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RESUMO
Os fungos filamentosos derivados de ambientes marinhos sdo promissores para exploracao
biotecnoldgica, visto que, este habitat cobre mais de 70% da superficie do planeta e por ser a
micologia marinha uma ciéncia recente onde pouco se conhece sobre a biodiversidade e 0s
potenciais recursos geneéticos provenientes desses organismos. Atualmente, a analise e
aplicacdo da capacidade catabolica de micro-organismos € promissora na degradacdo de
compostos poluentes ambientais, além de apresentar grande aplicabilidade em processos
industriais. Considerando essas tendéncias, 0 presente projeto associado ao Tematico da
Fapesp 2010/50190-2 “Investigagdo do potencial biotecnoldgico e metabdlico de organismos
marinhos para processos de biorremediacdo e producdo de substancias com atividades anti-
virais, anti-Leishmania e anti-inflamatéria”, tem como finalidade analisar a producdo das
enzimas ligninoliticas Lignina Peroxidase (LiP) e Manganés Peroxidase (MnP), e da enzima
Glioxal Oxidase (GLOX), bem como avaliar a producdo de proteases, devido a
potencialidade dessas enzimas na aplicacdo biotecnoldgica de diversos setores sécio-
econdmicos como a biorremediacéo de efluentes de industria téxtil, degradacéo de explosivos
nitrados, pesticidas, polimeros e hidrocarbonetos policiclicos arométicos, bem como na

industria de papel e celulose, de alimentos, de couro, farmacéutica, cosmética, entre outras.

Palavras-chave: Enzimas; Fungos; Marinho; Triagem; Otimizacéo.
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1 INTRODUGCAO

Os metabdlitos extracelulares sdo moléculas muito importantes para o desenvolvimento
dos fungos em seu habitat natural, sendo os principais as enzimas celulases, hemicelulases,
pectinases e ligninases, pois permitem o0 acesso aos polissacarideos das plantas (celulose e
hemicelulose), os quais servem como fonte priméria de carbono e energia (Aro et al., 2005;
Steffen et al., 2002), além de contribuir para a acdo fungica patogénica a células vegetais e
animais (Aro et al., 2005).

Os fungos degradadores da madeira conhecidos como fungos ligninoliticos sdo
taxonomicamente diversos e a maioria deles pertence ao filo Basidiomycota. S&o comumente
divididos em trés classes, de acordo com a morfologia da degradacdo que produzem: fungos
de degradacédo branda, fungos de degradacdo marrom e fungos de degradagédo branca, sendo
esta Ultima a mais importante, uma vez que sao altamente ligninoliticos (Duran & Esposito
2008; Sette et al., 2008).

As enzimas ligninoliticas produzidas por esses fungos sdo as mais efetivas para
degradar a lignina e compostos estruturalmente parecidos com a lignina em ambientes onde os
niveis de nutrientes estdo baixos (Hamman, 2004), ou seja, acontece durante 0 metabolismo
secundario quando os nutrientes (C, N e S) tornam-se limitantes (Kirk & Farrel, 1987),
caracteristica vantajosa para os fungos que habitam lugares altamente contaminados com uma
produtividade muito baixa devido a niveis toxicos de organopoluente (Hamman, 2004).

A agdo das enzimas ligninoliticas (LMESs), "combustao enzimatica” como ¢ conhecida,
é a base da degradacdo da lignina por fungos de podriddao branca, geradores de reacdes
oxidativas altamente reativas devido aos radicais livres (Kirk & Farrell, 1987), através da
Lignina Peroxidase (LiP), Manganés Peroxidase (MnP) (Martinez, 2002)(Hammel & Cullen,
2008), além de enzimas envolvidas na producdo de peréxido de hidrogénio, como Glioxal
Oxidase (GLOX), também consideradas membros da maquinaria de degradacdo da podridao
branca (Lundell, 1993; de Jong et al., 1994, Kersten & Cullen, 2007).

A lignina é despolimerizada fora das hifas flngicas pela acdo combinada de LMEs
oxidativo (Figura 1), radicais livres de oxigénio e metabdlitos pequenos resultante de
fragmentos mineralizadas intracelularmente (Lundell, 1993; Hofrichter et al., 1999b, Kapich
et al., 1999; Hatakka, 2001; Hammel & Cullen 2008). Por reagdes cataliticas dependente de
H,0, (que catalisam a oxidacdo de um elétron inicial de compostos aromaticos), compostos

fenolicos e ndo fendlicos presentes na infra-estrutura da lignina podem ser degradados pela
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clivagem de carbonos (aC-BC) aromatico, reacfes de oxidacdo do anel e clivagem dentro de
dimeros de lignina (Kirk & Farrell, 1987; Lundell et al. 1993, Schoemaker et al. 1994).

Figura 1. Esquema geral do processo de degradacgdo da lignina.
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Fonte: Adaptado de Kirk and Cullen (1993).

Kaushi e Malik (2009) descrevem diferentes estudos que mostram que os fatores biodticos
e abidticos podem interferir na degradacdo flangica de contaminantes em resposta a
produtividade enzimatica aumentada, tais fatores sdo pH, concentracdo do contaminante,

classe do contaminante, meio de cultivo, agitacdo, temperatura, entre outros.

1.1 LIGNINA PEROXIDASE (LIP)

A LiP ocorre em muitos fungos de degradacdo branca e foi a primeira enzima ligninolitica
a ser descoberta por Tien & Kirk (1984). E uma glicoproteina, que contém ferroprotoporfirina
como grupo prostético e requer peroxido de hidrogénio para sua atividade catalitica (Gold &
Alic, 1993), com um alto potencial de oxidagdo de substratos fendlicos e ndo fendlicos. A LiP
de P. chrysosporium apresenta multiplas formas e massas moleculares entre 38-43 kDa
dependendo do tipo de linhagem e das condi¢Bes de cultura (Gold et al., 1989). Diferentes
LiPs mostraram capacidade de mineralizar vdrios compostos aromaticos recalcitrantes, de

oxidar numerosos policiclicos arométicos, além do compostos fendlicos e ndo fendlicos
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(Duran & Esposito, 2000), bifenilas policloradas e diversos corantes (Wesenberg et al.,

2003).

Figura 2. Reacdo simplificada da Lignina Peroxidase e Glioxal Oxidase.
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Fonte: Adaptado de Kirk and Cullen (1998).

1.2 MANGANES PEROXIDASES (MNP)

A segunda LME descoberta, também em P. chrysosporium (Kuwahara et al., 1984), a

MnP é uma glicoproteina dependente também de H,O, para sua atividade, apresenta um grupo

prostético heme no sitio ativo e massas moleculares que variam entre 45-47 kDa. Estas

enzimas apresentam aco extracelular (Gold et al., 1989), requerindo Mn** que é oxidado a

Mn®*, que por sua vez, oxida substratos organicos como fendis e radicais fenéxil (Kuwahara

et al., 1984). As MnPs de fungos causadores da podriddo branca vém sendo empregadas em

estudos de biodegradacéo da lignina (Hilden et al., 2000), hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (Wang et al., 2003), corantes sintéticos (Heinfling et al., 1998) e poluentes
clorados (Haas et al., 2004).

Figura 3. Reacgdo simplificada da Manganés Peroxidase e Glioxal Oxidase.

D [HABIAL OIS HD D
L7 L
oH H.0,
¢

H L
0

OH

LG WA

HO

BAANGAMES FERDKIDASE » Hylh

[T M+

-""‘--._._‘___'_____...--"" 0-

OH

'D.-"

RATHCAL FENDOY,

- LTS
PROCUTON

Fonte: Adaptado de Kirk and Cullen (1998).



12

1.3 GLIOXAL OXIDASE (GLOX)

Tanto a Lignina Peroxidase (LIP) quanto a Manganés Peroxidase (MnP) sdo enzimas
lignoliticas que usam o H,O, como aceptor de elétrons em seus ciclos cataliticos, sendo
proposto pelo abastecimento de peroxido de hidrogénio através de Glicose oxidase-1, Glicose
oxidase-2, Acido Graxo acil-CoA oxidase, e metanol oxidase que sdo oxidases intracelulares
com eficiencia limitada no fornecimento extracelular devido a acdo das catalases
intracelulares (Nishida, A. & Eriksson, K.-E.,1987)( Greene & Gould,1983). O co-substrato
perdxido de hidrogénio para as reacGes de peroxidases deve ser gerado in situ com volume
extracelular eficiente, fungdo desempenhada por glioxal oxidase.

