido a sua
toxicidade (ARAUZ, 2011). Por estes motivos, foi adicionada uma quantidade
minima de antiespumante, apenas suficiente para o controle da formagao de
espuma em todos os cultivos.

Como observado na Tabela 2, a biomassa foi maior no Cultivo 5 (12,80
g.L™"), no qual a agitacgéo e a aeragdo foram de 500 rpm e 2,0 vvm. Porém, dois
valores quase equivalentes foram encontrados nos Cultivos 3 e 6 (12,56 e 12,52
g.L™"), nos quais a agitacéo foi de 500 rpm e as aeragdes foram de 2,5 vwme 1,0
vvm, respectivamente. Portanto, sugere-se que a aeragdo nao influenciou no
valor final da biomassa de tais cultivos, nos quais o valor da agitagéo foi o
maximo testado no presente trabalho (500 rpm). O contrario foi observado no
Cultivo 1, que apresentou a menor biomassa (8,4 g.L") e foi realizado com 100
rpm de agitagédo e 1,0 vvm de aeragado. Sabe-se que, com o crescimento celular
do microrganismo cultivado, a quantidade de oxigénio necessaria para manter a
viabilidade das células aumenta com o tempo, tornando obrigatério o
fornecimento continuo de oxigénio. Além disso, com o aumento do numero de
células, a viscosidade do meio varia, fazendo com que a transferéncia de
oxigénio seja prejudicada. Assim, como mostra a Figura 2, o oxigénio possui
mais barreiras até chegar ao microrganismo. Portanto, uma agitagao
consideravel permite que os nutrientes e 0 oxigénio se distribuam melhor no
meio, favorecendo o crescimento celular. Através desses dados, comprova-se
que a R. mucilaginosa € uma levedura aerdbia.

Aksu e Eren (2005) observaram um aumento na biomassa e na formacao
do produto de interesse (neste caso, carotenoides) quando as taxas de aeragao
para R. mucilaginosa eram elevadas. Neste caso, a aeragdo mostrou-se
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benéfica para o crescimento celular. No presente trabalho, observando-se os
graficos da Figura 7, nota-se que os perfis de crescimento celular e atividade
proteolitica se assemelham por serem crescentes ao longo do tempo nos cultivos
de 2 a 6. Esse fato s6 ndo é observado no cultivo 1, provavelmente porque o
fornecimento de oxigénio para o meio foi insuficiente para o crescimento celular.

Sabe-se que a R. mucilaginosa é uma espécie comumente associada a
producéo de carotenoides, os quais sédo responsaveis pela atividade pro vitamina
A e propriedades antioxidantes, o que tem estimulado seu uso em pesquisas na
area biotecnolégica. Segundo Squina e Mercadante (2003), nos microrganismos,
os carotenoides estdo localizados na parede celular. Assim, a cor rosa que
caracteriza esta levedura € derivada de tais pigmentos e torna-se um indicativo
visual do crescimento celular. Na Figura 10, podemos observar os 6 meios
oriundos dos cultivos realizados no biorreator, apés 72 horas.

Figura 10. llustragdo dos meios de cultura oriundos dos 6 cultivos da levedura
R. mucilaginosa L07 realizados em biorreator durante 72 horas. 1) Agitagao: 100
rpm e aeragao: 1,0 vvm; 2) Agitagado: 300 rpm e aeragao: 1,0 vvm; 3) Agitacao:
500 rpm e aeracgdo: 1,0 vwm; 4) Agitacdo: 500 rpom e aeragao: 1,5 vvm; 5)
Agitagao: 500 rpm e aeragao: 2,0 vvm; 6) Agitagao: 500 rpm e aeragao: 2,5 vvm

Fonte: Arquivo pessoal.

Na Figura 10.1, ilustra-se o meio cultivado a 100 rpm com 1,0 vwm de
aeracao, no qual a tonalidade do meio é notavelmente menos intensa que nas
outras figuras e tem aspecto alaranjado, ao contrario dos demais, que sdo rosas.
Ademais, na Figura 10.1, o meio aparenta ser mais translucido, pois as chicanas

parecem mais notaveis que nas outras figuras.
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Em todos os cultivos, houve uma discreta acidificagdo do meio, observada
pela diminui¢do do pH, provavelmente pela producdo de acidos organicos. Sabe-
se que na auséncia de meio tamponado, o valor do pH cai durante as primeiras
fases de fermentacdo e este fenédmeno pode ser tido como um reflexo da
atividade da levedura, que esta absorvendo aminoacidos, acumulando ions,
excretando gas carbdnico no meio ou mesmo excretando ions H* durante a
geracao de ATP pela respiragao (DE MORAIS, 1984). Sugere-se a realizagéo de
novos cultivos, controlando o pH, para verificar a influéncia desta variavel na
atividade proteolitica, pois o controle do pH & importante, dentre outros motivos,
para constatar se em condigbes basicas ha uma represséao catabdlica.

