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RESUMO

As proteases sao classes enzimaticas que catalisam a clivagem de proteinas em
peptideos menores, e se incluem entre as hidrolases (Muri, 2014). Esta classe de enzima
participa de inumeros eventos biolégicos na natureza, e representa grande interesse
industrial de diversos setores produtivos, como alimenticio, coureira, Ssaneantes,
farmacéuticos e cosméticos (Chaud et al., 2007).

Dentre as fontes comerciais, tém-se as oriundas de animais, de plantas e as
microbioldgicas, onde esta Ultima é alvo de interesse econdmico, que inclui bactérias e
fungos. Os fungos sdo fontes de grande interesse por expressarem enzimas
extracelularmente e se adaptarem as condi¢fes ambientais mais facilmente (Orlandelli et
al., 2012). Diante disto, foi analisada a producdo de proteases em meio liquido por
ensaio de atividades proteoliticas utilizando diferentes substratos ap6s os cultivos dos
fungos Fusarium proliferatum, Penicillium sizovae e Aspergillus foetidus, onde o meio de
crescimento consistiu em solucdo de sais, extrato de levedura e penas de galinha, como
fonte de carbono e nitrogénio.

Os extratos brutos dos fungos apresentaram atividade proteolitca, sendo que as
triplicatas do F. proliferatum apresentaram valores de 45,825, 47,075 e 55,325 U/mL, as
do P. sizovae 36,350, 45,475 e 54,975 U/mL e as do A. foetidus, 1,600, 2,000 e 2,725
U/mL. Para atividade colagenolitica, as triplicatas do F. proliferatum apresentaram
valores de 0,039, 0,126 e 0,130 U/mL e as do P. sizovae, 0,051, 0,069 e 0,089 U/mL.,
enquanto o A. foetidus, nenhuma. As enzimas de todos os extratos colhidos dos fungos

trabalhados ndo apresentaram atividade queratinolitica.

Palavras-chave: proteases, fungos filamentos, penas de galinha, atividade enzimatica.



INTRODUCAO

REFERENCIAL TEORICO

O QUE E PROTEASE, QUAL FUNCAO E O QUE DEGRADA

Proteases sdo proteinas funcionais que lisam outras proteinas, ou seja, sdo enzimas
que catalisam a reacdo quimica de hidrolise de ligacdes peptidicas de sequéncia de
aminoacidos em uma estrutura proteica (Muri, 2014; Patel, 2017; Souza et al., 2015). Essas
reacOes bioquimicas integram o funcionamento de eventos fisioldgicos, como a ativacdo de
zimogénios ou inativacdo de proteinas e/ou enzimas, processo de digestdo, cascata da
coagulacdo sanguinea, fendmeno da apoptose, regulacdo imunolégica e sistema

complemento (Muri, 2014, Patel, 2017).

GRUPO ENZIMATICO

Dentro do sistema de classificacdo de enzimas, segundo a Unido Internacional de
Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB), as proteases sdo enquadradas no cédigo EC
3.4, designando a protease como pertencente a familia das hidrolases, ja que na reacao
afim, envolve molécula de 4&gua no meio reacional, no sitio catalitico enziméatico (Chaud et

al., 2007; Muri, 2014, Patel, 2017).

CLASSIFICACAO



Pela presenca de aminoacidos ou metais que forma a triade catalitica no sitio ativo
das enzimas proteoliticas, estas podem ser classificadas em seis categorias, a saber:
- Serino Protease, a serina cumpre o papel de nucleofilo na reacdo e a triade é composta
ainda por acido aspartico e histidina. Exemplos dessa classe tem-se a quimiotripsina,
tripsina, elastase, calicreina, subtilisina e entre outras (Chaud et al., 2007; Patel, 2017).
- Cisteino Protease, a cisteina € o aminoacido na triade que age como nucledfilo, que é
auxiliado por &cido aspartico e histidina. Exemplos dessa classe tem-se a papaina,
bromelina, ficina, catepsina, actinidina e entre outras (Ferreira et al., 2010).
- Treonina Protease (Albuguerque et al., 2014).
- Aspartico Protease, onde ha dois aminoacidos acido aspartico e uma histidina na
composicdo da triade no sitio ativo. Como exemplo tem-se a penicilopepsina e renina
(Albuquerqgue et al., 2014).
- Glutdmico Protease, que tem como exemplo a scytalidocarboxil peptidase B (Fujinaga et
al., 2004).
- Metaloproteases, onde a triade apresenta acido glutamico com tiptofano ou histidina,
além de ion metélico zinco. Exemplo desta classe pode-se citar a carboxipeptidase A e

termolisina (Batista et al., 2017).

ACAO CATALITICA

As enzimas proteoliticas serino e cisteino proteases tem mecanismo de reacdo que
envolve o ataque nucleofilico da serina ou cisteina no substrato, respectivamente, ao grupo
carbonila da cadeia de aminoacidos condensados, onde o poder de nucleofilo €

potencializado pelos outros dois aminoacidos da triade catalitica, no caso a histidina e o



acido aspartico. Com isto, os aminoacidos sédo liberados da sequéncia polipeptidica (Muri,
2014).

As metaloproteases e as aspartico proteases tém mecanismo diferente das classes
anteriores, pois o nucleofilo que interage com o grupo carbonila é a molécula de agua, que
é potencializado pelo ion metélico zinco e que integra a triade catalitica, ao interagir com a
molécula de a4gua, ndo somente o metal, mas os radicais oriundos dos acidos asparticos no

caso da aspartico proteases, que potencializa a agua para ataque nucleofilico (Muri, 2014).

INIBIDORES COMUNS

Quanto aos inibidores de proteases, de modo geral, existem o0s sintéticos
guimicamente e 0s naturais, onde este desempenha papel fisiol6gico importante nas plantas
e microrganismos (Patel, 2017).

Os inibidores de proteases podem ser agrupados fundamentando-se nos
mecanismos de reacdo envolvidos, a origem dos mesmos e por semelhangas na estrutura.
Tem grupos que reagem com mais de uma protease, tem outros que interagem
qguimicamente com uma dada classe e, ainda, outros inibidores que apresentam alta
afinidade por uma protease em especifico (Patel, 2017).

No modo de acéo, os inibidores de protease podem agir de modo sitio especifico
modificando irreversivelmente a estrutura do sitio catalitico de uma enzima. A inibicao
reversivel pode ocorre de modo competitivo e ndo competitivo (Patel, 2017).

Dentre os inibidores comuns de protease, tém-se os surfactantes, solventes
organicos, agentes quelantes como o &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) e ions

metalicos, como o ferro e o zinco divalentes (Patel, 2017).



O diisopropil fosfofluoridrato, fenil metanosulfonil fluoreto e clorometilcetona,
ditiotreitol, pepstatina, inibidor de tripsina do feijdo de lima, da soja, ovomucoide e
aprotinina inibem as serino proteases. Os agentes quelantes inibem as metaloproteases, e 0
diazoacetil inibe as aspartico proteases (Patel, 2017).

Ha inibidores de proteases que se agrupam segundo o nome dos pesquisadores que
os identificou, seja isolado de fontes vegetais, animais ou microbioldgicas, que sdo os de

Kunitz, Kazal e Bowman-Birk (Patel, 2017).

APLICACAO INDUSTRIAL

As proteases sdo utilizadas pelas industrias de diversos setores, como na
alimenticia, téxtil e farmacéutica, incluindo cosméticos (Chaud et al., 2007; Orlandelli at
al., 2012; Souza et al., 2015; Wanderley at al., 2016).

Na inddstria alimenticia, encontra-se a aplicacdo de proteases oriundas de fungos na
panificacdo, onde se altera a elasticidade e textura do gluten. Em laticinios, a protease
quimosina catalisa a coagulacdo das proteinas do leite produzindo queijos. As enzimas
papaina, bromelina e ficina sdo utilizadas no amaciamento da carne, e a ficina também é
utilizada para facilitar a retirada da casca de camardes. Em vinhos e bebidas destiladas usa-
se protease para quebrar proteinas, onde no caso das cervejas emprega-se papaina e
bromelina para evitar turvacao do produto (Chaud et al., 2007; Orlandelli et al., 2012).

Na inddstria téxtil, as proteases sdo aplicadas para melhorar o processo de
beneficiamento do tecido e do produto final, onde promove diminuicdo da feltragem,
conferir polimento, melhora do brilho e da etapa de tingimento. Em seda, as proteases

melhora a qualidade da fibra e facilita 0 manuseio da mesma. Em processamento de
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couros, as enzimas proteoliticas removem os pelos e degradam parcialmente a elastina e
queratina presentes na composicao (Chaud et al., 2007; Orlandelli et al., 2012).

No campo dos detergentes, tanto na forma liquida como solida em po, sédo
utilizadas proteases com a finalidade de decompor compostos proteicos que formam as
manchas em roupas, como oriundas de sangue e alimentos proteicos, como leites e ovos

por exemplo (Chaud et al., 2007; Orlandelli et al., 2012).

APLICACAO NA INDUSTRIA FARMACEUTICA E EM COSMETICOS

Na indastria farmacéutica, sdo produzidas enzimas proteoliticas com fins
terapéuticos a partir de diversas fontes (como animal, vegetal ou microbioldgicas), como a
plasmina, uroquinase e estreptoquinase (para acdo fibrinolitica e cicatrizante), papaina,
bromelina, quimiotripsina e tripsina (para auxiliar a digestdo de proteinas em pacientes,
debridamento de Glceras e queimaduras) e colagenase, que tem aplicagdo em casos de
gueimaduras e complicacdes dérmicas. Esta ultima enzima também é explorada para fins
cosméticos, e proteases de diversas fontes sdo requisitadas com a finalidade de realizar o
peeling bioldgico, tratar estrias, em depiladores progressivos, no controle de oleosidade e

seborreia (Chaud et al., 2007; Monteiro & Silva, 2009; Wanderley at al., 2016).

FONTES COMERCIAIS DE PROTEASES

Dentre as fontes comerciais de proteases, tém-se 0s vegetais, amimais e
microbianas (Orlandelli et al., 2012).
Entre as proteases vegetais pode-se mencionar a papaina, que € uma cisteino

protease obtida do fruto do mamoeiro (Carica papaya), a bromelina, que € extraida da
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infrutescéncia abacaxi (Ananas cosmosus) e a ficina, que ¢é extraida das espécies do género
Ficus (Monteiro & Silva, 2009; Orlandelli et al., 2012).

Quanto as enzimas de fonte animal, tem-se como exemplo a renina e quimosina,
obtidas por extracdo do estbmago do bezerro, pepsina, tripsina e quimiotripsina, presentes
no pancreas (Monteiro & Silva, 2009; Orlandelli et al., 2012).

Em relacdo as fontes microbianas, as produtoras comerciais de proteases sdo as
bactérias e fungos. Como exemplo tem-se a estreptoquinase, produzida pela bactéria
Streptococcus B-hemoliticos grupo c, a colagenase, produzida pela bactéria Clostridium
histolyticum, a subtilisina, produzida pela bactéria Bacillus subtilis e pelo fungo
Cochliobolus carbonum, renina e quimosina, produzidas por Aspergillus niger. As
proteases produzidas pelo fungo Aspergillus oryzae e pelas bactérias Bacillus licheniformis
e Bacillus amylolichefaciens, estdo sendo utilizadas na industria coureira, para o peeling

(Monteiro & Silva, 2009; Orlandelli et al., 2012).