A Glioxal Oxidase (GLOX) é uma glicoproteina &cida monomérica com uma massa
molecular de cerca de 57 kDa calculada apartir da sequéncia de nucleotideos (Kersten, &
Cullen ,1993), produtora de H,O,, que apresenta uma estimulacdo acentuada na atividade
quando incubada com Cu?*, também encontrada em culturas ligninoliticas (Kersten, 1990).

Tracos de GLOX correlacionam temporalmente a presenca de substratos das peroxidases,
sugerindo uma estreita ligacéo fisioldgica entre elas, um evidente co-mecanismo extracelular
de regulacéo para o controle da producédo de H,O, e suprimento para as peroxidases. Portanto,
a taxa de biodegradacdo das enzimas lignoliticas pode ser um reflexo da limitacdo de
velocidade na agdo de enzimas oxidativas, tais como GLOX, comprovada em um estudo com
varias linhagemlinhagens de P. chrysosporium que indicaram estimulagdo na oxidacdo da

lignina na presenca de H,O, (Kirk et al., 1986).

1.4 PROTEASES

Os micro-organismos proteoliticos parecem ser as mais promissoras fontes de proteases,
por produzirem uma maior variedade de enzimas especificas, em comparacdo as plantas ou
aos animais (Diniz & Martin, 1999) e sua producdo acontece durante o metabolismo
secundario quando os nutrientes (C, N e S) tornam-se limitantes (Cohen, 1973; Harvey et al.,
1998; McNeil et al. , 1998), assim como acontece com as enzimas ligninoliticas. As proteases
apresentam grande diversidade bioquimica, sendo facilmente manipuléveis, favorecendo
dessa maneira suas aplicagGes biotecnoldgicas, principalmente as fangicas, pois apresentam
vantagens como facil obtencéo e recuperacao (Kumar et al., 2005).

Constituem um dos mais importantes grupos de enzimas industriais (Singh et al. 2007)
representando aproximadamente 60% do total de enzimas comercializadas no mundo

(Banerjee et al. 1999). S&o enzimas amplamente utilizadas devido as suas aplicagdes
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biotecnoldgicas com um elevado impacto econdmico (Cruz Ramirez et al. 2010), com
aplicacdo na industria de detergentes, de cerveja, de couro, téxtil farmacéutica e alimenticia
como na coagulacdo do leite para producao de queijos, agente hidrolitico na maturacdo de
queijos, tenderizacdo de carnes, panificacdo, entre outras (Horikoshi, 1999;Kanekar et al.
2002;Phadatare et al. 1993).

A impossibilidade das proteases de plantas e animais atenderem a demanda mundial de
enzimas tem levado a um interesse cada vez maior pelas proteases de origem microbiana, que
contam com aproximadamente 40% das vendas mundiais. Proteases de origem microbiana
sdo preferidas as enzimas de plantas e animais, uma vez que elas possuem a maioria das
caracteristicas desejadas para aplicacdo em biotecnologia (Rao et al., 1998).

Alguns micro-organismos produzem uma quantidade baixa de enzimas dificultando sua
aplicacdo industrial, porém, na maioria dos casos, adotando-se métodos simples como a
utilizacgdo de um meio de cultura especifico e otimizado, é possivel aumentar
significativamente o rendimento enzimatico (Kumar & Takagi, 1999).

As proteases sdo enzimas da classe 3, as hidrolases, e subclasse 3.4, as peptideo-hidrolases
ou peptidases, que catalisam a quebra das ligacdes peptidicas em proteinas, e constituem duas

grandes familias de enzimas, as exopeptidases e as endopeptidases.

1.4.1. EXOPEPTIDASES

Exopetidases (EC 3.4.11-19) séo classificadas de acordo com a posi¢do da ligacdo
peptidica a ser clivada na cadeia peptidica. Neste caso, atuam somente nos finais das cadeias
polipeptidicas na regido N ou C terminal, como as aminopeptidases, dipeptidil peptidases,
tripeptidil-peptidases, carboxipeptidases, peptidil-dipeptidases, dipeptidases (Beynom &
Bond,1989).

1.4.2. ENDOPEPTIDASES

Endopeptidases ou proteinases (EC 3.4. 21-99) atuam preferencialmente nas regides
internas da cadeia polipeptidica, entre as regides N e C terminal. A presenca de grupos o-
amino ou a-carboxila tem um efeito negativo na atividade dessa classe de enzima. Elas podem
ser subdivididas de acordo com o grupo reativo no sitio ativo envolvido com a catalise em
serina-endopeptidase, cisteina-endopeptidase, aspartico-proteinases ou endopeptidases, e
metaloproteinases ou metaloendopeptidases, além das enzimas cujo mecanismo de agdo ndo
estd completamente elucidado sdo classificadas no subgrupo EC. 3.4.99. (Beynom &
Bond,1989).
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Considerando o fato de que pouco se conhece sobre a biodiversidade e recursos genéticos
dos fungos derivados de ambientes marinhos e que o mercado mundial vem apresentando
cifras crescentes na comercializacdo de enzimas (montantes movimentados da ordem de US$
400 milhdes, US$ 1 bilhdo e US$ 2 bilhdes nos anos 1983, 1995 e 2007, respectivamente)
(Bon et al., 2008), o estudo do potencial produtivo de enzimas a partir de micro-organismos
marinhos devem ser estimulados. Neste contexto, o grupo de pesquisa da Profa. Dra. Lara
Sette vem desenvolvendo e participando de projetos de pesquisas relacionados a
caracterizagdo de fungos marinhos (da Silva et al., 2008; Menezes et al., 2010; Passarini et al.,
2013) e exploragdo do potencial biotecnoldgico deste grupo de micro-organismo
principalmente no que diz respeito a producdo de enzimas de interesse ambiental e industrial
(Sette et al., 2008; Bonugli-Santos et al., 2010a; Bonugli-Santos et al. 2010b), degradacédo de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (Bonugli-Santos et al., 2009; Passarini et al., 2010;
Passarini et al., 2011; Bonugli-Santos et al. 2011a) e descoloracdo de corantes e efluentes
téxteis (da Silva et al., 2008; Bonugli-Santos et al., 2011b).

Os resultados do presente trabalho além de ressaltar novos recursos genéticos a serem
aplicados em processos que requeiram a tolerdncia a condigdes salinas, ampliam o

conhecimento sobre as enzimas produzidas por fungos derivados marinhos.
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2 OBJETIVOS

Realizar a triagem in vitro a partir de noventa e oito fungos (Projeto FAPESP
2008/06720-7) provenientes de ambiente marinho, quanto a producédo de LiP, MnP, GLOX e
Proteases. Posteriormente, submetido a otimizacdo da producdo enzimatica por meio de
desenho experimental para o0 melhor produtor da triagem inicial, visando a possivel obtencédo

de novos recursos genéticos derivados marinhos com potencial aplicacdo biotecnolégica.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Reativar dez linhagens de fungos marinhos isoladas da esponja Dragmacidon
reticulata, os quais foram previamente selecionados devido a capacidade de producgédo da
enzima lacase para avaliacdo das enzimas ligninoliticas e Glox, além de reativar outras 88
linhagens ndo produtora de lacase também provenientes da esponja, totalizando 98

fungos filamentosos submetidos a triagem para protease.

« Avaliar a influéncia de diferentes parametros na producdo enzimatica pelo fungo

selecionado visando a otimizacdo da producdo através de desenho experimental.
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3 METODOLOGIA

3.1 MICRO-ORGANISMOS
Os 98 fungos marinhos utilizados no projeto foram isoladas da esponja Dragmacidon

reticulata, provenientes do projeto de doutorado de Michel Rodrigo Zambrano Passarini
intitulado "Caracterizacdo da diversidade de fungos filamentosos associados a esponjas
marinhas e avaliacdo da producéo de lacase™ (Projeto Fapesp 2008/06720-7).

Para os testes enzimaticos das enzimas ligninoliticas e Glox, foram utilizados dez fungos
previamente selecionados devido a capacidade de producdo da enzima lacase pelo projeto de
doutorado mencionado, enquanto que os testes para as proteases, a triagem e quantificacdo

enzimatica abordou a totalidade das cepas disponiveis para o projeto.