Em um primeiro momento, realizou-se os Cultivos 1, 2 e 3, para os quais
a aeracgao foi mantida em 1,0 vvm e variou-se a agitagdo em 100, 300 e 500 rpm.
Como ¢é possivel observar na Tabela 2, a atividade proteolitica € crescente
quando se compara os trés cultivos (37,68, 67,55 e 97,24 U.mL",
respectivamente). Assim, para os cultivos subsequentes, decidiu-se fixar a
agitagdo em 500 rpm e variar o a aeragdo. Os Cultivos 4, 5 e 6 foram realizados
com 1,5, 2,0 e 2,5 vvm, respecivamente. Ainda observando os dados fornecidos
na Tabela 2, nota-se que as atividades proteoliticas dos mesmos foram maiores
do que nos Cultivos realizados anteriormente. Porém, a partir do Cultivo 4 a
atividade proteolitica parece estar em um mesmo patamar, pois seus valores séo
muito proximos (124,88, 110,75 e 121,45 U.mL", respectivamente). Isso sugere
que o fornecimento de oxigénio, que € um resultado da agitacdo e aeragéo,
passa a ser indiferente no valor da atividade proteolitica; ou seja, o meio parece
estar saturado de oxigénio. Por mais que o volume de ar seja fornecido em
valores maiores, ha pouca diferenga no valor da atividade. Para melhor comparar
as atividades proteoliticas dos seis cultivos, as mesmas foram colocadas em
fungéo do tempo e apresentadas na Figura 11.

E importante fornecer uma combinacdo ideal de aeragdo e agitacdo para
as células pois, de acordo com Potumarthi et al. (2008), as mesmas poderéo se
romper no biorreator quando tais taxas sdo maiores, 0 que pode resultar em uma
transferéncia deficiente de massa (oxigénio/substrato). Tais autores chegaram a
esta conclusdo quando avaliaram a influéncia de aeragdo e agitagdo na
produgéo de lipases por R. mucilaginosa em biorreator de tanque agitado.

Utilizando as mesmas condi¢des de pH e temperatura, foram testadas diferentes
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aeragodes (1,0, 2,0 e 3,0 vvm) e agitagées (100, 200 e 300 rpm), sendo que a
atividade maxima de lipase foi obtida com valores intermediarios de 2,0 vvm e

200 rpm pois, em valores superiores, a atividade enzimatica era inibida.

Figura 11. Atividades proteoliticas dos 6 cultivos de R. mucilaginosa LO7 em
biorreator
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Os resultados encontrados neste trabalho corroboram com os de Pastor
et al. (2001), que avaliaram a influéncia de alguns fatores na produgdo de
proteases por Bacillus subtilis, dentre eles o fornecimento de oxigénio. Neste
caso, a aeragao foi mantida em 1,0 vvm e a agitacao foi testada em trés valores
diferentes: 350, 750 e 1000 rpm. Os autores concluiram que a agitagéo teve um
efeito favoravel até valores de 750 rpm. O valor mais elevado da producao de
proteases, obtido na agitacdo citada, pode ser atribuido a uma maior
disponibilidade de oxigénio no meio de cultura; no entanto, taxas mais elevadas
de agitagdo podem aumentar a pressao de oxigénio do sistema, sem provocar
aumento de producado, pois essas altas taxas podem alterar a estrutura da
enzima.

De acordo com Singh e Garg (2014), que estudaram a produgdo de

proteases a partir de Bacillus cereus, a otimizagdo da taxa de fornecimento de
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oxigénio para as células é essencial para a produgdo de proteases sob
crescimento aerdbio. Portanto, um equilibrio adequado de agitagéo e aeragéo €
imprescindivel para evitar a baixa disponibilidade de oxigénio ou qualquer dano
mecanico as células, que podem reduzir o crescimento celular, bem como
rendimento da enzima.