FUNGOS FILAMENTOSOS

Células fungicas filamentosas sdo referidas como a fabrica mais importante na
producdo de enzimas industriais, e que depende fortemente da morfologia. Os
microrganismos filamentosos apresentam uma diversidade morfologica, onde tipicamente,
consistem de hifas, que sdo relativamente longas em comparacdo com a sua largura,
frequentemente ramificadas, e formando estruturas estendidas chamadas micélios. Existem
geralmente duas formas morfologicas de crescimento de fungos filamentosos: morfologia
dispersa e agregados de hifas esfericas, referidos como granulos macroscépicos. Esta
diversidade de formas morfologicas de fungos filamentosos, que vao desde os aglomerados

esféricos densos a suspensdes micelares viscosas, exige elevado controle em culturas
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submersas e se correlaciona estritamente com a biossintese dos produtos desejados
(Antecka et al., 2016).

A morfologia fangica pode ser controlada por modificacbes genéticas e outras
técnicas que utilizam a influéncia das condicdes de cultivo na morfologia fungica, tais
como a variacao da concentracdo de esporos, variacdo do pH, inducgéo de tensdo mecanica,

agitacdo, aeracao, manipulacdo da temperatura de cultivo (Antecka et al., 2016).

FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO E SUBMERSA

Para producéo de enzimas podem ser usados dois métodos de fermentacdo, no caso
a em estado solido e a submersa. A fermentacdo em estado sélido ocorre com a utilizacao
de substrato sélido para crescimento de fungos, com auséncia de agua ou o minimo
possivel, de modo que seja suficiente para garantir condicdes de desenvolvimento de
reacOes metabdlicas necessarias ao crescimento microbiolégico (Hasan et al., 2014; Paris
etal., 2012).

Quanto aos substratos utilizados tém-se 0s insumos agricolas como arroz, trigo,
pain¢o, cevada, milho e soja, cana-de-acucar, sabugo de milho, farelo de trigo, palha de
arroz e penas de aves. Os fungos filamentosos sdo 0s microrganismos que mais se adaptam
a esse tipo de fermentacdo por apresentarem hifas, tolerar a baixa atividade de agua e
suportar elevada pressdo osmotica (Hasan et al., 2014; Paris et al., 2012).

As vantagens deste tipo de fermentacdo sdo a utilizacdo de substratos de baixo
valor econdmico, a possibilidade de adicdo de nutrientes ao substrato, menor volume do
meio, menor investimento em biorreatores, os esporos dos fungos podem ser inoculados
diretamente, o crescimento das células ocorrem em condi¢fes similares ao seu habitat,

menor problema de contaminagdo pela baixa atividade de agua no meio, questdo da
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aeracdo mais efetiva devido ao espaco entra as particulas do substrato, altos rendimentos
na formacdo de metabdlitos e propiciar maior facilidade para purificacdo (Hasan et al.,
2014; Orlandelli et al., 2012; Paris et al., 2012).

As desvantagens da utilizacdo deste tipo de fermentacdo séo a questdo de que sejam
limitados a microrganismos capazes de crescer em atmosferas com baixa umidade,
apresentar dificuldade de obter controle dos parametros da fermentacéo, principalmente na
elevada temperatura ocasionada pelo metabolismo dos microrganismos, dificuldade de
homogeneizacdo do meio de cultivo e problemas difusionais (Hasan et al., 2014; Souza et
al., 2015).

A fermentacdo submersa é realizada em meio liquido com alto teor de agua livre,
onde as fontes de nutrientes adicionadas sdo sollveis. As vantagens deste processo sdo:
maior facilidade de controlar parametros como pH, temperatura, velocidade de agitacdo e
aeracdo, pela homogeneidade proporcionada. Além disso, tem-se a possibilidade de
automatiza-lo. As desvantagens sdo: possibilidade de gerar maiores custos com
equipamentos envolvidos e utilizacdo de substancias para nutrir o meio fermentativo, e
principalmente, o maior risco de ocasionar contaminacdo por haver maior atividade de

agua (Hasan et al., 2014; Orlandelli et al., 2012; Paris et al., 2012).

FUNGOS PRODUTORES DE PROTEASE

Fazendo uma revisdo pela literatura que diz respeito a producdo e andlise de
atividade de proteases, produzidas a partir de celulas fungicas, todos o0s autores
consultados, por meio de revisdo sistematica e resultados experimentais, convergem suas
discussbes para sugerir que dentre as fontes desta classe de enzimas em questdo, 0s

microrganismos apresentam vantagens produtivas em relacdo a plantas e animais. Neste
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contexto, também ha uma convergéncia de que conduzir o crescimento de fungos
filamentosos em fermentacdo no estado solido seja mais vantajoso, por questdo de
producdo enzimatica associada a possibilidade de utilizacdo de rejeitos de atividade
agroindustriais e custos mais baixos (Hasan et al., 2014; Orlandelli et al., 2012; Paris et al.,
2012; Souza et al., 2015; Wanderley et al., 2016).

Os fungos filamentosos provenientes do cerrado brasileiro tem sua fisiologia
adaptada as condicGes adversas do clima, e que os fazem produzir uma série de enzimas
distribuidas nas classes existentes, especialmente as proteases, pois por meio destas 0s
fungos adentram tecidos vegetais onde parasitam causando fitopatologias ou vivem em
simbiose protegendo o hospedeiro, onde as enzimas proteoliticas produzidas degradam
estruturas celulares, inclusive de outros fungos numa relacdo competitiva por
sobrevivéncia. Os fungos também degradam restos de vegetais, 0 que explica a producao
enzimatica destes, ou seja, garantem a sobrevivéncia nestes meios (Hasan et al., 2014;
Orlandelli et al., 2012; Paris et al., 2012; Souza et al., 2015; Wanderley et al., 2016).

Orlandelli et al., (2012) realizaram uma revisdo sistematica em bases de dados a
respeito de producdo de diversas classes enzimaticas, dentre estas as proteases e sua
aplicacdo industrial. Os autores concluiram que os fungos filamentosos seja uma fonte
vantajosa, associado a desenvolvimento em fermentacdo em estado sélido, pois estas
produzem enzimas extracelulares e o meio apresenta similaridade ao habitat que vivem.

Wanderley et al., (2016) com base nos resultados de uma revisdo sistematica no
assunto em questao, também aponta 6timos resultados com fermentacdo em estado sélido e
a utilizacdo de fungos filamentosos como fonte, em relagdo a plantas e animais, por
apresentarem maior producdo, rapido desenvolvimento e pelo fato da enzima resultante
poder ser modificada e recuperada mais facilmente, além de ser produzida

extracelularmente.
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Outro estudo realizado, no caso em forma experimental e que foi conduzido
crescimento fungico em fermentacdo submersa, foi o realizado por Souza et al., (2015),
que corrobora com a capacidade de producdo de proteases por fungos filamentosos, onde
0S autores testaram a obtencdo de melhor atividade proteolitica de 10 espécies do género
Aspergillus e Penicillium, sendo cultivadas em 3 meios de cultura, no caso, em extrato de
malte, saboraund e agar czapeck, como também sendo 0 meio em regime estacionario e em
agitacdo. Os melhores resultados foram obtidos do cultivo em extrato de malte e sob
agitacdo para as 10 espécies de cada género trabalhado.

Hasan et al., (2014) conduziram experimento para avaliar as melhores condigdes
combinadas que propiciasse melhor obtencdo de atividade proteolitica, de parametros
como relacdo solido solvente, tempo, temperatura de incubacdo e pH, utilizando residuo
proveniente do malte processado em cervejarias, para compor a matriz sélida da
fermentacdo em estado sélido, e crescimento de fungos filamentosos do género
Aspergillus, onde os melhores resultados de atividade enzimatica foram obtidos em pH
11,8, 25°C e 1h de incubacao, relacdo sélido solvente de 1:15.

Paris et al., (2012) compararam a producdo de complexo enzimatico por fungos
filamentosos Aspergillus niger, mediante a fermentacdo em estado solido, utilizando-se
trés diferentes sojas, na ocasido a do tipo convencional, transgénica e organica. Para
protease, as condi¢des Otimas de producdo foram as crescidas em soja convencional, com
50% de umidade, 144 h de incubacdo e com concentraco de esporos em 4x10° por grama,
pH 3 e tamanho de particula de soja no meio sélido de 0,6 mm.

Ferreira et al., (2017) realizaram experimentos para determinar as melhores
condicgdes de incubacdo para um cultivo de fungos do género Aspergillus sp. produzirem
atividades queratinolitica e colagenolitica, onde 0 meio constituiu-se simplesmente de

solugdes de sais de célcio, ferro, magnésio e zinco, alem de fragmentos de penas de galinha
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como unica fonte de carbono e nitrogénio. O resultado foi que os parametros de incubacao
que propiciou crescimento fungico e induziu maior producdo de atividade enzimatica
foram 10 dias de incubacéo, a 30°C, com regime de agitacdo de 120 rpm e teor de 5 g/L de
pena fragmentada no meio fermentativo.

Sales et al., (2008) em seus experimentos, encontram que a combinacéo de 5 g/L de
teor de fragmentos de penas de galinha como substrato, regime de agitacdo de 120 rpme 7
dias de incubacéo, foi a melhor para que o fungo Aspergillus carbonarius produzisse maior
valor de atividade queratinolitica, sendo no caso 48, 9 U/mL.

Sousa et al., (2015) investigaram 50 fungos quanto a capacidade de produzir
proteases com atividade queratinolitica, sendo cultivados meio semissolido contendo
solucdo de mistura de sais e penas de galinha na proporcdo de 15 g/L. Dos fungos
estudados, 4 exibiram atividade, sendo que o Aspergillus sulphureus, Trichoderma
aureoviride, A. avenaceus e A. sclerotiorum resultaram em valores de atividade de 7,35,

7,2, 6,7 e 6,05 U/mL, respectivamente, além de ser em pH 10 e temperatura de 35°C.

PROTEASES COM ATIVIDADE COLAGENOLITICAS

O colageno € uma estrutura proteica fibrosa complexa e diversa, constituida em 3
cadeias polipeptidicas duras entrelagcadas entre si, em forma de tripla hélice, como tambeém
constituidas em dominios ndo helicoidais (Figura 1), e que € encontrada na composicao de
tecidos como peles, tendbes, 0ssos, intestino, cartilagens, dentes e vasos sanguineos

(Wanderley et al., 2016).
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Alpha chains

Figura 1. Estrutura tridimensional do colageno composto em suas trés cadeias proteicas

alfa hélice. Fonte: Wanderley et al. (2016)

As enzimas colagenoliticas apresentam importancia econémica por sua
aplicabilidade em diversos setores industriais, que serdo mencionadas posteriormente no
texto. Segundo Oliveira (2015), as colagenases estdo dividas em 2 grupos segundo o sitio
catalitico caracteristico que apresentam, sendo as metalocolagenases (colagenases
verdadeiras ou de verterbrados) e serinocolagenases (colagenases falsas ou
serinocolagenases).

As metalocolagenases integram-se na familia das metaloproteaes que participam de
uma série de eventos fisiologicos de proliferacdo e reparacdo tecidual, relacionados a
embriogénese, angiogénese, cicatrizacdo, processos de respostas inflamatérias e entro
outros. Ainda dentro deste grupo, se subdivide em colagenases verdadeiras (clivam a tripla
hélice em uma regido), gelatinases (que atuam em colagenos desnaturados e gelatinas) e as
estromelisinas, que podem degradar proteinas estruturais teciduais (Oliveira, 2015).