3.2 CONDICOES DE CULTIVO

Para as enzimas lignoliticas e Glox os isolados foram crescidos em meio Agar Malte
2% (MAZ2: 2% de extrato de malte e 2% de &gar) acrescidos de 3% de NaCl, dos quais 2
cilindros de 5 mm de didmetro da margem das colénias foram transferidos para frascos
Erlenmeyer de 50 mL contendo 20 mL de caldo MA2+3% NaCl gue serviram como pré-
indculo para inoculacdo de frascos de Erlenmeyer de 125 mL contendo 30 mL caldo
MA2+3%NaCl. Para obtencdo dos extratos enzimaticos lignoliticos apos 7, 14 e 21 dias o
meio liquido de cultivo foi centrifugado (centrifuga Hettich Zentrifugem, Rotina 380R) a
10.000 rpm por 30 minutos a 4°C .

Para o levantamento do melhor meio de cultivo para as linhagens selecionadas como
as melhores produtoras das enzimas lignoliticas (D4 e M34), foram crescidas em meio Agar
Malte 2% (MA2: 2% de extrato de malte e 2% de agar) + 3%NaCl, do qual 2 cilindros de 5
mm de didmetro da margem das col6nias foram transferidos para Erlenmeyers de 250 mL
contendo 50 mL dos meios escolhido para analise Malte ASW (g/L): 20g malte, 11,919
MgCl;,2.H,0, 1,66g CaCl,.2H,0, 0,22g SrCl,. H,O, 26,319g NaCl, 4,409 Na,SO,, 0,745g
KCI, 0,216g NaHCO3, 0,108g KBr, 0,029g H3BO3.). Os ensaios foram conduzidos por 7, 14 e
21 dias a 28°C e sob agitacdo de 140 rpm. Para obtencdo dos extratos enzimaticos, 0 meio
liquido de cultivo centrifugado a 10.000 rpm por 30 minutos a 4°C em centrifuga Hettich
Zentrifugem, Rotina 380R. Todos os ensaios quantitativos foram realizados em triplicata.

Para as proteases, 0s isolados foram crescidos em meio Skim Milk (200ml de Skim
milk (20g/L), 200ml de agar (20g/L) e 600 ml de tampdo fosfato 0,2M, em pH 7,0). Apds o
crescimento dos fungos em meio solido, foram retirados 2 cilindros de 5 mm em didmetro da

margem das col6nias e transferidos para frascos de Erlenmeyer de 150 mL contendo 40 mL
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do meio descrito por Savitha et al (2007) (composic¢do em g/l): 7,0 KH2PO4, 2,0 Na2HPO4,
1,5 MgS04.7H20, 1,0 extrato de levedura, 0,1 CaCl2.2H20, 0,008 FeCl2.4H20, 0,0001
ZnS04.7H20, 1,5 diammonium tartarate, com o pH ajustado para 4,0 (proteases acidas) e 8,0
(proteases alcalinas), e como fonte de nutrientes para o desenvolvimento dos fungos, foi
adicionado 10g/L de peptona bacteriolégica.

Para o planejamento experimental visando otimizacdo da producdo de protease pelo
fungo M36, foi realizado cultivo em meio Agar Malte 2% (MA2: 2% de extrato de malte e
2% de agar), do qual os cilindros de 5 mm de diametro da margem das coldnias foram
transferidos para Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL dos meios elaborados a partir das
matrizes com as varidveis aplicadas no delineamento experimental (sessdo 5 deste projeto).
Os ensaios foram conduzidos por 7 dias a 28°C e sob agitacdo de 140 rpm. Para obtencao dos
extratos enzimaticos o meio liquido de cultivo centrifugado a 10.000 rpm por 30 minutos a
4°C em centrifuga Hettich Zentrifugem, Rotina 380R. Todos 0s ensaios quantitativos foram
realizados em triplicata.

3.3 ATIVIDADES ENZIMATICAS
A atividade da Lignina Peroxidase (LiP) foi avaliada por espectrofotometria UV/VIS

(Shimadzu UV1249, Kyoto, Japdo) a partir do aldeido veratrilico produzido ("™310= 9300 M~
! cm™) na oxidag&o do &lcool veratrilico que foi usado como substrato. A mistura contendo 1
mL de tampado tartarato de sédio 125 mM pH 3,0, 0,5 mL de alcool veratrilico 10mM, 0,5
mL de peroxido de hidrogénio 2 mM e 0,5 mL do extrato enzimatico, teve a rea¢do iniciada
com a adicdo de peroxido de hidrogénio e o aparecimento do aldeido veratrilico foi
determinado lendo-se a absorbancia & 310 nm apds 5 minutos de reacdo (Arora & Gill, 2001).

A Manganés Peroxidase (MnP) foi quantificada através da oxidagdo do vermelho de
fenol a 610 nm. A mistura da reacdo composta de 0,5 mL de solucdo de extrato enzimatico,
0,1 mL de vermelho de fenol (0,01%), 0,1 mL de lactato de sodio (0,25 M), 0,2 mL de
albumina bovina (0,5%), 50 pl MnSO,4 (2 mM), 50 pl de perdxido de hidrogénio em tampédo
succinato de sodio (20 mM; pH 4,5) foi lida por espectrofotometria UV/VIS e incubada a
temperatura ambiente por 5 minutos e a reacdo interrompida pela adi¢do de 40 pl de NaOH (2
N) e analisada novamente. ("g10 = 4.460 M™* cm™ ) (Kuwahara et al. 1984).

A atividade da Glioxal Oxidase (GLOX - EC 1.2.3.5) foi determinada através da
oxidagédo da metilglioxal (Kersten & Kirk, 1987 — adaptado) pelo aumento da absorbancia a
436 nm. A reacdo ocorreu a partir da mistura de: 50uL de sobrenadante das amostras
recolhidas, 50uL de solucdo stock (100x) de 2,8 mM guaiacol (Sigma, Aldrich); 50 pL de
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1mgL™ de solugdo de peroxidase (Merck), 250pL de metilglioxal (acetilformaldeido, Sigma)
e 600uL de solugdo tampdo de acido citrico/hidrogenofosfato de sédio de pH 6,0. A amostra
foi lida em At =0, e ap6s 10 minutos.

A unidade enzimatica (U) para a LiP, MnP e GLOX foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para oxidar 1 umol de substrato por minuto de reacdo. A atividade
enzimatica foi expressa em U/L do caldo enziméatico e os calculos realizados a partir da

equacédo 1 :

(UL)=(AA)x Vx 10%exRxt (1)
No qual:
AA — Diferenca entre absorbancia final e inicial
V —Volume da reacdo (em L)
10° — Conversao de mols do & em pmols
& — Coeficiente de extingdo (M cm™)
R — Quantidade de caldo enzimatico (L)

T - Tempo de reacdo (min.)

A atividade enzimatica das Proteases foi realizada em meio liquido com o substrato
azocaseina utilizando a metodologia adaptada de Charney e Tomarelli (1947), apos a selecdo
dos fungos proteoliticos (determinada pela pelas medidas do halo enzimatico caracteristico
em meio Skim Milk s6lido com régua e paquimetro), seguindo a metodologia descrita, foi
retirada duas amostras do extrato enzimatico, ficando uma delas em banho fervente por 15
minutos (para inativacdo) e a outra preservada a 5°C. Apds esse processo, foi preparado as
triplicatas em tubos de ensaio com a adicdo de 0,5 mL de extrato enzimatico (ativo ou
inativo), 0,5 mL de azocaseina, 0,5% em tampdo acetato (50 mM, pH=5), incubados em
temperatura ambiente por 40 minutos. A reagéo foi interrompida pela adi¢cdo de 0,5 mL de
acido tricloroacético (TCA) 10%. Em seguida, todos os ensaios foram resfriados em banho de
gelo por aproximadamente 10 minutos e centrifugados a 3000 rpm durante 10 minutos. A
alteracdo colorimétrica pela reacdo de 0,5mL do sobrenadante da amostra preparada com 0,5
mL de KOH 5M foi lida em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 430 nm (zerado
com o tampao acetato).

Uma unidade de atividade enzimatica (IU) da protease corresponde a diferenca de uma

unidade de absorbancia em 430 nm entre a amostra e o branco contendo a enzima desnaturada
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por minuto de reagdo (AA/minuto). A atividade enzimética foi definida de acordo com a
equacéo 2:
(U/L)= (B-A)/40*1000 (2)
A- Valor da absorbancia da amostra inativada
B- Valor da absorbéncia da amostra ativa
40 — Tempo da reacao

1000 — Fator de correcdo de mL para L.