Ao comparar os resultados obtidos em agitador rotatério e biorreator,
observa-se que a atividade enzimatica aumentou em torno de 275%, de 33,36
(CHAUD, 2014) em agitador para 124,88 U.mL"' nas melhores condigdes (1,0
vvm, 500 rpm, 25 °C, 72 horas) em biorreator. Assim, este fato sugere que o
fornecimento de oxigénio ao processo produtivo foi essencial para o aumento da
atividade proteolitica da levedura R. mucilaginosa LO7, pois a atividade
proteolitica praticamente quadruplicou quando a levedura foi cultivada em
biorreator.

O estudo cinético de um processo fermentativo consiste inicialmente na
analise da evolugao dos valores de concentracdo de um ou mais componentes
do sistema de cultivo em fungédo do tempo de fermentagéo. Entende-se como
componentes o0 microrganismo (ou a biomassa), os produtos do metabolismo (ou
metabdlitos, dentre eles o produto que se deseja obter) e os nutrientes ou
substratos que compdem o meio de cultura. Assim, os valores obtidos nos
cultivos permitem definir os perfis das curvas de cada parametro ou a forma
matematica destas, para uma analise adequada dos fenbmenos sob o ponto de
vista cinético. A partir do conhecimento da cinética, pode-se estabelecer
relagdes entre os valores, possibilitando a transposi¢cao de um experimento de
laboratdrio para a escala industrial (SCHMIDELL, 2001).

O mesmo autor define que, em biotecnologia, o termo produtividade esta
relacionado com velocidade, cujo interesse pratico estd na avaliagcdo do
desempenho de um processo fermentativo. A produtividade em produto, definida
pela equagao 4 (item 4.7), representa a velocidade média de formagdo do
produto referente ao tempo de cultivo correspondente a concentragdo maxima
do produto. A concentragao inicial do produto é geralmente desprezivel frente ao
valor final ou maximo.

Com relagdo aos 6 cultivos realizados com a R. mucilaginosa em
biorreator, calculou-se as produtividades em produto tempo a tempo, as quais
sao apresentadas na Tabela 3. Como se pode observar, nos Cultivos de 2 a 6,
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as maiores produtividades sao encontradas em torno das 12 horas. O maior valor
foi atingido no Cultivo 4, com 6,784 U.L-'.h"", seguido dos Cultivos 3, 5 e 6, os
quais apresentaram praticamente o mesmo valor. Apos as 12 horas, todas as
produtividades decaem, provavelmente devido a degradagdo ou ao consumo da
enzima produzida. Quanto ao Cultivo 1, observa-se que a maior produtividade
foi encontrada as 18 horas, com 1,139 U.L-'.h-'. Comparando-se este cultivo aos
demais, nota-se que, além de o valor ser bem abaixo, 0 mesmo s6 é atingido 6
horas depois. Este resultado demonstra, mais uma vez, a importéncia do
fornecimento de oxigénio para microrganismos cultivados em biorreator, visto
que a produtividade do Cultivo 4, realizado a 500 rpm e 1,5 vvm, € quase 6 vezes
maior que o valor maximo encontrado para o Cultivo 1.

Na Figura 12, todos os valores encontrados na Tabela 3 estdo dispostos
em curvas para uma visualizagdo mais clara. Podemos notar que a curva
relacionada ao Cultivo 1 esta sempre igual ou abaixo de 1,0 U.L-".h-'. Um maior
destaque pode ser dado ao ponto de maior produtividade do Cultivo 4, que se

encontra préximo ao valor de 7,0 U.L-.h".

Tabela 3. Valores das produtividades em produto dos 6 cultivos da R.
mucilaginosa LO7 realizados em biorreator, com durag&o de 72 horas

Produtividades (U.L'.h")

Tempo

(h) Cultivo1 Cultivo2 Cultivo3 Cultivo4 Cultivo5 Cultivo 6
0 0 0 0 0 0 0

4 -0,734 0,813 0,519
8 4,784 4,144 4,598
12 0,977 3,764 5,488 6,784 5,327 5,535
15 1,009 2,781 4,639 6,132 4,967 5,378
18 1,139 2,411 3,699 4,861 4,394 4,563
21 1,039 2,255 3,728 4,377 3,884 4,299
24 0,960 2,049 3,131 3,841 3,494 3,776
33 -- 3,030 2,663 2,902
36 0,782 1,414 2,138
42 0,765 1,244 2,081
48 2,016 1,989 2,035
72 0,447 0,820 1,223 1,549 1,417 1,565

*---; amostra nao coletada nesse tempo
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Figura 12. llustragcdo dos valores das produtividades em produto dos 6 cultivos
da R. mucilaginosa LO7 dispostas em curvas
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Em concordancia com os resultados aqui encontrados, Potumarthi et al.
(2008) afirmam que a transferéncia de oxigénio € um parametro muito importante
para obter uma produtividade maxima em fermentagées microbianas, o qual
pode ser alcangado por meio de aeracgao e agitagao.