As serinocolagenases integram-se as serino proteases por apresentarem residuo de
serina no sitio catalitico. Estas enzimas sdo capazes de quebrar as ligacfes peptidicas da
estrutura tripla hélice dos colagenos tipos I, Il e 111, que participam de eventos fisioldgicos
como da cascata da coagulacdo e produgdo de hormdnios a partir de formas inativas destes
(Oliveira, 2015).

Quanto a aplicabilidade das enzimas com atividade colagenolitica, encontram
utilidade em industrias alimenticias na produgdo de carnes processadas, atuando na

musculatura e remocéo de peles. Também encontra aplica¢do na industria téxtil e coureira,
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além de farmacéutica para fins terapéuticos (Oliveira, 2015; Wanderley et al., 2016). Logo
abaixo estdo mencionados exemplos de autores que reportam a obtencgédo e usos de enzimas
proteoliticas com propriedades colagenoliticas, obtidas de fontes microbianas, para fins
terapéuticos e aplicacdes na industria téxtil, denotando a sua importancia econémica.

Na industria coureira e téxtil em geral € reportado por Kant et al. (2008) o uso de
proteases com atividade colagenolitica para melhorar o processo de tingimento dos couros
e tecidos, ao promover a abertura das fibras estruturais, compostas de colageno, onde
possibilita a fixacdo de corante, diminuindo-se desta forma a quantidade empregada e a
descarga dos residuos nos efluentes gerados.

Outro estudo foi o conduzido por Ida et al. (2017), em que consistiu em isolar
Aspergillus fisheri e Penicillium citrinum de matéria organica de solo e avaliar o
desempenho das proteases colagenoliticas produzidas na compatibilidade com detergentes
comerciais para processo de lavagem. Com isto, obtiveram como resultado um pico de 760
U/mL de atividade colagenolitica para o P. citrinum, em pH 7 e a 45°C, e 460 U/mL para
o A. fisheri a pH 6,5-8 e temperatura de 55 a 60°C, sendo ambos cultivados em meio
contendo solucdo de sais, extrato de levedura (1 g/L), caseina (3 g/L), 4gar batata dextrose
(15 g/L) e penas de frango esmagadas (5 g/L). Os autores observaram que as proteases,
caracterizadas em testes bioguimicos como serino proteases, removeram manchas de
proteina de ovo quando suplementadas em um detergente em po comercial.

Alipour et al. (2016) em uma revisdo sistematica, reuniram dados de autores que
reportam a aplicabilidade terapéutica da colagenase, onde é utilizada na doenca de
Dupuytren, que é caracterizado pelo espessamento de tecido causado pela deposigédo
desregulada de colageno; na doenca de Peyronie, que é uma doenca do tecido conjuntivo
peniano, caracterizado por formacdo de placas fibrosas no tecido mole; na cicatrizagdo de

feridas, que auxilia na angiogénese e proliferacdo e migracdo de células dérmicas; em
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casos de queimaduras; no tratamento de glaucoma, onde a colagenase pode regular o
processo de cicatrizacdo e fibrose local em caso de cirurgias oftdlmicas; em hérnia de
disco, onde a enzima aplicada tem o potencial de regenerar o disco reduzindo dores locais;
debridamento de feridas e lesdo cutdnea em geral; em reparacdo de cartilagens; em
complicaces dérmicas como queloides, celulites. Adicionalmente, 0 mesmo autor relata
aplicacdo desta enzima em tratamento de obstrucdo crénica total da coronaria, causada por
um fibroma, ateroma ou outro processo trombdtico.

Hamdy et al. (2008) realizaram experimento para avaliar a producdo, purificacdo e
caracterizacdo de enzimas proteoliticas com atividade colagenolitica, produzidas
extracelularmente pelo fungo Rhizoctonia solani, onde obteve como resultado um valor de
atividade maxima de 212,33 U/mL, tendo crescido inicialmente em meio agar Sabouraund
glicose colageno e depois em meio liquido fermentativo contendo colageno insoltvel tipo |
a base de tenddo de Aquiles bovino, além de tempo de incubacdo de 108 horas, a 30°C de
temperatura, pH 5,5 e 175 rpm de agitacéo.

Mahmoud et al. (2007) trabalharam com o fungo Aspergillus flavus, cultivando em
meio contendo gelatina (10 g/L), glicose (3 g/L), extrato de levedura (2,5 g/L) e colageno
bovino (10 g/L), onde a temperatura de 37°C e 6 dias de incubacdo, obtiveram extrato
enzimatico com atividade colagenolitica de 4,21 U/mL.

Voltan et al. (2008) realizaram experimento, onde entre os objetivos foi avaliar a
producdo de enzimas proteoliticas com atividade colagenolitica pelo fungo
Paracoccidioides brasiliensis, sendo cultivado em meio contendo neopeptona (10 g/L),
albumina bovina (5 g/L), colageno insoltvel (20 g/L) e elastina. Apos 3 semanas de cultivo
e trabalhando-se em pH 4, obtiveram atividade colagenolitica méxima no valor de 4,2

U/mL.
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Lima et al. (2011) obtiveram um resultado de valor méximo de atividade
colagenolitica de 283,36 U/mL para o fungo Penicillium aurantiogriseum, sendo o meio
fermentativo constituido em solucdo de sais, farinha de soja (1 g/L) e glicose (0,1 g/L), e
sob as condicdes de incubacdo em pH 7, a 24°C e 3 dias.

Lima et al. (2009) realizaram experimento para estudar as condicdes mais
favoraveis de incubacéo para obtencdo de extrato enzimatico com enzimas colagenoliticas
para o fungo Candida albicans, onde foi encontrado que 160 rpm de agitacdo, pH 7, meio
contendo 20 g/L de substrato a base de gelatina como fonte de colageno, extrato de malte
em 15 g/L, proporciona extrato enzimatico com atividade para colagenase em 6,8 U/mL.

Outro exemplo de estudo de producdo microbioldgica de proteases colagenoliticas,
sendo no caso produzido por bactéria, foi o conduzido por Lima et al. (2014), onde
obtiveram atividade colagenolitica méxima no valor de 79,38 U/mL, sendo em pH 7,2,
temperatura de 25°C e meio constituido de 10 g/L de gelatina e 2,5 g/L de colageno

insoltvel, além de solucéo de sais.

PROTEASES COM ATIVIDADE QUERATINOLITICA

Queratinas sdo proteinas com massa molar média de 10.000 g/mol, contendo alto
teor de enxofre na composicédo, devido a participacdo do aminoacido cisteina em 7 a 20%
do total de aminoacidos componentes, que se apresenta insoltvel e assim como o colageno,
pertence a classe das proteinas fibrosas (Correia, 2009; Riffel, 2006).

Esta proteina constitui a composicdo de tecidos como peles, pelos, penas, unhas
cascos e escamas (Correia, 2009). Isto € referido como um fator de adaptacao aos diversos
ambientes, pois constitui estruturas de defesa e caca, barreira mecénica contra perda de

umidade e penetracdo de substancias, estruturacdo e protecdo térmica. Esta proteina
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também apresenta resisténcia contra a acdo de degradacdo por grande parte das proteases,
onde para as mesmas agirem, podem requerer a acdo precedente das enzimas
queratinoliticas para que entdo consigam agir (Correia, 2009; Riffel, 2006).

Estruturalmente, apresenta-se com cadeias proteicas empacotadas em alfa hélice,
que forma as alfa queratinas, e folha beta pregueada, que compdem a beta queratina. A
primeira estrutura estd mais presente em tecidos dos vertebrados superiores (animais que
tenho chifres, pelos ou unhas), enquanto a segunda, estd mais presente em aves e répteis
(Correia, 2009; Riffel, 2006).

Quimicamente, existem interacdes de natureza elétrica que estabilizam a estrutura
da queratina, onde uma delas é a ligacdo de dissulfeto, por causa do aminoacido cisteina,
ligacdo de hidrogénio e interagbes hidrofébicas (Correia, 2009; Riffel, 2006). Outra
classificacdo que a proteina recebe é queratina leve ou rigida, onde a primeira compde o
estrato corneo, e a segunda, que é rica em cisteina, constitui penas, pelos, unhas e chifres
(Correia, 2009; Riffel, 2006).

A maioria das queratinases sdo enzimas da classe das serino, cisteino e metalo
proteases, e seus produtores naturais, ente 0s microrganismos, estdo as bactérias do género
Bacillus, como a B. licheniformis, B. pumilus e B. cereus, e fungos como o Aspergillus
oryzae (Correia, 2009; Riffel, 2006).

Quanto a aplicacdo, as queratinases sdo empregadas em tratamento de penas de
frango como insumo para racdo animal, na inddstria coureira para depilacdo do couro, na
industria cosmética em cremes depilatérios e obtencdo de queratina hidrolisada para
tratamento capilar, téxtil para modificacdo de seda e 1& na medicina para tratamento de
acne, psoriase, calosidade humana e producdo de vacinas contra dermatofitoses (Correia,

2009; Riffel, 2006; Verma et al., 2017).
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As enzimas com propriedades queratinoliticas também representam importancia
econbmica, assim como as colagenoliticas, onde a pesquisa com esta biomolécula
representa a possibilidade de descobertas de enzimas proteoliticas com propriedades
colagenoliticas e queratinoliticas com potencial aplicacdo para fins industriais, como no
setor téxtil, coureira, agricola para producdo de racdo e com isto preservar o0 meio ambiente
da descarga de residuos, no setor cosmético e industrial para fins terapéutico (Verma et al.,
2017). Logo abaixo serdo mencionados trabalhos de autores que pesquisaram a obtencao
de proteases queratinoliticas a partir de microrganismos como bactérias e fungos.

Reddy et al. (2017) conduziram experimento que consistiu em obter extrato
enzimatico da bactéria Bacillus pumilus com atividade queratinolitica para incorporagédo
em detergente como aditivo. Os autores obtiveram 373 U/mL de atividade queratinolitica,
sendo as condicBes de cultivo e incubacdo em pH 10, 200 rpm de agitacdo, 37°C de
temperatura, e meio contendo penas de frango como fonte de carbono e nitrogénio, além de
solucdo mineral de sais. Ainda a este meio foi suplementado com aminoéacidos triptofano,
isoleucina, lisina e metionina. Relataram, ainda, que a queratinase produzida pela bactéria
foi bem incorporada em detergente comercial e manteve-se estavel, onde foi capaz de
remover manchas de sangue.

Cavello et al. (2013) testaram a capacidade de 6 fungos em produzir proteases com
propriedades queratinoliticas, para serem utilizados na degradacdo de residuos de pelos
oriundos da atividade do processamento industrial do couro. Como resultado, obtiveram
atividade de valor mais alta para o fungo Purpureocillium lilacinum de 15,96 U/mL, sendo
cultivado em meio contendo solucdo mineral de sais e residuos de sobras de pelo
eliminados do processamento do couro, como fonte de carbono e nitrogénio, além de

glicose (5 g/L) e extrato de levedura (2,23 g/L). As condi¢des de incubacdo foram a 28°C,
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pH 6, por 10 dias. Ainda os autores observaram que as proteases queratinoliticas
produzidas pelo fungo foram capazes de degradar os pelos residuais da inddstria coureira.