3.4 TAXONOMIA MOLECULAR

A identificagdo molecular do fungo filamentoso selecionado para o delineamento
experimental foi realizada com base na analise de sequéncias do DNAr envolvendo a extracao
do DNA gendmico, amplificacdo e sequenciamento parcial de regides do operon ribossomal:
regido espacadora ITS1-5,8S-1TS2. O PCR foi preparado em uma reacdo com 25 pL
contendo: 5-25 ng de DNA gendmico, 0,4 mM de cada primer, 0,2 U de dNTPs
(GEHealthcare), 1,5 mM de MgCI2 (Invitrogen), 2,0 U de Taq polymerase (Invitrogen) e 10
uL de tampéo de reacéo (Invitrogen).

O programa de amplificacdo consistiu nos seguintes passos: desnaturacdo inicial a
94 °C por 2 min; 30 ciclos a 94 °C por 1 min; 55 °C por 1 min; e 72 °C por 3 min; com uma
extensdo final de 72 °C por 3 min. Os produtos de amplificacdo foram purificados utilizando
mini-colunas (GFX PCR DNA and gel band purification kit, GE Healthcare) antes de serem
submetidos ao sequenciamento em sequenciador automatico (ABI 3500, Applied). Foram
utilizados os primers ITS1 (5-CCG TAG GTG AACCTG CGG-3") and ITS4 (5-TCC TCC
GCT TAT TGA TAT GC-3") (O’Donnell, 1993) para regido ITS1-5.8S-1TS2. As sequéncias
da regido ITS1-1TS2 obtidas com cada primer foram montadas em um contig (sequéncia Unica
combinando os diferentes fragmentos obtidos) com ajuda do programa phredPhrap e
comparadas com as sequéncias dessa mesma regido do operon ribossomal de organismos
representados na base de dados do Genbank (http://www.ncbi.nem.nih.gov). Sequéncias de
organismos relacionados a sequéncia do organismo alvo foram recuperadas do GenBank para
realizacdo das analises filogenéticas.

O alinhamento das sequéncias foi realizado utilizando o programa ClustalX e as
analises filogenéticas e moleculares foram conduzidas utilizando o software MEGA versao
5.05 (Tamura et al., 2011), onde o modelo de Kimura 2-parametros (Kimura, 1980) foi
utilizado para estimar a distancia evolutiva com o valor de bootstrap calculado a partir de
1.000 replicatas.
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4.1 MANGANES PEROXIDASE, LIGNINA PEROXIDASE E GLIOXAL OXIDASE.
Para a determinacdo das atividades enzimaticas foram utilizados os valores

apresentados no quadro abaixo, aplicados a equacéo 1.

Quadro 1. Parametros usados na férmula derivados da metodologia utilizada.

MnP LiP GLOX
AA — Diferenca entre absorbancia final e inicial (B-A) (B-A) (B-A)
V —Volume dareagéo (em L) 0,001 (ImL) |0,0025 (2,5mL)| 0,001 (2mL)
10° — Conversdo de mols do € em pmols 1.000.000 1.000.000 1.000.000
E — Coeficiente de extincdo (M™*cm™) 4.460 9.300 18.000

R — Quantidade de caldo enzimatico (L)

0,0005 (0,5mL)

0,0005 (0,5mL)

0,00005 (50pL)

T - Tempo de reacio (min.)

10

10

Os resultados obtidos para MnP mostram tendéncia para um aumento na producao

dessa enzima no periodo até 7 dias, e posterior declinio como mostra a Figura 4. As linhagens

D4 e M34 foram as melhores produtoras, produzindo 7,62 U/L e 6,86 U/L respectivamente.

Figura 4. Resultados da média das duplicatas obtidos para a enzima MnP.
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A resposta enzimética para LiP aconteceu com maior expressividade no periodo do
21° dia, apresentando uma tendéncia nos resultados que varia de aproximadamente 0,5 a 1,0
U/L entre a maioria das linhagens analisadas, deferindo com D4 expressando 1,25 U/L, e 0
desvio padrdo dos resultados expresso pela linhagem M34, que apresentou 2,83 U/L da

enzima, como explicito na Figura 5.
Figura 5. Resultados da média das duplicatas obtidos para a enzima LiP.
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Apbs analise combinada dos resultados de producdo de LiP e MnP, os fungos D4 e
M34 foram selecionados como os melhores produtores e submetidos a nova analise
enzimatica associada ao peso seco durante o periodo de cultivo (Figura 6). Os resultados
demonstram uma tendéncia decrescente na atividade de MnP no decorrer do periodo
experimental, enquando que para LiP a tendéncia foi crescente.. A MnP foi produzida em
maior concentracdo, com picos em torno de 6 e 8 (U/L), em comparacao aos picos de LiP que
foram entre 1 e 3 (U/L). Em relacdo ao peso seco, tanto a linhagem D4 quanto a M34
apresentaram dados linearizados durante o tempo total de cultivo.

As analises realizadas para Glioxal Oxidase mostraram que entre todos os 10 fungos
analisados (Figura 7), apenas a linhagem MA45 ndo apresentou atividade enzimatica. A
tendéncia de pico aconteceu entre o 14° dia, com 50% das amostras apresentando atividade
dentro desse periodo, confrontando os dados das enzimas ligninoliticas (MnP e LiP) que
tiveram auges no 7° e 21° dia. Cabe ressaltar o “outlier” apresentado pela linhagem T10 no

7° dia, que apresenta pico de 72,77 U/L da enzima, e posteriormente ndo apresenta mais

atividade.
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Figura 6. Relacdo da producdo enzimatica para os melhores produtores de MnP e LiP em relacdo ao peso
seco, analisados em 7, 14 e 21 dias.
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Figura 7. Resultados médios das duplicatas obtidas para a enzima GLOX.
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A linhagem M34 apresentou maior atividade de GLOX, com pico em 108,88 U/L,
seguida pela linhagem M2 (73,88 U/L), em 14 dias de cultivo. Os dados apresentados pela
Figura 5, podem indicar o estreito vinculo entre a GLOX e LiP, pois sendo a GLOX uma enzima
auxiliar das “Peroxidases”, é de se esperar que o aumento na atividade da LiP seja resultante
da maior disponibilidade de GLOX no meio de cultura. Por outro lado, a baixa expressividade
da GLOX para a linhagem D4 contradiz a relacdo com a LiP.

Dentre as condig¢des aplicadas no cultivo e triagem para as enzimas lignoliticas e GLOX,
esta Ultima aprensentou maior atividade. Dentre as ligninoliticas, a MnP apresentou maiores
atividades nas condic¢des estudadas, sendo plausivel sua aplicagdo em desenho experimental

visando a otimizacdao, uma vez que a triagem inicial destas enzimas foram realizadas com
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meio de custo relativamente baixo (Malte 2% + 3% NaCl) e temperatura préoxima a ambiental
(28 °C), permitindo buscar varidveis que aumente a viabilidade produtiva para aplicacbes

em escala industrial.

41.1 COMPARAQAO DE MEIO DE CULTURA PARA AS ENZIMAS

LIGNOLITICAS

Considerando o ambiente natural das linhagens analisadas, foi realizada a comparacao
entre as condi¢cBes de meio contendo malte/cloreto de sodio, e malte/dgua marinha artificial,
aos quais os melhores produtores, as linhagens M34 e D4, foram cultivados. De acordo com
os resultados mostrados nas Figura 8 e Tabela 1, pode observar que a linhagem M34
apresentou melhor rendimento para producdo enzimatica para MnP em 7 dias de cultivo em
meio contendo Ma2% (3,35 U/L), e para LiP o pico de produtividade acontece em 7 dias com
meio ASW (0,62 U/L), enquanto que a linhagem D4 apresentou melhores resultado com o
meio ASW tanto para MnP em 21 dias (1,21U/L), quanto para LiP em 7 dias (0,86U/L).

Seguindo o padrdo de produtividade enzimatica, o resultado referente 8 MnP em 14
dias da linhagem M34 apresenta uma irregularidade ndo esperada para 0 mesmo, pois duas
das trés replicas ndo apresentaram atividade enzimatica, entretanto, tracando um perfil linear
entre os resultados, o valor esperado para a producdo em 14 dias seria de 2,89 U/L. Perfil
semelhante é apresentado para a linhagem D4 em meio ASW, onde o valor linearizado de
MnP em 14 dias seria de 0,15 U/L.