Os dados obtidos a partir do calculo da produtividade relacionam a
producdo de proteases com o tempo de cultivo. Para o Cultivo 4, a maior
atividade proteolitica (124,88 U.mL"") foi obtida em torno das 72 horas, porém a
maior produtividade foi encontrada as 12 horas de cultivo, cuja atividade foi de
94,789 U.mL"" (dado ndo mostrado). Do ponto de vista industrial, no qual almeja-
se uma maior produgdo em menor tempo, torna-se mais vantajoso realizar 6
cultivos com duragdo de 12 horas do que apenas 1 de 72 horas, pois a
quantidade de proteases obtida sera aproximadamente 4,5 vezes maior,
durando a mesma quantidade de horas. Portanto, € importante encontrar uma
condicao experimental que promova ndo somente uma alta produgdo, mas que
seja industrialmente mais vantajosa.

Como foi observado na Figura 9, a biomassa aumentou ao decorrer do
cultivo e, consequentemente, a concentracdo do complexo enzimatico
responsavel pela transformacdo do substrato no produto também cresceu.
Portanto, como afirma Schimidell (2001), € mais Idgico analisar os valores das
velocidades instantdneas com relacdo a referida biomassa, ou seja,
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especificando-se o valor da mesma em um dado instante, conforme indicam a
expressao para calculo da velocidade especifica de crescimento ou uX (equagao
1; item 4,7).

Considerando um determinado tempo de fermentagdo, os
correspondentes valores de biomassa, substrato e produto podem ser
relacionados entre si. Por se tratar de conversao, as variaveis devem estar na
mesma unidade de medida (neste caso, g.g'). O fator Yys trata-se da converséo
de substrato em células, ao passo que Ypis relaciona-se a conversao do substrato
em produto. Contudo, o Ypis ndo foi calculado porque a concentragdo da enzima
nao foi quantificada, apenas a sua atividade.

Os valores de pmax (ou seja, a maxima velocidade especifica de

crescimento) e Yxs de cada cultivo sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Valores de pmax € Yxs dos 6 cultivos da R. mucilaginosa LO7 realizados
em biorreator

Cultivo
1 2 3 4 5 6
Mmax (h™") / | 0,043/36 h | 0,034/15h | 0,062/15 h | 0,004/33 h | 0,043/24 h | 0,026/33 h
Tempo*
Yxis (9.9°7) 0,290 0,522 0,605 0,484 0,542 0,630

*Tempo em que o valor de pmax foi encontrado

O maior valor para o pmax foi encontrado no Cultivo 3, com 0,062 h-', apds
15 horas de cultivo. Ja o menor valor foi encontrado no Cultivo 4, com 0,004 h-1,
as 33 horas. Segundo Neves (2003), a velocidade de crescimento celular passa
a ser um fator determinante para a eficiéncia do processo quando ha problemas
de transferéncia de oxigénio para o meio. O ideal é que a mesma se mantenha
em niveis desejaveis para obter altas concentragbes celulares e,
consequentemente, aumento na quantidade de produto formado. Porém, a
velocidade de crescimento celular parece indiferente para comparar os cultivos
realizados neste trabalho, tendo em vista que os Cultivo 1 e 5 apresentaram o
mesmo MPmax, Mas a biomassa final dos mesmos foi consideravelmente
discordante (8,04 e 12,8 g.L™', respectivamente). Os Cultivos 3, 5 e 6 alcangaram
praticamente a mesma biomassa ao final das 72 horas de cultivo (12,56, 12,83

12,52 g.L-"), sendo que o Pmax do 3° Cultivo é 2,38 vezes maior que 0 Jmax do 6°.
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Estes resultados discordam dos encontrados por Andersen et al. (2003),
0s quais calcularam a velocidade especifica de crescimento de uma linhagem de
R. mucilaginosa ao avaliarem a influéncia da presenca e do aumento das
concentragdes de ferro no meio de cultivo no crescimento da levedura. A mesma
foi cultivada em biorreator, a 500 rpm e 0,8 vvm. O meio de cultivo possuia uma
composigdo bastante complexa. A levedura obteve um pmax de 0,23 h-' quando
houve suprimento de ferro. Esse valor de velocidade de crescimento € maior do
que os encontrados neste trabalho. Tanto a composi¢do do meio como a
presenga do mineral estudado parecem ter influenciado neste dado, pois tais
cultivos também foram bastante agitados e, portanto, contaram com o
fornecimento de oxigénio.