Lopes et al (2011) realizaram experimento para avaliar a capacidade do fungo
Aspergillus niger em produzir proteases com atividade queratinoliticas, medindo-se esta
em relacdo ao substrato azoqueratina, e proteolitica total em relacdo a azocaseina. Os
autores testaram diferentes fontes de queratina, no caso a farinha de penas, penas de
frango, chifre bovino e pelo suino. Para ambas os ensaios, obtiveram melhores resultados
com farinha de penas (10 g/L) como substrato, sendo incubado a 30°C, 120 rpm de
agitacdo, onde a atividade queratinolitica apresentou valor de 3 U/mL, em pH 6,5 apos 48
horas de incubacdo, enquanto a atividade proteolitica total forneceu valor de 10,27 U/mL,
em pH 4,5 e ap6s 96 horas de incubacéo.

Marcondes et al. (2008) analisaram 106 fungos filamentos isolados a partir de
residuos de aves de capoeira, par avaliar a producdo de proteases queratinoliticas, capazes
de degradar residuos de penas. O meio fermentativo foi composto de solucdo mineral de
sais e farinha de penas a 10 g/L, como unica fonte de carbono e nitrogénio, sendo incubado
a 28°C com agitacdo de 130 rpm por 10 dias. Nestas condi¢des, 13 fungos produziram
enzimas queratinoliticas, onde o Aspergillus terreus, A. alliaceus, A. caesiellus, A. janus,
A. hollandicus, A. niveus, A. deflectus, Acremonium hyalinulum, Alternaria tenuissima,
Beauveria bassiana, Curvularia brachispora, Paecilomyces vanotti e Penicillium
expansum exibiram atividades com valores de 18,4; 15,2; 27,2; 2,4; 18,4; 28,8; 1,4; 48,2;
47,8; 41,4; 43,4; 14,2 e 18,4 U/mL, respectivamente.

Habbeche et al. (2014) obtiveram enzimas proteoliticas com propriedades
queratinoliticas, produzidas extracelularmente, pela bactéria Actinomadura keratinilytica,
termoestavel, com valor de atividade de 24.000 U/mL. O meio de cultivo foi constituido de

solugdo mineral de sais e farinha de penas (15 g/L) como unica fonte de carbono e
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nitrogénio, sendo incubado a 45°C, por 7 dias, em pH 8,5 e agitacdo de 200 rpm. Estas
queratinases apresentaram atividade e estabilidade a faixa de pH variando de 3 a 10, e
temperatura variando de 20 a 60°C.

Diante dos exemplos dos trabalhos de pesquisa realizados pelos autores
mencionados acima, percebe-se que existe um grande interesse em explorar as
potencialidades dos microrganismos em ofertar biomoléculas para utilidade humana, sendo
neste contexto as proteases. Ainda neste raciocinio, percebe-se o interesse tecnologico, de
obtencdo e aplicacdo de proteases colagenoliticas e queratinoliticas, a partir de fontes
microbioldgicas, nos diversos setores produtivos mencionados acima, além de destino
terapéutico e cosmético.

Neste sentido, este trabalho, visando o potencial dos fungos filamentosos do
Cerrado Brasileiro em ofertar enzimas proteoliticas, este trabalho foi desenvolvido no
sentindo de analisar a capacidade de trés fungos tipicos desta vegetacdo, Fusarium
proliferatum, Penicillium sizovae e Aspergillus foetidus, mediante 0 emprego de substrato
pena de galinha no meio de crescimento fungico, em produzir proteases com propriedades
colagenoliticas e queratinoliticas, que possam apresentar uma potencial aplicabilidade
tecnoldgica, seja no setor agricola, téxtil, coureiro, saneantes, farmacéuticos para fins

terapéuticos ou cosméticos.

OBJETIVOS

GERAL

Avaliar a capacidade dos fungos isolados do cerrado brasileiro (Fusarium

proliferatum, Penicillium sizovae e Aspergillus foetidus) em produzir proteases.
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ESPECIFICO

Cultivar o microrganismo em meio semissolido, utilizando-se de residuo

agroindustrial como fonte de carbono e nitrogénio alternativo.
Avaliar a atividade proteolitica total, colagenoliticas e queratinoliticas.

Discutir uma potencial aplicacdo para a enzima presente no meio de cultura.
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METODOLOGIA

MATERIAIS

CaCl,.2H,0 (Vetec), ZnSO4.7H,0O (Sigma), FeS0,4.7H,0 (Vetec), MgS0O,4.7H,0
(Vetec), KH,PO, (Vetec), K;HPO, (Vetec), NaCl (Vetec), acetato de sddio (Vetec), acido
tricloroacético (Sigma), KOH (Vetec), azocaseina (Sigma), azo dye-impregnated collagen
(Sigma-Aldrich), queratina azul (Sigma-Aldrich), agar batata dextrose (Sigma) e extrato de
levedura (Himedia).

Incubadoras shaker (Innova 44 e Certomat BS-1), centrifuga para tubos eppendorf e
Falcon, digital (Hermle), banho-maria com circulagdo (Marconi MA 159), pHmetro
(Jenway 3510), balanca analitica (Shimadzu), espectrofotbmetro UV-Vis (Thermo
Scientific Evolution 60S) e leitor de microplacas (PerkinElmer), autoclave (Phoenix
Luferco), estufa de secagem e esterilizacdo (Tecnal), estufa com circulacdo e renovacéo de

ar (Solab SL — 102) e cabine de seguranca bioldgica (Filter-Flux).

METODOS

1. Preparacéao de meio de cultura em placa Petri descartavel

- Preparou-se 400 mL de solucdo de batata agar dextrose, numa proporcao de 39 g deste
para 1 L de agua destilada, sendo no caso medido uma massa de 15,6 g em balanga
analitica, dissolvida em agua destilada e ajustando o volume de 400 mL em uma proveta de
2 L.

- A dissolucdo da batata &gar dextrose foi realizada com o auxilio de agitador e barra

magnéticos, contida em um béquer de 1 L.
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- A solucdo resultante foi vertida para um frasco de Erlenmeyer de 1L e autoclavada em
condigdes fisico-quimicas de 120°C e 1 atm, por 20 minutos.

- Em cabine de seguranca biolégica com fluxo laminar, a solucéo foi vertida em 20 placas
de Petri descartaveis, com auxilio de uma proveta, num volume de 20 mL em cada.

- Apoés resfriamento e enrijecimento do agar, as placas foram acondicionadas em
refrigerador para uso posterior.

- Preparou-se placa de agar Sabouraud dextrose, dissolvendo este em agua destilada, na
proporcdo de 65 g/L, onde todo o procedimento foi conduzido da mesma forma como

foram preparadas as placas de agar batata dextrose, descrita acima.

2. Replicacéo de cultura de células fungicas

Os géneros e espécies trabalhados foram o Fusarium proliferatum, Penicillium
sizovae e Aspergillus foetidus, onde todos estes ja haviam sido triados para producdo de
proteases pelo Laboratorio de Produtos Naturais da Faculdade de Ciéncias da Salde
(Universidade de Brasilia). O procedimento em comum adotado para as trés cepas fungicas
acima foi:
- Coletou-se um disco de aproximadamente de 5 mm de uma placa contendo cultura
fangica crescida e inoculou-se em outra placa virgem, com auxilio de uma ponteira.
- O F. proliferatum e P. sizovae foram inoculados em placas contendo agar batata dextrose,
e 0 A. foetidus, em placa contendo agar Sabouraud dextrose.
- As placas incubadas em estufa a 30°C por 7 dias.
- Todo procedimento acima foi realizado em cabine de seguranga biologica com fluxo
laminar, onde os materiais utilizados foram autoclavados, sendo observada a limpeza da
cabine antes, durante, entre as inoculacGes de diferentes células de fungos, e apos a

operacgéo, com alcool 70%.
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3. Preparacdo das penas de galinha como substrato

Nesta etapa, o procedimento foi executado conforme o descrito no trabalho de Sales

et al., (2008) e que esta descrito abaixo.

- Coletaram-se penas de galinhas caipiras, sem distin¢do de raca ou sexo.

- As penas foram submetidas a duas lavagens com agua potavel da rede de abastecimento
publica e detergente, sendo o enxague final realizado com &gua destilada.

- As penas foram levadas a estufa com circulacéo forcada de ar, sendo operada a 37°C, por
um periodo de 24 h.

- Apods isto, as mesmas foram acondicionadas em sacos plasticos bem fechados, sendo uma
parte acondicionada em forma de fragmentos em pote de vidro.

A lavagem das penas foi realizada com o objetivo de remover as sujidades da
superficie, além de desengordura-las, para evitar contaminacdes, sendo feito com enxague
abundante para remocéo de detergente, evitando-se comprometer o crescimento de micélio.
Durante a etapa de secagem, a temperatura de 37°C foi escolhida por ser aproximada ao

natural da ave, e que, desta forma, ndo implicasse na degradacéo.

4. Preparacdo do meio semissolido fermentativo para as células fangicas

Esta etapa da metodologia teve como fonte os procedimentos seguidos por Ferreira
et al., (2017) e Sales et al., (2008), com algumas modificacdes, onde os cultivos foram
feitos em triplicata, e como foram trés tipos de fungos trabalhados, entdo utilizaram-se 9
frascos de Erlenmeyer de 500 mL ao todo, contendo 200 mL de meio em cada frasco,
preparados da seguinte forma:
- Em cada Erlenmeyer foram adicionados, previamente, 1 g de pena fragmentada,

obedecendo a proporc¢éo de 5 g/L (p/v).
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- Preparou-se 1,8 L de solucdo estoque para constituicdo do meio semissolido, onde a
composicao foi de CaCl,.2H,0 (0,045 g), ZnSO,.7H,0 (0,009 g), FeSO,4.7H,0 (0,027 g),
MgSQ,.7H,0 (0,09 g) e extrato de levedura (3,6 g), obedecendo a proporcao de 0,025 g/L,
0,005 g/L, 0,015 g/L, 0,05 g/L e 2 g/L, respectivamente.

- Todas as substancias mencionadas tiveram as massas medidas em balanca analitica, e
foram solubilizadas com auxilio de agitador e barra magnéticos, em béquer de 2 L, onde o
volume foi ajustado em proveta de 2 L.

- Com auxilio de proveta, adicionou-se 200 mL da solucdo meio preparada em cada frasco
de Erlenmeyer, ja contendo 1 g de pena individualmente.

- Os frascos foram vedados, sendo posteriormente levados a autoclave, operando-se a
temperatura de 120°C e pressao de 1 atm, por 20 minutos.

- Apos o resfriamento, os meios foram inoculados com 1 mL de suspensdo de esporos de
cada um dos 3 tipos de fungos trabalhados.

- A suspensdo de esporos foi preparada por meio de submersdo de esporos coletadas em
placas com células fungicas, por meio de raspagem com laminas de vidro, em solucdo de
NaCl 0,9% autoclavada, contida em béqueres necessarios aos 3 géneros de fungos.

- Para o A. foetidus, como houve dificuldade em extrair esporos da forma descrita no item
anterior, para garantir crescimento flngico, inoculou-se em cada frasco das triplicatas 3
discos de aproximadamente 5 mm do meio de cultura contendo células deste fungo.