Considerando os ensaios realizados para a triagem inicial e selecdo dos melhores
produtores das enzimas em questdo, pode-se verificar que os valores maximos de producao
enzimatica para 0s novos meios propostos sdo bem inferiores aos velores obtidos
anteriormente (Tabela 1), estabelecendo que o meio MA 2% + 3% NaCl confere as condicoes
mais apropriadas, para a producdo das enzimas ligninoliticas Manganés Peroxidase e Lignina

Peroxidase, dentre os trés meios analisados.
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Figura 8. Resultados de producdo de MnP e LiP em 7, 14 e 21 dias, em MA2% e agua do mar artificial (ASW) +
2% de extrato de malte, pelas linhagens M34 e D4.
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Tabela 1. Relagdo da atividade enzimatica de MnP e LiP das linhagens M34 e D4, em MA2%, ASW, e
MA2%+ 3%NaCl, apds 7, 14 e 21dias.

DIAS D4 M34

A 25% 1 3% 7 7,623 6,860

e 14 1,424 2,645

- 21 0,000 1,569
5 7 0,049 0,000
5 ASW 14 0,019 0,199
c 21 1,215 0,079

= 7 0,019 3,358
MA 2% 14 0,000 0,009

21 0,279 2,431

VA 2% 1 35 7 0,000 0,000

s 14 0,473 0,330

. 21 1,247 2,838
= 7 0,868 0,626
=) ASW 14 0,031 0,000
o 21 0,001 0,000
- 7 0,000 0,028
MA 2% 14 0,000 0,000

21 0,067 0,000
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4.2 PROTEASES

A triagem para as proteases foi aplicada as 98 linhagens de fungos filamentosos
recuperados de amostras marinhas, sendo realizada em duas etapas, (1) triagem rapida em
meio solido por meio da producdo de halo de degradacdo (Figura 9), e (2) atividade de

protease em meio liquido analisada por espectrofotémetro e aplicados a equacéo 2.

Figura 9. Esquema de analise do halo (linhagem M36)

Foram considerados como proteoliticos para essa fase (Tabela 2), tanto as linhagens
que apresentaram halo transparentes e bem delimitados, quanto os fungos com rapido
crescimento vegetativo (hifas) apds o periodo de 7 dias, o qual a impossibilidade de
visualizagdo do halo poderia conferir falsos negativos, e também os fungos com altos indices
de esporulagdo, que apresentaram varias regides de halo proveniente do crescimento dos
esporos. Para conferir a importancia da triagem em meio solido Skim Milk (degradacdo das
proteinas lacteas) vinculado a degradagdo de outras proteinas biotecnologicamente potenciais,
foi incluido nos testes em meio liquido uma linhagem que nao apresentou halo em Skim Milk,
a D7, escolhida aleatoriamente.

Os halos mais representativos foram produzidos pelas linhagens M4 e M53
(esporulado), apresentando respectivamente 6,5 cm e 6,0 cm. Para a fase seguinte foram
considerados os 35 positivos em meio solido, sendo aplicados em meio liquido com dois pHs
distintos (4,0 e 8,0).

Os resultados desta triagem demonstrou que, em geral, as proteases acidas sao
produzidas em maior quantidade com maximas de 34,27 U/L para P13 e 24,00 U/L para M36,
se comparada com as proteases alcalinas que apresentou maxima atividade de 4,58 U/L para
T28, e 4,42 U/L para M38.

Como pode ser observada na Figura 10, a relagé@o entre o crescimento do halo em meio

solido e as médias obtidas na apds o crescimento em meio liquido ndo sdo dado
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correlaciondveis, pelo menos para a linhagem D7, entretanto ha uma tendéncia na qual o0s
maiores valores de halo estdo entre as maiores médias para as proteases acidas, tornando
aceitavel que a mesma linhagem pode produzir niveis relevantes de distintas proteases. Tal
discrepancia nos dados pode estar relacionada com a fonte de nutriente oferecida no meio de
cultura, sendo que em meio so6lido Skim Milk, a principal fonte de nitrogénio é a
Lactoalbumina entre outras proteinas presente no leite, ja em meio solido a fonte de proteina
oferecida foi a Peptona, que é uma proteina semi-digerida. Essa diferenca nos constituinte do
meio sugere também o aparecimento da atividade positiva (2,0x10° U/L) para a linhagem D7,
ndo sendo fator expressivo de desvio pela baixa produtividade apresentada pelo fungo
analisado.

Em relacdo aos fungos com grande crescimento de hifas, dos quais ndo houve
visualizacdo do halo em 7 dias devido ao cobrimento total da placa, os dados obtidos sdo
relevantes perante as maximas para as proteases acidas, com valores de 11,31 U/L para M2 e
5,27 U/L para P12, confirmando a importancia da inclusdo destas linhagens na analise em

meio liquido.

Figura 10. Resultados da producdo de proteases obtidos através da média das duplicatas em pH 4 e
pH 8 em (Barras) e o halo (cm).
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Tabela 2. Diametro do halo de degradacdo em centimetros ap6s 7 dias.

ID Halo (cm) ID Halo (cm)

D1 3,7 M42 5

D2 3,5 M45 4,5

D4 3,6 M6 2,5

IR11 3 P4 3

IR12 3 T11 5,3

IR9 3,5 T21 3,9

M1 4.3 T25 4

M11 4,5 T28 3,8

M17 4,5 T7 4,5

M19 3,5 M53 6,0 ESPORULADO
M21 4 P13 4,0 ESPORULADO
M3 3,3 e B
M32 3 T8 T

M36 5,7 IR7 T

M37 3,5 M2 T

M38 3 P12 T

M4 6,5 T5 T

M41 3 T3 T

T = (total) crescimento rapido das hifas, dificultando a visualizacéo do halo no

periodo estipulado.




28

421 IDENTIFICAQAO MOLECULAR DA LINHAGEM M36

De acordo com os dados apresentados na Figura 10, a linhagem M36 apresentou maior
halo proteolitico (5,7cm) e foi também a segunda maior produtora de prpotease em meio
liquido (24U/L). Tais resultados, em adi¢cdo a uma contaminacao irreversivel da linhagem P13
melhor produtora em meio liquido, favoreceram a escolha do fungo M36 para o processo de
otimizacdo e certificacdo da espécie selecionada.

A identificacdo da linhagem escolhida através de sequenciamento foi de grande
importancia para amparar as condi¢fes iniciais adequadas do processo de otimizacdo ja
relatadas na literatura, dando encaminhamento para os constituintes do meio e das condicdes
de cultivos, diminuindo os gastos com insumos em testes extras.

O micro-organismo sequenciado apresentou 100% de similaridade com Paecilomyces
lilacinus ATCC 10114 (AY213665), como demonstrado na arvore filogenética apresentada na
Figura 11. Este resultado motivou ainda mais a continuacdo dos testes, pois em estudos
realizados em 2013 por Cavello et al., tal espécie apresentou uma nova atividade de

queratinase apoOs fermentacdo em meio liquido em estudos de bioconversdo de residuos de

queratina. Assim, o fungo marinho Paecilomyces lilacinus (M36) foi selecionado para as

atividades subsequentes relacionadas ao processo de otimizacdo da enzima protease.

Figura 11. Arvore filogenética correlacionando as espécies com maior semelhanga com a linhagem
M36.

99 | M36
9 Paecilomyces lilacinus ATCC 10114 (AY213665)
Purpureocillium lilacinum CBS 94073 (JF896087)

Ophiocordyceps heteropoda EFCC 10125 (JN049852)

Cladosporium cladosporioides ATCC 11275 (KC585406)

0.05

4.2.2 PARAMETROS PARA OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE CULTIVO PARA
PROTEASE

Como ja demostrado com a triagem das proteases acidas e alcalinas na Figura 10, a
escolha da cobertura de pH aplicada ao desenho experimental deve variar em condic¢des

acidas, devido a produtividade de proteases pela linhagem M36 ser maior nesta faixa. A
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temperatura, devido a uma questdo logistica do laboratério, foi mantida em 28°C durante todo
0 processo, assim como agitacdo do meio de cultivo em 140 rpm. A quantidade de indculo foi
estipulada pela base de 2 cilindros utilizado na triagem inicial, com o intuito de avaliar o
efeito em concentracdes de até 5 cilindros de indculo por 50 mL de meio.