O maior valor de Yys foi encontrado no Cultivo 6, com 0,630. Isso quer
dizer que 63% de glicose foi utilizado na formacgao de células. O menor valor foi
obtido pelo Cultivo 1, no qual apenas 29% foi convertido em células. Neste caso,
o fornecimento de oxigénio por agitacdo e aeracdo parece ter influenciado
totalmente nestas conversées, pois, diante das condi¢des testadas no presente
trabalho, utilizaram-se os maiores valores destes parametros para o Cultivo 6
(500 rpm e 2,5 vvm) e os menores para o Cultivo 1 (100 rpm e 1,0 vvm).

Schmidell (2001) afirma que, em fermentagées industriais, embora esses
fatores de conversao dependam da espécie do microrganismo, com relagao a
um determinado substrato, ndo dependem somente da natureza deste. Os
demais componentes do meio também exercem influéncia sobre tais
conversdes, bem como o tempo de mistura e a transferéncia de oxigénio do
sistema de agitagéo do biorreator. Além dessas influéncias, ha de se considerar
o fenébmeno em que as células utilizam a energia de oxidagao do substrato, ndo
somente para o crescimento, mas também para finalidades de manutencgao.

Na maioria das fermentacgdes aerdbicas, a necessidade de transferéncia de
oxigénio, fornecido pelo suprimento de ar ao cultivo na forma de bolhas, é um
requisito importante para a sobrevivéncia das células. Enquanto a biomassa &
baixa, o oxigénio ndo é um fator limitante. No entanto, quando a concentragéo
de células aumenta, o oxigénio deve ser fornecido em um volume suficiente para
satisfazer a formagao do produto e crescimento celular (SCHAEPE et al., 2013).

Silva et al. (2001) estudaram a influéncia de agitacdo e aeragao na
producao de hexoquinase pela levedura Saccharomyces cerevisiae e concluiram
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que as melhores condigbes de aeragdo sdo as de vazdo moderada de ar,
resultando em um Kia da ordem de 60 h'. Neste caso, a enzima teve sua
formacédo afetada pela utilizacdo de vazées maiores de oxigénio, o que seria
devido a saturacdo da via respiratéria pelo oxigénio. No presente trabalho, a
maior atividade enzimatica foi encontrada com um Kia de 121 h' e valores
superiores pareceram indiferentes para a produgdo de proteases. Entédo, além
de néo se tratar da mesma enzima, foi enfatizado anteriormente que diversos
fatores além do fornecimento de oxigénio podem influenciar na atividade
enzimatica, como composi¢cado do meio e condi¢des de cultivo.

De acordo com Garcia-Ochoa e Gomez (2009), a determinacdo do KrLa em
biorreatores € essencial a fim de estabelecer a eficiéncia de aeragao e quantificar
os efeitos das variaveis operacionais sobre a oferta de oxigénio dissolvido. Além
do mais, com esse valor definido, é possivel reproduzir experimentos em outros
instantes. Portanto, o valor do KLa do 6° Cultivo devera ser recalculado para que
se tenha uma maior confiabilidade dos resultados e garantir a reproducéo deste

trabalho.
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6 CONCLUSAO

Este trabalho avaliou a influéncia do fornecimento de oxigénio em cultivos
de R. mucilaginosa LO7 realizados em biorreator, por meio de agitagdo e
aeracgao. O resultado mostrou-se positivo com relagdo a atividade proteolitica,
pois observou-se que esta aumentou em quase quatro vezes, comparando-se
aos resultados obtidos com cultivos realizados em agitador rotatério. A maior
atividade proteolitica foi obtida a 500 rpm e 1,5 vvm. Sugere-se que novos
experimentos sejam realizados, testando outros meios de cultivo e
estabelecendo o controle do pH, para avaliar se a atividade proteolitica é
influenciada pela composicdo do meio. Ademais, faz-se necessaria a
identificagdo da classe das proteases, bem como a sua quantificagdo, a fim de
aplica-las em fins industriais e obter outros dados relacionados aos pardmetros
cinéticos.
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