- Os 9 frascos contendo os inéculos foram incubados em agitador shaker a 120 rpm e 30°C,

por 10 dias.

5. Contagem de esporos
- A partir das suspensdes de esporos preparadas acima, coletou-se 10 pL e aplicou-se no

espaco entre a laminula e a cdmara de Neubauer, sendo a contagem feita em microscépio
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com objetiva de aumento 40X, com auxilio de um instrumento contador manual, onde a
visualizacdo dos esporos foi procedida percorrendo 0s 5 quadrantes nas quinas e no centro
de um quadrado, e dentro de cada um destes 5 quadrantes, onde haviam 25 quadriculos,
também foi feita visualizacdo para efeito de contagem, sendo da esquerda para direita e de
cima para baixo. Todo este procedimento foi realizado para os dois campos de contagem
da camara de Neubauer.
- Para o célculo da concentracdo de esporos foi levado em consideracdo o volume
compreendido entre o espaco de 0,1 mm entre a cdmara e a laminula e a area superficial
dos quadriculos de leitura da camara em 0,0025 mm? além da média aritmética da
contagem feita em 5 quadrantes medianos e em 2 compartimentos de leitura. A partir
destes dados, utilizando-se de regra de trés simples matematica para extrapolar a
quantidade de esporos contidos em 1 mL de suspensdo, calculou-se a concentracao, sendo
realizado para cada fungo, com excecdo do A. foetidus.

A contagem de esporos forneceu os seguintes valores de concentracéo:

- F. proliferatum = 8,1x10° esporos/mL.

- P. sizovae = 7,5x10 esporos/mL.

6. Filtragem do meio fermentativo

- Retirou-se todos os 9 frascos do shaker, apos o periodo previsto de incubacao.

- Realizou-se a filtragem dos meios fermentativos para coleta da parte liquida, separando-
se do micelio e residuos de degradacdo de penas, onde os filtrados foram armazenados em
tubos conicos, num volume aproximado de 45 mL.

- A filtracdo foi realizada com auxilio de uma bomba de vacuo, onde para cada 3 frascos de
meio fermentativo de cada tipo de fungo acima mencionado, foi realizada em frasco de

Kitassato, funil de Buchner e papeis de filtro separados.
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- Os tubos contendo os filtrados foram armazenados em congelador para etapas
posteriores.

O acondicionamento do extrato bruto em congelador teve o objetivo de manter a
integridade quimica do complexo de enzimas presentes, evitando-se a desnaturacdo por

exposicao prolongada a temperatura ambiente, comprometendo os resultados.

7. Ensaio de atividade proteolitica total com azocaseina

Para cada triplicata dos extratos brutos colhidos, referentes aos 3 géneros e espécies
de fungos cultivados, o desenho experimental consistiu em desenvolver este ensaio em
triplicata cumulativa com a primeira, onde neste trabalho cada uma foi tratada como
amostra diferente, embora as primeiras triplicatas fossem oriundas de inoculacdo de um
mesmo tipo de fungo. Todo o procedimento desta etapa foi realizado segundo Charney &
Tomarelli, (1947), com algumas modificacdes, em que foram feitos os seguintes passos:
- Preparou-se 500 mL de solucdo tampdo acetato, consistindo numa mistura de 88 mL de
solucdo de acetato de sédio 0,2 M e 37 mL de solucdo de acido acético 0,2 M, onde o
volume mencionado foi ajustado com 4agua destilada em baldo volumétrico.
Posteriormente, o pH foi ajustado para 7 por meio de adicdo de solucdo de NaOH 0,1 M.
- Preparou-se 50 mL de solucdo de azocaseina 0,5% (p/v), onde foi medida uma massa de
0,25 g em balanga analitica, dissolvendo-a inicialmente com um pouco de &gua destilada e
aproximadamente 8 mL de solucdo de NaOH 0,1 M, sendo posteriormente o pH ajustado
para 7 com adicdo de &cido acético 0,05M, e o volume final foi ajustado com solugéo
tampé&o acetato 50 mM e pH 7, em bal&o volumétrico.
- Preparou-se 50 mL de solucdo de &cido tricloroacético (TCA) 10% (p/v), onde uma
massa de 5 g desta substancia foi medida em balanca analitica e o volume foi completado

com agua destilada em baldo volumeétrico.
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- Preparou-se 250 mL de solu¢do de KOH 0,5 M, onde uma massa de 7,01 g desta base foi
medida em balanca analitica e o volume foi completado com &gua destilada em balao
volumetrico.
- Foi preparada uma solucdo branco para zerar o instrumento espectroscopico, onde num
microtubo de 2 mL foram adicionados 500 pL da solucdo tampéo, 500 pL da solucéo de
azocaseina e 500 pL da solucdo de TCA.
- Foi preparada uma solugdo branco para as amostras referente a cada triplicata, onde em
microtubos de 2 mL foram adicionados 500 pL da solugcdo de azocaseina e 500 pL da
solucdo de TCA e, posteriormente, 500 pL do extrato bruto.
- Para as amostras, ou seja, para cada triplicata de cultivos dos 3 tipos de fungos
trabalhados, em outra triplicata seguida como mencionado acima, nos microtubos de 2 mL
foram adicionados, inicialmente, 500 uL de extrato bruto.
- As amostras acima foram incubadas a 37°C, onde em seguida foi adicionada aos tubos
500 L da solucdo de azocaseina, e aguardou-se 40 minutos de incubacdo. ApoOs este
periodo, adicionou-se 500 pL da solucdo de TCA em cada tubo.
- Todos os tubos foram centrifugados a 3000 rpm, a 4°C, por 10 minutos. Apoés isto,
coletou-se 1 mL do sobrenadante de cada microtubo e transferiu-se para tubos de ensaio,
onde em cada adicionou-se 1 mL da solugéo de KOH.
- Procedeu-se a leitura do contetdo de cada tubo de ensaio em espectrofotdmetro a 430
nm.

Neste ensaio a azocaseina teve a funcdo de substrato para revelar possiveis
proteases presentes nos extratos brutos. O &cido tricloroacético (TCA) foi utilizado com a
finalidade de interromper reacdo enzimatica, por meio da precipitacdo de azocaseina

resultante que ndo reagiu. O KOH teve a funcdo de solucdo reveladora para realcar a
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coloracdo alaranjada resultante da reacdo enzimatica com azocaseina, para ser detectada

colorimetricamente.

8. Ensaio de atividade colagenolitica com azocoll

Para cada triplicata dos extratos brutos colhidos, referentes aos 3 géneros e espécies
de fungos cultivados, o desenho experimental consistiu em desenvolver este ensaio em
triplicata cumulativa com a primeira, onde neste trabalho cada uma foi tratada como
amostra diferente, embora as primeiras triplicatas fossem oriundas de inoculacdo de um
mesmo tipo de fungo. Todo o procedimento desta etapa foi realizado segundo Rosso et al.,
(2012), com algumas modificacdes, em que foram feitos os seguintes passos:
- Preparou-se 50 mL de solucdo de fosfato de potassio monobasico 0,2 M, medindo-se
1,3609 g deste sal em balanca analitica, dissolvendo-o e ajustando volume com &gua
destilada em baldo volumétrico (solucéo A).
- Preparou-se 50 mL de solucédo de fosfato de potéssio dibasico 0,2 M, medindo-se 1,7418
g deste sal em balanca analitica, dissolvendo-o e ajustando o volume com agua destilada
em baldo volumétrico (solucédo B).
- Preparou-se 100 mL de solucdo tampéo de fosfato de potassio 100 mM, pH 7, contendo 1
mM de cloreto de calcio, juntando-se 19,5 mL de solucdo A a 30,5 mL de solugédo B,
adicionando-se 14,7 mg de cloreto de calcio dihidratado e ajustando-se o volume em baléo
volumetrico.
- Preparou-se 25 mL de uma suspensdo de azocoll 5 mg/mL, medindo-se em balanca
analitica 125 mg de azocoll e suspendendo-se este com a solu¢do tampdo fosfato de

potassio acima preparado, ajustando-se o volume em baldo volumétrico.
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- Foi preparada uma solucdo branco do substrato para zerar o instrumento, onde num
microtubo de 2 mL foram adicionados 300 pL da solucdo tampdo e 270 pL da suspensao
de azocoll.

- Foi preparada uma solucé@o branco para as amostras referente a cada triplicata, onde em
microtubos de 2 mL foram adicionados 420 pL da solucdo tampdo e 150 L do extrato
bruto.

- Para as amostras, ou seja, para cada triplicata de cultivos dos 3 tipos de fungos
trabalhados, em outra triplicata seguida como mencionado acima, nos microtubos de 2 mL
foram adicionados 150 pL de solucdo tampdo, 150 pL de extrato bruto e 270 pL de
suspensdo de azocoll.

- As amostras e 0s brancos acima foram incubados em shaker, a 37°C, a 200 rpm, por 1 h.

- Todos os tubos foram centrifugados a 10.000 g, a 4°C, por 8 minutos. Apos isto, coletou-
se 250 pL do sobrenadante de cada mirotubo e transferiu-se para uma microplaca de 96
pOCOsS.

- Procedeu-se a leitura em leitora de microplacas a 520 nm.

9. Ensaio de atividade queratinolitica com azoqueratina

Para cada triplicata dos extratos brutos colhidos, referentes aos 3 géneros e espécies
de fungos cultivados, o desenho experimental consistiu em desenvolver este ensaio em
triplicata cumulativa com a primeira, onde neste trabalho cada uma foi tratada como
amostra diferente, embora as primeiras triplicatas fossem oriundas de inoculacdo de um
mesmo tipo de fungo. Todo o procedimento desta etapa foi realizado segundo Sousa et al.,

(2015), com algumas modificacdes, em que foram feitos os seguintes passos:
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- Preparou-se 200 mL de solugdo tampao de fosfato de sédio 50 mM, pH 7,5, juntando-se 8
mL de solucdo de fosfato de sodio monobasico 0,2 M a 42 mL de solucdo de fosfato de
sodio dibasico 0,2 M, ajustando-se o volume em baldo volumétrico.

- Foi preparada uma solucdo branco do substrato para zerar o instrumento, onde num
microtubo de 5 mL foram adicionados 4 mL da solu¢édo tampao e 20 mg de azoqueratina.

- Foi confeccionada uma solugédo branco para as amostras referente a cada triplicata, onde
em microtubos de 5 mL foram adicionados 4 mL da solucdo tampéo e 200 pL do extrato
bruto.

- Para as amostras, ou seja, para cada triplicata de cultivos dos 3 tipos de fungos
trabalhados, em outra triplicata seguida como mencionado acima, nos microtubos de 5 mL
foram adicionados 20 mg de azoqueratina, 3,8 mL de solucdo tampéo e 200 pL de extrato
bruto.

- As amostras e 0s brancos acima foram incubados em shaker, a 37°C, a 200 rpm, por 1 h.

- Todos os tubos foram centrifugados a 10.000 g, a 4°C, por 10 minutos. Apos isto,
coletou-se 250 pL do sobrenadante de cada microtubo e transferiu-se para uma microplaca
de 96 pocos.

- Procedeu-se a leitura em leitora de microplacas a 520 nm.