As condicBes nutricionais foram selecionadas a partir de estudos prévios, tais como 0s
relatados por Radha et al. (2011), Narayana et al. (2008), e Shaheen et al. (2008), que
afirmam que as fontes organicas de nitrogénio apresentaram melhores resultados para a
producdo de proteases acidas, sendo assim, ficou a critério do custo-beneficio para a
utilizacdo de caseina, extrato de carne, peptona e/ou extrato de soja. Radha et al. (2011)
ressaltam a importancia da aplicacdo de farinha de cereais no meio de cultura, pois em seu
trabalho tanto a farinha de milho quanto a de arroz mostraram significante incremento na
atividade de protease, sendo a farinha de milho mais eficaz com aumento de
aproximadamente 1% de comparada ao controle. Para a padronizagéo e reprodutibilidade do
processo descrito neste projeto, a Figura 12 mostra as caracteristicas (marcas) das fontes de
nitrogénio e das farinhas utilizadas. Em contrapartida, as fontes de carbono malte e amido
foram selecionadas pela disponibilidade destes itens dentre os componentes padrdes do

laboratério.

Figura 12. EspecificacGes sobre a Farinha de aveia, Farinha de milho, Farinha de arroz e Extrato de

soja utilizado no processo de otimizacdo do Paecilomyces lilacinus M36.

=k ~
7 Ty
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Fonte: fotos do autor.
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5 DESENHO EXPERIMENTAL

5.1 PLACKETT-BURMAN (P&B)

O processo de otimizagéo teve inicio com um modelo P&B. Para a elaboracéo do primeiro
teste (P&B) do processo de otimizacdo da producédo de proteases, foi estabelecido a aplicagédo
de 12 varidveis escolhidas atraves dos critérios descritos na sessdo 4.2.2, e ordenadas na
tabela 3, especificadas em trés niveis : (-1), central ( 0 ) , e (+1), permitindo a avaliar os

efeitos destas varidveis e o caminho a ser seguido ao final de cada etapa.

Tabela 3. Variaveis e as correspondentes faixas aplicadas ao primeiro P&B para a produgao de
protease por Paecilomyces lilacinus.

Variaveis -1 0 +1
1. Ne° de cilindros do inoculo 3 4 5
2. Glicose (g/L) 0 0,2% (0,10 g/50 ml) 0,4% (0,20 g/50 ml)
3. Amido (g/L) 0 0,2% (0,10 g/50 ml) 0,4% (0,20 g/50 ml)
4, Extrato de Malte (g/L) 0 0,4% (0,20 g/50 ml) 0,8% (0,40 g/50 ml)
5. Extrato de soja (g/L) 0 0,1% (0,05 g/50 ml) 0,2% (0,10 g/50 ml)
6. Peptona (g/L) 0 0,1% (0,05 g/50 ml) 0,2% (0,10 g/50 ml)
7. Caseina (g/L) 0 0,1% (0,05 g/50 ml) 0,2% (0,10 g/50 ml)
8. Farinha arroz (g/L) 0 1% (0,50 g/50 mL) 2% (1,0g /50 mL)
9. Farinha milho (g/L) 0 1% (0,50 g/50 mL) 2% (1,0g /50 mL)
10. Farinha aveia (g/L) 0 1% (0,50 g/50 mL) 2% (1,0g /50 mL)
11. ASW (ml) 0 (0%) 25 ml (50%) 50 ml (100%)
12. pH 3,0 4,0 5,0

A elaboragdo do desenho experimental com base na Matriz Codificada para 12

variaveis do P&B forneceu a base para a formulacdo dos 19 diferentes ensaios e condicdes

descritos na Tabela 4, com as quantidades determinadas para 50 mL de meio de cultura.

De acordo com as andlises estatisticas (Tabela 5.), a Unica variavel com P-valor

estatisticamente aceito (considerando, por se tratar de um sistema biolégico, como faixa de
aceitacdo as variaveis com p< 0,1.) foi a &gua do mar artificial (ASW), com efeito positivo de
5,7 U/L e em um patamar mais brando estatisticamente o extrato de malte, com efeito positivo
de 4,10 U/L. Dentro dos limites da analise, é possivel observar que algumas variaveis, mesmo
ndo apresentando representatividade estatistica, interferiram negativamente na resposta,
podendo ser eliminadas para a proxima fase do processo. Tais variaveis sdo: a quantidade do

inoculo, caseina, farinha de milho, e a faixa de pH.
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Tabela 4. Matriz das amostras aplicada para a elaboracdo das amostras elaborada a partir da Matriz
Codificada Plackett- Burman paral2 varidveis + 3 pontos centrais, com valores referentes a 50mL de

meio.
N de Ext. Farinha Farinha Farinha
et 3 Glicose  Amido Malte  de soja Peptona  Caseina  Farinha ko 5 ASW ol
E A =) =1 @l ) ) 2Ty  armoeEl) L) @) (eml)

1 3 0 L] ] 0,10 ¢ L] 0 1.0g 10g LI 1.0g o}

E -] 0 g i 0 L1 0.10g 0 L 1.0g 1.0g ] 3

3 i 020g 020g ] 1 1 0l0g 1 ! Log L0g 3

4 5 020g g O4ig 0 0 0 1,0g ] 0 g 5

5 3 G0y 02g G40z Ol0g i 0 ] 1,0g il i 5

6 5 ] 020g 040g O0l0g 0l0g ] ] ] 108 0 3

7 3 020 i G4y D0l0g 0lig 10 g 0 0 0 e 2

8 5 ] 020 g 0 00g 0l0g 0,10 g 1,0g (] 0 0 5

9 -] 020 g ] 040 g L] 010 g Dl0g 1.0g 1.0g 1] 0 3
10 3 Mg 020g 0 0,10 ¢ 0 010 g 1.0z 1,0¢ 10 il 3
1 a 0 020y O4d0g 0 0,10 g 0 1.0g 1.0% 10g 10g 2
12 5 0 04z O10g 0 10 g ] 1,0g W0 10 5
13 1 020 g 0 0 0lg  0l0g 0,10 g 1.0g 0 10g 1og 5
14 3 0 020 0 ] 0,10 g 010 g [ 1.0g 0 10 5
15 3 0 i 0,40 g 0 1] 0,10 g 1.0g 0 1bg i 5
16 3 0 i 0 [} [} 0 1] 1] 1} 1] 3
17 {C) 4 0lbg 010g O20g 005g 0,05 g 0,05 g 0,50 g 0,50 g bSbg 050z 4
18 (C) 4 fllg 0l0g 0202 005g 005 005 g 0,50 g 050 050 050z 4
19(C) 4 0l0g O0l0g O020g 005g 0,05¢g 0,05 g 0,50 g 0,50 g 050g 050g 4

Os resultados da atividade enzimatica desta primeira etapa do desenho experimental

(Figura 13) possibilitou o levantamento dos efeitos de cada variavel dentre as amostras

(Tabela 5), com pico de produtividade média de 16,64 U/L referente aos ensaios 7, 11, 16, 17

e 18.
Figura 13. Resultados obtidos com o 1° P&B.

Atividade enzimatica (U/L) - 1° Plackett- Burman
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Tabela 5. Anadlise estatistica do delineamento de Plackett-Burman obtido com software STATISTICA
7.0 sobre o efeito das 12 variaveis.

Variaveis Efeito Erro Padréao P (\Valor)
(2) Inoculo -0,10729 2,611249 0,968559
(2) Glicose 1,04271 2,611249 0,703487
(3) Amido 1,97396 2,611249 0,478301
(4) Malte 4,10521 2,611249 0,166981
(5) Extrato de soja 2,53854 2,611249 0,368517
(6) Peptona 1,17813 2,611249 0,667713
(7) Caseina -1,96771 2,611249 0,479635
(8) Farinha arroz 0,18854 2,611249 0,944787
(9) Farinha milho -1,89271 2,611249 0,49584
(10) Farinha aveia 1,83021 2,611249 0,509624
(11) ASW 5,70313 2,611249 0,071659
(12) pH -2,88437 2,611249 0,311651

Devido & baixa representatividade estatistica dos efeitos apresentados e o alto custo do

extrato de soja e glicose, tais componentes foram suspensos do segundo P&B. Sendo

composto de amido, extrato de malte, peptona, farinha de arroz, farinha de aveia, agua do mar

artificial, e a faixa de pH alterada (Tabela 6), o segundo P&B foi desenvolvido de maneira

semelhante ao primeiro com os testes elaborados através de uma matriz codificada, agora com

7 variaveis e 3 pontos centrais, variacbes de meio de cultivo para a formulacdo das 11

amostras (Tabela 7).

protease Paecilomyces lilacinus.