10. Célculo das atividades proteoliticas totais, colegenoliticas e queratinoliticas

- Para atividade proteolitica total com azocaseina, considerou-se uma unidade de atividade
proteolitica (U/mL) a quantidade de enzima presente em 1 mL do extrato bruto que
implicasse em aumento de 0,001 na absorbancia, em relacdo a solucdo branco, ao
hidrolisar a azoqueratina.

- Para atividade colagenolitica com azocoll, considerou-se uma unidade de atividade

colagenolitica (U/mL) a quantidade de enzima presente em 1 mL do extrato bruto que
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implicasse em aumento de 0,1 na absorbancia, em relacdo a solucéo branco, ao hidrolisar o
azocoll.

- Para atividade queratinolitica com azoqueratina, considerou-se uma unidade de atividade
queratinolitica (U/mL) a quantidade de enzima presente em 1 mL do extrato bruto que
implicasse em aumento de 0,1 na absorbancia, em relacéo a solucéo branco, ao hidrolisar a
azoqueratina.

- Para o calculo das atividades, os dados foram lancados no Microsoft Excel, onde foram
descontados os valores de absorbancia da solucdo branco, calculou-se as médias de
absorbancia entre as triplicatas de cada triplicata dos extratos brutos referentes ao meio de
crescimento dos 3 tipos de fungos trabalhados, em que foram contemplados nos célculos os
valores médios de absorbancia, o volume total presentes nos microtubos, o volume de
extrato bruto em cada ensaio de atividade, o tempo de incubacdo para a reacdo enzimatica
e os valores constantes para as unidades de atividade enzimatica mencionados nos dois

itens acima.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Antes de mencionar os resultados propriamente ditos, convém discutir alguns
pontos dos procedimentos adotados na metodologia empregada nos experimentos deste
trabalho, onde os métodos foram desenhados inspirando-se em ensaios realizados e
relatados nas bases de dados pesquisadas, e que estdo citados no referencial tedrico da
introducao.

A escolha dos fungos F. proliferatum, P. sizovae e A. foetidus, foi feita, por se
tratar de fungos filamentosos encontrados em associacdo com o bioma do Cerrado
Brasileiro, ou seja, que potencialmente poderia ofertar proteases estaveis em condi¢cdes de
operacdo industrial, visto que o clima do cerrado oferece condicBes adversas de
sobrevivéncia, a qual esses fungos estdo adaptados. Além disso, 0s mesmos estdo incluidos
em estudos do Laboratério de Produtos Naturais, coordenado pela Professora Pérola
Magalhaes, para producao de proteases,

As penas de galinha foram utilizadas com o intuito de ser fonte alternativa de
carbono e nitrogénio aos meios de crescimento fungico, que aliada & solucdo de sais
mencionada na metodologia, constituiu em meio semissolido de fermentagdo rico em
queratina, onde outros autores utilizaram este residuo agroindustrial em meios
fermentativos semissolidos para crescimento de fungos e producdo de proteases, como, a
titulo de exemplo, Ferreira et al., (2017) que obtiveram extrato enzimatico com atividade
colagenolitica de 645 U/mL para um cultivo de fungos isolado da Caatinga, do género
Aspergillus sp., Sales et al., (2008) que obtiveram extrato enzimatico com atividade

queratinolitica maxima de 48,9 U/mL para o Aspergillus carbonarius, e Souza et al.,
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(2015), em que os extratos enzimaticos dos fungos Aspergillus sulphureus, Trichoderma
aureoviride, A. avenaceus e A. sclerotiorum, forneceram valores de atividade
queratinoliticas de 7,35, 7,20, 6,70 e 6,05 U/mL, respectivamente.

Outros exemplos de autores que utilizaram penas como substrato, para ser fonte de
carbono e nitrogénio ao meio de crescimento microbioldgico, estdo mencionados nos
topicos que tratam de atividades enzimaticas colagenoliticas e queratinoliticas, no
referencial teorico, e serdo retomados ao longo do desenvolvimento do texto de resultados
e discusséo.

Ao longo do periodo de incubacéo, observou-se formacao de micélio fingico nos
fracos de Erlenmeyer, acompanhada de degradacdo dos fragmentos de pena, sendo que
para os frascos que estavam inoculados o A. foetidus, o crescimento de células fangicas,
assim como a degradacdo das penas, mostrou-se visivelmente moderado com presenca
discreta de minusculas esferas de micélio. Isto pode ser visualizado por meio das

fotografias da Figura 2 e Figura 3.

Figura 2. Fotografia das triplicatas dos meios de crescimento de cada um dos 3 géneros e

espécie de fungos (Perspectiva da direita para esquerda).
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No sentido da direita para esquerda, os trés primeiros frascos correspondem aos

cultivos do F. proliferatum, os trés do meio, ao P. sizovae e 0s trés altimos, ao A. foetidus.

Figura 3. Fotografia das triplicatas dos meios de crescimento de cada um dos 3 géneros e

espécie de fungos (Perspectiva da esquerda para direita).

De posse dos dados numéricos de absorbancia e feitos os devidos célculos de
atividade enzimatica, os resultados de atividades proteoliticas totais, colagenoliticas e
queratinoliticas estdo reunidos e podem ser visualizados por meio da Tabela 1 abaixo, onde
se referem as triplicatas de crescimento dos fungos F. proliferatum, P. sizovae e A.

foetidus.

Tabela 1. Resultados numéricos de atividade proteolitica total, colagenolitica e

queratinolitica, expressos por triplicata de cada género e espécie.

Atividade Proteolitica Colagenolitica Queratinolitica
(U/mL) (U/mL) (U/mL)
F. proliferatum 1| 47,075+ 1,260 0,039 + 0,009 0,000
F. proliferatum 2| 55,325+ 0,312 0,126 + 0,040 0,000
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F. proliferatum 3| 45,825 + 3,983 0,130 £ 0,077 0,000
P. sizovae 1 36,350 £ 1,704 0,089 £ 0,044 0,000
P. sizovae 2 45,475 + 1,148 0,069 + 0,027 0,000
P. sizovae 3 54,975 + 0,595 0,051 + 0,016 0,000
A. foetidus 1 2,725 £ 0,770 0,000 0,000
A. foetidus 2 2,000 £ 0,229 0,000 0,000
A. foetidus 3 1,600 + 0,263 0,000 0,000

Como pode ser visto acima, cada triplicata foi considerada como amostras
independentes entre si, embora fossem oriundas da inocula¢do de um mesmo cultivo, onde
0s resultados foram expressos separadamente.

Para atividade proteolitica total em relacdo a degradacdo do substrato azocaseina,
os 3 cultivos do F. proliferatum apresentaram valores de atividades médias de 47,075,
55,325 e 45,825 U/mL, respectivamente. Kannahi e Ancy (2012) obtiveram resultado de
atividade proteolitica para o Fusarium solani no valor de 0,63 U/mL, onde estes autores
utilizaram meio fermentativo constituido em solu¢do mineral de sais e penas de galinha
como fonte de carbono e nitrogénio. Rodarte et al. (2011) ao trabalharem com os fungos
Fusarium illudens, Fusarium moniliforme e Fusarium solani, obtiveram resultados de
atividade proteolitica maxima nos valores de 27,59, 37,51 e 21,48 U/mL, respectivamente,
em pH 9, onde no meio fermentativo foram utilizados os substratos caseinato de sodio e
glicose, como fonte de nitrogénio e carbono, respectivamente.

Diante dos resultados obtidos pelos autores mencionados acima, os valores de
atividades proteoliticas obtidos neste trabalno para o F. proliferatum foram
comparativamente mais expressivos. Isto sugere que a pena de galinha combinada ao
extrato de levedura, como fonte de carbono e nitrogénio, utilizados neste trabalho, tenha
induzido uma maior producdo de enzimas proteoliticas capazes de hidrolisar o substrato

azocaseina. Segundo Moore et al. (2006) a pena de galinha é composta de mais de 90% de
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queratina, que € uma proteina capaz de fornecer carbono e nitrogénio quando degradada,
em que sao importantes nutrientes para cultivos microbiologicos.

Os 3 cultivos do fungo P. sizovae exibiram valores médios de atividade proteolitica,
em relagdo ao consumo do substrato azocaseina, de 36,350, 45,475 e 54,975 U/mL,
respectivamente.

Manivannan & Kathiresan (2007) ao trabalharem com o fungo Penicillium
fellutanum, obtiveram valor maximo de atividade proteolitica de 25 U/mL, em pH 8,5, 100
rpm de agitacdo, 30°C de temperatura, e meio constituido de 50 g/L de lactose e caseina,
como fonte de carbono e nitrogénio, respectivamente.

Gombert et al. (1999) obtiveram resultado de atividade proteolitica no valor de 7,8
U/mL para o fungo Penicillium restrictum, em uma fermentacdo em estado solido,
contendo bolo de azeite do babacu (Orbignya oleifera) como fonte de carbono e peptona,
como fonte de nitrogénio.

Rodart et al. (2011) obtiveram resultados de atividades proteoliticas para os fungos
Penicilllium citrinum e Penicillium solitum, nos valores de 29,91 e 31,06 U/mL,
respectivamente, em pH 9, com meio constituido em caseinato de sodio, como fonte de
nitrogénio, e glicose como fonte de carbono.

Souza (2015) obteve resultado de atividade proteolitica para os fungos Penicillium
decumbens, Penicillium restrictum e Penicillium fellutanum com valores de 15.65, 6,30 e
19,55 U/mL, respectivamente. Esta autora utilizou substancias como glicose, peptona,
extrato de levedura, caldo Sabouraud dextrose e caseina como substratos para preparacao
do meio liquido fermentativo.

Diante dos resultados de atividade proteolitica total aferidos pelos autores
mencionados acima, para os fungos do género Penicillium, os 3 cultivos do fungo

Penicillium sizovae deste trabalho exibiram atividade proteolitica, em relacdo ao substrato
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azocaseina, comparativamente maiores. O resultado deste fungo somado ao dos cultivos do
Fusarium proliferatum, reforca a sugestdo de que as penas de galinha combinadas com
extrato de levedura tenham induzido a producdo de proteases por parte dos cultivos destes
dois géneros de fungos, ja que as penas sdo constituidas majoritariamente por queratina,
habeis em fornecer os nutrientes carbono e nitrogénio ao meio fermentativo, segundo
Moore et al (2006) .

Isto também sugere que os fungos F. proliferatum e P. sizove tenham o potencial de
produzir proteases que possam ter aplicabilidades biotecnologicas, a principio na
degradacdo de penas como residuo agroindustrial para serem utilizadas em producédo de
racdo animal, uma vez que os cultivos destes 2 fungos consumiram as penas durante o
crescimento de micélio, conforme descrito e ilustrado na Figura 2 acima.

Seria interessante ampliar o desenho experimental para o F. proliferatum e P.
sizovae, diante dos valores de atividade proteolitica exibidas, onde possa variar as
condicdes de incubacdo e a composicdo do meio fermentativo, com intuito de obter uma
curva de crescimento que possa orientar a melhor combinacao de varidveis, no sentido de
maximizar a producdo de proteases. Ainda neste sentido, a experimentacdo pode ser
expandida para testes de aplicabilidades biotecnolégicas do extrato bruto enzimatico
obtido, ou do purificado cromatograficamente deste, em capacidade de remocdo de
manchas e incorporacdo em detergentes comerciais, de degradar residuos da industria
téxtil, coureira, agricola e entre outros, que ficam como recomendacdo para reproducéo
deste trabalho.