Tabela 6. Variaveis e as correspondentes faixas aplicadas ao segundo P&B para a producdo de

Varidveis -1 0 1
(1) Amido (g/L) 0 0,4% (0,20 g/50 ml) 0,8% (0,40g/50 mL)
(2) Extrato de Malte (g/L) 0 0,8% (0,40 g/50 ml) 1,6% (0,80g/50 mL)
(3) Peptona (g/L) 0 0,2% (0,10 g/50 ml) 0,4% (0,20 g/50 ml)
(4) Farinha arroz (g/L) 0 2% (1,0g /50 mL) 4% (2,0g/50 mL)
(5) Farinha aveia (g/L) 0 2% (1,0g /50 mL) 4% (2,0g/50 mL)
(6) ASW (ml) 0 (0%) 25 ml (50%) 50 ml (100%)
(7) pH 2 3 4
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Tabela 7. Matriz com valores reais aplicada para a elaboragdo dos ensaios do segundo P&B (7
variaveis + 3 pontos centrais), com valores referentes a 50mL de meio.

1. Amudo 2 Ext. Malte 3 Peptona R SIEAERN 6 ASW T-pH
Arroz Aveia

i 0,40 g Oz 708 0g 50 . 4
1 0,404 0,805 g 0g 2,00 0l 4

3 0,40z 0,80¢g 0.20g O Og 50 mL 2

4 g 0,80g 0,20z 2.0 g O mlL 4

5 0.40g g 0,20g 20g 2.0g 0 mL :

6 Og 0,80% Og 208 .08 50 @l 2

T Og Og 0,20g Og 10g 30 mL 4

3 Og Og Og Og Og O mlL 2
8(C) 0.20g 0.40g 0.10g 1,0g 1.0g 25 mlL 3
10(C) 0.20g 0,40g 0.10g 1.0g 1.0g 5ml 3
1) 0.20g 0,40z 010 1.0y 1.0g 25 ml, 3

Como observado na Figura 14, a resposta para tal conjunto de variaveis proposta neste
segundo P&B foi menor, com méaxima de 10,93 U/L da enzima, indicando que o desenho
experimental ndo esta satisfazendo as condi¢fes otimizadas para a producdo das proteases,
exigindo um novo perfil para o andamento do planejamento aplicado.

Embora a producdo enzimética sendo menor que o teste precedente, a anélise estatistica
(Tabela 8) foi aplicada com o intuito extrair, com respaldo matematico, a contribuicao de cada
componente do meio para a diminuicdo da resposta. Neste feedback, o P-valor de todos as
variaveis ficaram acima da faixa aceitavel, com o Extrato de malte ( P-valor de 0,11)
apresentando efeito positivo de 3,89 U/L, e para a Farinha de arroz ( P-valor de 0,10) o efeito
negativo de 4,05 U/L.

Figura 14. Resultados da atividade enzimatica obtidos com o 2° P&B.

Atividade enzimatica (U/L) - 2° Plackett Burman

W atividade Enzimdtica (U/L)
12,00 5

10,00 =

8,00 — —m— W
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400 ——— — — . -

2,00 ——1 5B 8B B —8B B B
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Tabela 8. Andlise estatistica do delineamento de Plackett-Burman obtido com software STATISTICA
7.0 sobre o efeito das 7 variaveis.

Variaveis Efeito Erro Padréao P (\Valor)
(1) Amido 1,37083 1,731364 0,486326
(2) Extrato de malte 3,89583 1,731364 0,109923
(2) Peptona 2,17917 1,731364 0,297196
(4) Farinha arroz -4,05417 1,731364 0,101074
(5) Farinha aveia 3,4375 1,731364 0,14131
(6) ASW 2,52083 1,731364 0,24142
(7) pH 2,22917 1,731364 0,288247

Devido ao desvio negativo apresentado pela dindmica dos dois P&B aqui
apresentados, e a baixa produtividade quando comparado a triagem inicial de 24 U/L (Figura
10), ficou estabelecida a necessidade de testar os fatores ja relatados neste projeto, a partir de
uma triagem secundéaria ao desenho experimental contendo trés potenciais formulacdes base:
meio de sais descrito por Savitha et al. (2007) nas condi¢fes descritas na sessdo 3.2 para a
protease (acrescido de 10 g/L de peptona bacterioldgica quando formulado na auséncia de
outros constituintes) usado para a triagem inicial em meio liquido, a 4gua do mar artificial
pelas caracteristicas marinhas do ambiente natural do micro-organismo analisado, e 0 meio
“A” referente a composi¢do da 11° amostra analisada no 1° P&B mostrado na Tabela 9,
aplicado neste teste pela estimular a melhor produtividade enzimatica se comparada as outras
formulacdes dos P&Bs. Para satisfazer o intuito deste teste paralelo, os trés meios béasicos
aqui atribuidos foram correlacionados como mostra a Tabela 10, e testados nas mesmas
condi¢bes de 28°C, 140 rpm, durante o periodo de 7 dias, semelhante aos outros testes
aplicados para a protease. Os resultados mostram que a duplicata referente a0 meio mineral
Savitha com peptona apresentou maior sucesso com a producdo enzimatica com atividade
média de 25,46 U/L, tornando o meio base para as proximas etapas do processo de

otimizacdo.

Tabela 9. Conformacdo das condi¢cdes de cultura referente a amostra 11 do primeiro P&B.

0,2 g Glicose

0,4 g extrato de malte
0,1 g farinha de soja
0.1 g peptona

0,1 g caseina

pH=3
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Tabela 10. Correlacéo dos meios A, ASW e SAVITHA, e resultados em U/L da atividade enzimatica
da cepa M36 (Paecilomyces lilacinus).

Média da Atividad Meio d
Amostra Atividade Enzimatica eais _a ,I_w ace elo ce
Enzimatica cultura

L 20,98 A+ AWS +

2 18,52 15,73 SAVITHA

3 13,3 14,58 A+ SAVITHA

4 13,26 ’

a3 13,15

= 13,62 A+ AWS

[ 14,04 '

7 22,83

= 24,28 A

8 25,73 ’

9 25,18 +

El . 25,46 SAVITHA

10 25,74 Peptona

5.2 FATORIAL FRACIONADO

Contando com a base dos testes anteriores, a partir da aplicagdo do modelo Fatorial
Fracionado, todas as amostras apresentardo como meio base a formulacao descrita por Savitha
et al. (2007), e de acordo com relatos de Mussarat Shaheen et ai. (2008), a caseina e derivados
da soja sdo cientificamente comprovados como melhores fontes de nitrogénio para a producao
de proteases microbioldgicas, dando o respaldo cientifico para “re-ado¢do” da caseina e do
extrato de soja, desligados do desenho experimental a partir das analises dos primeiros P&B.

Para a elaboracdo de delineamento fatorial fracionado, foi utilizado a Matriz com o0s
valores reais (Tabela 12) construida a partir da Matriz Codificada Fatorial Fracionado 2°* (2*
— 16 ensaios + 3 pontos centrais = 19 ensaios) para a avaliacdo de 5 variaveis apresentadas
na Tabela 11 com as respectivas faixas aplicadas.

Os resultados da obtidos com o primeiro delineamento fatorial fracionado retomou o
valor inicial de produtividade, com pico em 24,47 U/L (Figura 15), mostrando que as
varidveis suplementadas com a composicdo de realmente favorecem a produtividade
enzimatica de protease.

A analise dos dados da Figura 15 e dos efeitos obtida através do software (Tabela 13)
evidencia o efeito negativo do extrato de malte aplicado nos teste deste primeiro conjunto
fatorial fracionado, pois como € possivel observar, as amostras com 0s maiores valores de
produtividade enzimatica 7, 11, 13, e 15 que expressam respectivamente 22,45 U/L, 22,17
U/L, 24,47 U/L e 24,46 U/L, ndo apresentavam este componente em sua composi¢do. Em
adicdo, os ensaios composto pelo nivel (+1) de 1,6g de extrato de malte (amostras 2, 4, 6, 8,
10, 12, e 14) apresentaram os menores valores desta etapa, e conferindo respaldo estatistico
para a analise, 0 extrato de malte apresentou no conjunto dos ensaios um efeito negativo de

12,64 U/L com P-valor estatisticamente relevante, ficando evidente a sua extingdo para 0s
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préximos testes. Para os valores de pH dos melhores resultados apresentados, somente o
ensaio 15 mostrou relevancia na faixa mais &cida (pH 3,0), com efeito estatistico positivo de
4,75 U/L e p-valor de 0,03, orientando a expansao da faixa com tendéncia ao meio neutro. A
caseina e o extrato de soja, ficando em segundo plano com seus p-valores declarados entre
0,05 e 0,1 (faixa ainda aceita para modelos biol6gicos), apresentaram dindmicas
estatisticamente semelhantes, com efeito positivo de 3,7 U/L e p-valor de 0,07, anunciando a

possibilidade de aumento na produtividade enzimatica quando em maiores quantidades.