Quanto ao A. foetidus, os valores médios de atividade proteolitica total, com
substrato azocaseina, foram de 2,725, 2,000 e 1,600 U/mL, respectivamente, para 0s 3

cultivos deste fungo.
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Rodarte et al. (2011) ao trabalharem com os fungos Aspergillus dimorphicus e
Aspergillus ochraceus, obtiveram valores de atividade proteolitica de 31,74 e 48,75 U/mL,
respectivamente, em pH 9, onde o meio fermentativo foi constituido por substratos
caseinato de sddio e glicose, sendo fonte de nitrogénio e carbono, respectivamente.

Kannahi & Ancy (2012), para o fungo Aspergillus flavus, obtiveram atividade
proteolitica de 0,91 U/mL, quando o meio de fermentativo foi constituido somente de
solucdo mineral de sais e penas de galinha, sendo que este valor saltou para 73,3 U/mL,
qguando o meio foi suplementado com sacarose, como fonte de carbono, e fosfato de
amonio, como fonte de nitrogénio.

Kranthi et al. (2012), para o fungo Aspergillus flavus, obtiveram valores de
atividade proteolitica variando de 100 a 698 U/mL, conforme a variacdo da composi¢do do
meio fermentativo com diferentes fontes de carbono e nitrogénio e sais, onde a melhor
combinacéo foi de meio contendo farelo de trigo e sulfato de zinco, sendo a incubacdo em
pH 7,5 e temperatura de 45°C.

Mohamed et al. (2008), para o fungo Aspergillus clavatus, obtiveram resultados de
atividade proteolitica de 770,66 U/mL, onde o meio fermentativo foi composto de solucéo
mineral de sais e diferentes substratos fontes de carbono e nitrogénio, sendo a farinha de
tubérculo do Mirabilis jalapa (10 g/L), enquanto que para 0 mesmo género e espécie,
também obteve atividade proteolitica de 56 U/mL, quando o meio fermentativo foi
constituido de (5 g/L) da mesma farinha, extrato de levedura, peptona, ureia e caseina.

Novelli et al. (2016) obtiveram resultado de atividade proteolitica para os fungos
Aspergillus brasiliensis, Aspergillus oryzae e Aspergillus flavipes nos respectivos valores
de 11,89, 5,10 e 27,78 U/mL, sendo o substrato fonte de carbono e nitrogénio, a farinha de

trigo e de soja.
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Lopes et al. (2011), trabalhando com o fungo Aspergillus niger, obteve atividade
proteolitica em substrato azocaseina no valor de 10,27 U/mL, em pH 4,5, ap6s 96 horas de
incubacdo, onde o substrato que proporcionou melhor resultado, no meio fermentativo, foi
a farinha de penas em proporcao de 10 g/L.

Souza (2015) ao trabalhar com Aspergillus foetidus, obteve resultados de atividade
proteolitica em substrato azocaseina, com valores de 12,91, 40,13 e 63,7 U/mL, referentes
as variacbes de parametros de cultivo e composicdo de meio fermentativo, onde
essencialmente continha caldo Sabouraud dextrose, peptona e extrato de levedura como
fontes de carbono e nitrogénio.

Diante dos resultados obtidos pelos autores que trabalharam com os fungos do
género Aspergillus, citados acima, os valores de atividade proteolitica total exibidos pelos
3 cultivos do fungo A. foetidus, em relacdo ao substrato azocaseina, foram
comparativamente baixos. Isto sugere que as minusculas particulas de micélio que se
formaram muito discretamente nos fracos de Erlenmeyer, em uma inspecdo visual, e
comparada aos cultivos dos fungos trabalhados F. proliferatum e P. sizovae, tenham
produzido, em consequéncia, proteases quantitativamente inferiores. Como foi descrito
anteriormente, e conforme visualizacdo da Figura 2 acima, as penas mantiveram-se
praticamente integras nos fracos contendo o cultivo do A. foetidus, ao contrario do que
ocorreu com os cultivos dos outros dois fungos trabalhados, onde a pena foi totalmente
digerida.

Diante disto, a primeira hipotese a ser levantada é que o A. foetidus ndo produza
grandes quantidades de proteases. No entanto Souza (2015) conseguiu obter como
resultado diferentes valores bem expressivos de atividade proteolitica, mencionados acima,
conforme a autora variava a composicdo do meio fermentativo e as condicGes de

incubacéo, o0 que permite excluir esta hipotese.
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A segunda hipotese a ser levantada € a insuficiente capacidade de inducdo de
crescimento micelial e consequente producédo de proteases para o A. foetidus, por parte da
das penas, combinadas ao extrato de levedura, como substratos fontes de carbono e
nitrogénio. No entanto, autores como Sales et al. (2008), Ferreira et al. (2017), Sousa et al.
(2015), Lopes et al. (2011) e Marcondes et al. (2008), trabalharam com outras espécies
diferentes do género Aspergillus e obtiveram resultados expressivos de atividade
proteolitica, seja em relacdo a azocaseina, ao azocoll ou a azoqueratina, que serdo
mencionados mais adiante, utilizando-se de penas fragmentas ou em forma de farinha
como substrato no meio fermentativo. Isto ndo exclui, porém enfraquece esta hipdtese
levantada.

O que se percebe, por meio dos relatos experimentais citados acima, € que a
producdo de proteases flngicas dependa do género e espécie pesquisados, dos parametros
de incubacdo relacionados a pH do meio fermentativo, temperatura, tempo e regime de
rotacdo dos incubadores, e principalmente, dos substratos utilizados como fonte de carbono
e nitrogénio para compor o meio fermentativo, seja em estado soélido, semissélido ou
submerso. Neste sentido os autores Orlandelli et al. (2012) e Monteiro & Silva (2009), em
seus trabalhos de revisdo sistematica, ressaltam a importancia da escolha dos melhores
pardmetros de incubacdo, incluindo a escolha de substratos que apresentem uma relacéo
composicional de carbono/nitrogénio favoravel a cada microrganismo, para compor 0 meio
fermentativo de crescimento, e assim maximizar a producao de proteases microbiologicas,
tanto para fungos como bacteérias.

Ainda neste contexto, Souza (2015) ao observar que em seus experimentos o0 A.
foetidus, entre os fungos analisados, foi o que forneceu maiores valores de atividades
proteoliticas, prosseguiu o estudo no sentido de obter a melhor combinacdo de parametros

de incubacdo, para este fungo, como também a melhor combinacdo de substratos para
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compor o meio fermentativo. Com isto a autora obteve o maior valor de atividade
proteolitica para este fungo, quando cultivado em meio contendo peptona, como fonte
principal de carbono e nitrogénio, pois em uma analise quimica elementar destas e outras
fontes, a mesma verificou que a peptona tinha maior composi¢cdo em nitrogénio e menor
valor de relacdo carbono e nitrogénio, que levou a sugerir que substratos que apresente a
relacdo entre carbono e nitrogénio menor, fossem mais favoraveis, no caso especifico para
0 A. foetidus. Adicionalmente, as condicdes de incubacdo melhores foram em pH 7, 28°C
de temperatura, 150 rpm e 168 horas de incubacao.

Para atividade proteolitica em substrato azocoll ou propriedades colagenoliticas, 0s
3 cultivos do fungo F. proliferatum apresentaram os seguintes valores: 0,039, 0,126 e
0,130 U/mL. Os 3 cultivos do fungo P. sizovae forneceram os seguintes valores: 0,089,
0,069 e 0,051 U/mL. Quanto ao A. foetidus, ndo foi ativo. Estes valores de atividade
colagenolitica apresentados pelos cultivos dos 2 géneros e espécies dos fungos
mencionados foram muito baixos em comparagdo aos resultados obtidos por outros autores
que serdo referidos logo abaixo.

Ferreira et al., (2017) obtiveram como resultado um valor de 645 U/mL de
atividade colagenolitica, para um cultivo de fungos isolados do solo de Caatinga, do
género Aspergillus sp., onde o meio fermentativo foi constituido em solucdo mineral de
sais e penas de galinha, alem de parametros de incubacdo terem sido em 30°C e 120 rpm
de agitacéo, por 240 horas.

Ida et al. (2017), ao trabalharem com os fungos Aspergillus fisheri e Penicillium
citrinum, obtiveram picos de valores de atividade colagenolitica de 460 e 760 U/mL,
respectivamente, utilizando-se penas esmagas como substrato e solugdo mineral de sais,

além de caseina e extrato de levedura.
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Lima et al. (2011), ao trabalharem com o fungo Penicillium aurantiogriseum,
obtiveram resultado de valor de atividade colagenolitica de 283,36 U/mL, onde o0 meio
fermentativo foi constituido em solugcdo mineral de sais, glicose e farinha de soja, incubado
a pH 7 e temperatura de 24°C, por 72 horas.

Mahmoud et al. (2007) obtiveram resultado de atividade colagenolitica para o
fungo Aspergillus flavus, no valor de 4,21 U/mL, sendo o0 meio de crescimento constituido
de fontes de colageno, como gelatina e colageno bovino, além de glicose e extrato de
levedura.

Hamdy et al. (2008) obtiveram resultado de atividade colagenolitica para o fungo
Rhizoctonia solani, no valor de 212,33 U/mL, onde o meio de crescimento foi constituido
essencialmente em fontes de colageno, como agar Sabouraud glicose colageno, e meio
liquido fermentativo suplementado com colageno insoltvel tipo | a base de tenddo de
Aquiles bovino, com parametros de incuba¢do em pH 5,5, 30°C, 175 rpm e por 108 horas.

Voltan et al. (2008), ao trabalharem com o fungo Paracoccidioides brasiliensis,
obtiveram atividade colagenolitica no valor de 4,2 U/mL, onde o meio fermentativo foi
constituido de neopeptona, albumina bovina, elastina e suplementada com colageno
insolavel.

Lima et al. (2009) obtiveram resultado de atividade colagenolitica apresentada pelo
fungo Candida albicans, no valor de 6,8 U/mL, onde o meio fermentativo foi constituido
de gelatina, como fonte de colageno, e extrato de malte.

Lima et al. (2014), ao trabalharem com a bactéria Bacillus stearothermophilus,
obtiveram resultado de atividade colagenolitica no valor de 79,38 U/mL, em que o0 meio
fermentativo foi constituido de gelatina e colageno insollvel, além de solu¢do mineral de

sais.
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Como mencionado, os resultados de atividade colagenolitica para o F. proliferatum
e P. sizovae forneceram valores muito baixos comparados aos dos autores mencionados
acima. Mas analisando a composicdo do meio de crescimento dos autores citados, a
maioria utilizaram fontes de colageno para crescimento celular, como gelatina ou colageno
insoluvel, o que sugere que tenham induzido os fungos utilizados pelos autores a produzir
proteases com propriedades colagenoliticas.

No experimento deste trabalho, as penas de galinha combinadas ao extrato de
levedura apresentaram baixa capacidade de induzir uma maior producdo de proteases com
propriedades colagenoliticas, para os fungos F. proliferatum e P. sizovae. O interessante é
que Ferreira et al. (2017), diferentemente dos autores citados acima, obtiveram 645 U/mL
de atividade colagenolitica para os fungos Aspergillus sp. onde o meio foi constituido
unicamente de solucéo de sais e penas de frango fragmentadas. Isto pode estar relacionado
com as caracteristicas fisioldgicas deste cultivo fungico de isolados da Caatinga, pois
outros autores citados precisaram suplementar os meios de crescimento com fontes de
coléageno.

Quanto ao A. foetidus, que ndo apresentou atividade colagenolitica, a mesma
hipbtese levantada, mencionada acima, que diz respeito a possibilidade de avaria no cultivo
em placa, também se mostra a mais cabivel para explicar a auséncia de atividade
proteolitica com o substrato azocoll.

Diante disto, seria interessante ampliar o desenho experimental com os fungos
utilizados neste trabalho, testando crescé-los em placas e também em meios fermentativos
suplementados com substratos a base de colageno, como gelatina, colageno insolivel e
outras fontes, com o intuito de obter maiores valores de atividade colagenolitica, pois se 0s
autores acima obtiveram resultados de atividade colagenoliticas ao trabalharem com os

géneros Aspergillus e Penicillium, embora de espécies diferentes, entdo os 3 fungos
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utilizados neste trabalno podem ser induzidos a produzirem mais proteases com
propriedades colagenoliticas. Isto também fica como recomendacdo para reproducdo do
experimento deste trabalho

Outra observacdo que pode ser necessaria € a que menciona Oliveira (2015), onde a
algumas enzimas colagenoliticas para serem ativas, necessitam que haja um aquecimento
brando do meio reacional para que a enzima se torne ativa, a partir de sua forma pro-
enzimatica, e a0 mesmo tempo inibindo outras proteases que eventualmente possam estar
presentes no extrato bruto enzimatico. Segundo mesmo autor, algumas enzimas
colagenoliticas, alem da temperatura operacional, podem requerer ajustes de pH para
serem ativas.

Outra observacdo, é que o azocoll ndo se dissolveu na solucdo tampao, formando
suspensdo muito instavel, necessitando de constantes agitacdes durante o experimento, e
isto pode ser visualizado pela variabilidade dos valores numéricos obtidos para atividade
colagenolitica na Tabela 1. Seria interessante ter reduzido mecanicamente o tamanho de
particula deste substrato para melhor se dispersar pela solucdo tampdo em que foi
preparado.

Para atividade proteasica queratinolitica, todos os fungos, F. proliferatum, P.
sizovae e A. foetidus, ndo foram ativos. Outros autores obtiveram resultados de atividade
queratinolitica, cultivando fungos em meio contendo solugéo de sais e penas de frango, que
serdo mencionados logo abaixo.

Sales et al., (2008) obtiveram proteases com atividade queratinolitica maxima de
48,9 U/mL, para o fungo Aspergillus carbonarius, em uma variacdo de parametros de
incubacéo, onde o meio fermentativo foi constituido de solugdo mineral e penas de galinha

em 5 g/L.
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Sousa et al., (2015), que obtiveram atividade queratinolitica para os fungos
Aspergillus sulphureus, Trichoderma aureoviride, A. avenaceus e A. sclerotiorum, no valor
de 7,35, 7,20, 6,70 e 6,05 U/mL, respectivamente, onde o meio fermentativo continha
tampéo fosfato e penas em concentracdo de 15 g/L, além de a leitura ter sido feita em 280
nm, diferentemente do experimento deste trabalho, em que foi procedida em 520 nm.

Cavello et al. (2013) obtiveram resultado de atividade queratinolitica para o fungo
Purpureocillium lilacinum no valor de 15,96 U/mL, onde o meio fermentativo foi
composto de solucdo mineral de sais, residuos de pelos resultantes da atividade coureira,
como fonte de carbono e nitrogénio, além de glicose e extrato de levedura.

Lopes et al. (2011), ao trabalharem com o fungo Aspergillus niger, obtiveram
resultado de atividade queratinolitica no valor de 3 U/mL, onde o meio fermentativo
constituido de fonte de queratina melhor foi a farinha de penas, em pH 4,5 e 96 horas de
incubacéo.

Marcondes et al (2008) obtiveram resultados de atividade queratinolitica para os
fungos Aspergillus terreus, Aspergillus alliaceus, Aspergillus caesiellus, Aspergillus janus,
Aspergillus hollandicus, Aspergillus niveus, Aspergillus deflectus, Acremonium
hyalinulum, Alternaria tenuissima, Beauveria bassiana, Curvularia brachispora,
Paecilomyces vanotti e Penicillium expansum, nos valores de 18,4; 15,2; 27,2; 2,4; 18,4;
28,8; 1,4; 48,2; 47,8; 41,4; 43,4; 14,2 e 18,4 U/mL, respectivamente, onde 0 meio
fermentativo continha solu¢do mineral de sais e farinha de penas, como Unica fonte de
carbono e nitrogénio.

Habbeche et al. (2014) obtiveram resultado de atividade queratinolitica para a
bactéria Actinomadura keratinilytica no valor de 24.000 U/mL, onde o meio fermentativo
foi constituido de solucdo mineral de sais e farinha de penas como unica fonte de carbono e

nitrogénio.
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Reddy et al (2017), ao trabalharem com a bactéria Bacillus pumilus, obtiveram
atividade queratinolitica no valor de 373 U/mL, onde o meio fermentativo foi constituido
de solucdo mineral de sais, penas de frango como fonte de carbono e nitrogénio, além de
contar com suplementacdo de aminoéacidos triptofano, isoleucina, lisina e metionina.

Diante da auséncia de atividade proteolitica em relagcdo ao substrato azoqueratina,
para os cultivos dos 3 fungos utilizados neste trabalho, sugere que as penas de galinha
combinadas ao extrato de levedura, como fonte de carbono e nitrogénio, além de fonte de
queratina, ndo foram capazes de induzir a producdo de proteases com propriedades
queratinoliticas.

O interessante € que as espécies dos fungos do género Aspergillus e Penicillium,
pesquisados pelos autores mencionados acima, exibiram atividade queratinolilica, quando
foram utilizados em seus meios fermentativos penas de galinha, principalmente em forma
de farinha. Entdo, isto sugere que o A. foetidus e P. sizovae, a principio, possam produzir
proteases com propriedades queratinoliticas, realizando modificacdes no meio de cultivo.

Uma destas modificacdes seria utilizar penas na forma de farinha, pois a maioria
dos autores mencionados acima utilizaram este tecido nesta forma fisica, onde relataram
obter melhores resultados de producdo de proteases queratinoliticas, associados a outras
variaveis de parametros de incubacgdo, e que foram citadas na introducdo deste trabalho.
Segundo Moore et al (2006) as penas sdo constituidas de mais de 90% de queratina, e pela
I6gica, se estas foram desintegradas visivelmente pelos cultivos do F. proliferatum e P.
sizovae, isto sugere que em algum periodo do tempo de incubagéo, ao longo de 10 dias,
estes fungos possam ter produzido proteases queratinoliticas, e que posteriormente tenham
perdido esta propriedade na etapa de ensaio enzimatico.

Entdo, outra recomendacdo para reproducdo deste experimento é testar utilizar as

penas de galinha em forma de farinha, como os autores mencionados acima, em sua
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maioria, fizeram. Além disso, € interessante expandir o desenho experimental para outras
fontes de queratina, como cabelo, chifres, pelos de porcos e entre outros, assim como,
também, variar os parametros de incubacdo em termo de pH, temperatura, agitacdo e
tempo, porque uma das observacdes nos relatos metodoldgicos dos autores é que o tempo
de incubacdo, em que produziram melhores atividades queratinoliticas, foram inferiores a 7
dias. Tudo isto esta descrito nos topicos relativos a proteases com atividade queratinolitica,
na introducdo deste trabalho.

Os valores numéricos das atividades aferidas acima, para melhor visualizagéo,
foram plotados em graficos de barras verticais, que podem ser vistos abaixo, onde o
Gréafico 1 se refere a atividade proteolitica total em relacdo a degradacdo de substrato
azocaseina, e o Grafico 2, que se refere a atividade colagenolitica em relacdo a degradacgéo
do substrato azocoll, para os fungos F. proliferatum e P. sizovae que apresentaram valores
maiores que zero. Para plotagem, foram contemplados valores numéricos positivos, como
mencionado, onde os valores referente ao A. foetidus para atividade colagenolitica e os
valores referentes aos 3 tipos de fungos em questdo, para atividade queratinolitica, foram

desconsiderados, ja que ndo apresentaram atividade no substrato queratina.
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Gréfico 1. Atividade proteolitica total do extrato enzimatico bruto, sendo em relagéo a

degradacédo do substrato azocaseina.
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Gréfico 2. Atividade colagenolitica do extrato enzimatico bruto, sendo em relacdo a

degradacéo do substrato azocoll.

Como observado, os graficos acima estdo organizados em grupos de juncao de

barras de diferentes triplicatas, com cores correspondentes aos diferentes cultivos fungicos.

Entdo em virtude da limitagdo do recurso tempo procurou-se trabalhar adaptando os

procedimentos descritos em outros trabalhos que obtiveram sucesso nos resultados, a este

em questdo, embora se tratasse de fungos com géneros e espécies diferentes, onde cada um

tem suas peculiaridades. Pelo mesmo motivo, ndo se realizou outros testes, como o de

aplicabilidades, atividades proteoliticas em relacdo a variacdo de pH e temperatura com 0s

substratos utilizados neste trabalho, estabilidade térmica ou até mesmo repetir 0s

procedimentos para corrigir falhas eventuais e melhorar os resultados, tornando-os mais

robustos.
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CONCLUSAO

O meio contendo a solucdo de sais e extrato de levedura, somado a contribuicéo das
penas de galinha, como fonte de carbono e nitrogénio, propiciou o crescimento de
biomassa de células fungicas, capaz de produzir proteases.

As enzimas presentes nos extratos brutos das triplicatas do F. proliferatum, P.
sizovae e A. foetidus apresentaram atividade proteolitica, que foi verificada mediante os
valores de absorbéancia e traduzida em valores de atividade U/mL, onde os dois primeiros
fungos foram bem mais expressivos e o ultimo foi muito discreto em relagdo aos primeiros
e, também em relacdo a comparacéo na literatura.

As enzimas dos extratos brutos de F. proliferatum e P. sizovae apresentaram
atividade especifica colagenolitica muito discreta com valores de atividades muito baixos,
em comparacao aos resultados descritos na literatura. As enzimas do extrato bruto do
cultivo de A. foetidus ndo apresentaram atividade colagenolitica.

Nenhum complexo de enzimas dos extratos brutos dos trés tipos de fungos
trabalhados apresentou atividade queratinolitica.

O tempo foi o principal fator limitante, dado a escassez do mesmo, para que fossem
realizados outros testes de especificidade e aplicabilidade, ou até mesmo para refazer
algumas etapas experimentais e corrigir erros ou vicios, para melhorar resultados.

Como recomendacOes para reproducdo do experimento, sugere-se diminuir
mecanicamente o tamanho da particula de azocoll antes de suspender com solugdo tampao,
ampliar o desenho experimental variando 0s pardmetros como a composi¢do quimica do
meio, inclusive testando outros residuos agroindustriais, temperatura, regime de rotacdo do
shaker e tempo de incubacdo, e realizar testes de aplicabilidades cosméticas ou industriais,

avaliar as atividades proteoliticas para os substratos utilizados neste trabalho em relacéo a
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variacdo de pH e temperatura, estabilidade térmica, além de testar outros géneros e

especies de fungos presentes no bioma do Cerrado Brasileiro.
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