Tabela 11. Apresentacdo das 5 variaveis e as correspondentes faixas aplicadas ao modelo Fatorial
Fracionado do desenho experimental para a producdo de protease de
Paecilomyces lilacinus.

Varidveis -1 0 +1
(1) Extrato de Malte {g/L) Q 1,6% (0,80 g/50 mi) 3.2% (1,6 g'50 ml)
(2) Peptona (g/L) Q 0,1% (0,03 /50 ml) 0.2% (0,10 /30 ml)
(3) Caseina Q 0.1% (0,03 g'30 ml) 0.2% (0,10 g/30 ml)
{4) Extrato de soja {z/L) Q 1% (0,5 g /50 ml) 2% (1.0g /30 ml)
(5) pH 3.0 4.0 5.0

Tabela 12. Matriz das amostras aplicada para a elaboragdo das amostras elaborada a apertir da
Matriz Codificada Fatorial Fracionado 2°* (= 24 - 16 ensaios + 3 pontos centrais = 19 ensaios), com
valores referentes a 50mL de meio.

Delineamento Fracionado 25!

ENSAIOS Extrato de malte Peptona Caseina Extrato de soja pH
1 Og Og Og Og 2
2 1,6g Og Og Og 3
3 Og 0,1g Og Og 3
4 1,6g 0,1g 0Og Og 2
5 0g Og 0,1g Og 3
8 1.6g Og 0,1g Og 2
7 Og 0,1g 0,1g Og 5
8 1,6g 0,1g 0,1g Og 3
£} Og Og Og 1,08 3
10 1,6g Og Og 1,0g 5
11 Og 0,1g Og 1,0g )
12 1,6g 0,1g Og 1,0g 3
13 Og Og 0,1g 1,0g 5
14 1,6g 0Og 0,1g 1,0g 3
15 Og 0,1g 0,1g 1,0g 3
16 1,6g 0,1g 0,1g 1,0g 5
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Figura 15. Resultados da atividade enzimatica obtidos com o 1° fatorial fracionado.

Atividade Enzimatica (U/L) - Fatorial Fracionado
30

25

20

M Atividade
Enzimatica

15 (U/L)

Protease (U/L)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Amostra

Tabela 13. Anélise estatistica do delineamento de Plackett-Burman obtido com software STATISTICA
7.0 sobre o efeito das 5 varidveis aplicadas ao 1° fatorial fracionado.

Variaveis Efeito Erro Padréao P (\Valor)
(1) Extrato de malte -12,6418 1,960082 0,000022
(2) Peptona 2,129 1,960082 0,29713
(3) Caseina 3,7792 1,960082 0,075972
(4) Extrato de soja 3,7625 1,960082 0,07713
(5) pH 4,748 1,960082 0,030769

A elaboracdo do segundo delineamento fatorial fracionado contendo 4 variaveis, com
base na Matriz codificada Fatorial Fracionado 2** (= 2° ) + 3 pontos centrais, para a
elaboracdo das 11 amostras tendo 0 meio mineral de Savitha como base para todos os ensaios,
foi estabelecida a exclusdo do extrato de malte devido ao seu efeito extremamente negativo no
ensaio anterior, a manutencdo da faixa de peptona na expectativa de aumentar a
representatividade do p-valor e dos seus efeitos neste teste, e 0 aumento na amplitude das
faixas aplicadas para a caseina, extrato de soja e pH (Tabela 14), comparado ao teste anterior
buscando aumentar seus efeitos positivos perante a produtividade proteolitica. A matriz com

os valores codificados esta apresentada na Tabela 15.
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Tabela 14. Variaveis e as correspondentes faixas aplicadas ao segundo Fatorial Fracionado para a

producdo de protease por Paecilomyces lilacinus.

Variaveis -1 0 +1
(1) Peptona (g/L) 0 0,1% (0,05 g/50 ml) 0,2% (0,10 g/50 ml)
(2) Caseina 0,2% (0,01 g/50 ml) 0,3% (0,15 g/50 ml) 0,4% (0,20 g/50 ml)

(3) Extrato de soja (g/L)

2% (1,0 g/50 ml)

3% (1,5 g /50 mL)

40% (2,09 /50 mL)

4) pH

3,0

5,0

7,0

Tabela 15. Matriz das amostras aplicada para a elaboracdo das amostras elaborada a partir da Matriz
Codificada Plackett- Burman para 4 variaveis + 3 pontos centrais, com valores referentes a 50mL de

meio.

ENSAIOS Peptona Caseina Extrato de soja pH
1 0g 0,01g 1g 3
2 0,1g 0,01g 1g 7
3 0g 0.2g 1g z
4 0.1g 0.2g g 3
5 0g 0,01g 2 7
6 0,1g 0,01g 2g 3
7 0g 0.2¢ 2% 3
8 0,1g 0,2g 2g z
9 0,05 0,15g 1,5¢ 5
10 0,05g 0,158 1,58 5
11 0,05g 0,15g 1,5g 5

Neste segundo fatorial fracionado foi aplicado paralelamente, também com bases na
Matriz Codificada Fatorial Fracionado 2** (= 2°) + 3 pontos centrais uma certificacdo da
atuacdo da farinha de aveia, para efeito de comparacdo com a acdo do extrato de soja,
conferindo um complemento para a tomada de decisdo em relagdo as variaveis para 0s
proximos testes. A formulacdo das 11 amostras seguiu 0 mesmo padrdo dos testes com o
extrato de soja, como mostrado na tabela 16.

Os resultados apresentados na Figura 16, mostram claramente que a utilizacdo do
extrato de soja foi 54,5% (6 em 11) mais eficiente no efeito da produtividade enzimatica
guando comparado aos meios contendo farinha de aveia, com picos expressivos na amostra 1
com 33,68 U/L, e amostra 4 com 31,53 U/L. Também é possivel analisar que as maximas
atividades enzimaticas atingidas pelas composi¢des com farinha de aveia apresentam média
de 25,63 U/L (amostras 2, 3, e 4), que nado distanciam do valor atingido nos teste iniciais de

triagem da enzima (24U/L, Figura 6). Desta forma, fica estabelecido que o extrato de soja,
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aplicado nas condic6es descritas neste segundo delineamento fatorial fracionado é melhor

indutor de proteases.

Tabela 16. Matriz das amostras aplicada para a elaboracdo das amostras elaborada a partir da
Matriz Codificada Plackett- Burman para 4 variaveis + 3 pontos centrais, com valores referentes a
50mL de meio, com substituicdo do extrato de soja, pela farinha de aveia.

ENSAIOS Peptona Caseina Farinha de aveia pH
1 Og 0,01g 1g 3
2 0,1g 0,01g 1g 7
3 0g 0,2¢g 1g 7
a 0,1g 0,28 1g 3
3 0g 0,01g 2g 7
6 0,1g 0,01g 2g 3
7 Og 0,2g 2g 3
g 0,18 0,2g 2g 7
9 0,058 0,15g 1,5g 5
10 0,05g 0,15g 1,5g 5
11 0,058 0,15g 1,5g 5

Figura 16. Resultados para comparacdo da influéncia n a utilizacdo de extrato de soja e farinha de
aveia para desenho fatorial fracionado com delineamento 2** (= 2°) + 3 pontos centrais para a
certificacdo do melhor componente para o processo de otimizacao.

2° fatorial fracionado - Atividade enzimatica para Extrato

20 de soja e Farinha de aveia

M Atividade
enzimatica Aveia

M Atividade
enzimatica Soja

Atividade enzimatica - Protease
(U/L)
N
o

A certificacdo da atividade proteica com o componente do meio de cultura deve-se ao
conteddo proteico nutricional do mesmo, sendo assim, de acordo com a citacdo feita por
Vieira et al. (1991) as fragdes de proteina e 6leo da soja compreendem aproximadamente 60%
do total do peso seco da semente, matéria-prima base para os derivado como o extrato de soja,
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no qual os grdos maduros contém cerca de 40,7% de proteina, taxa proteica cerca de duas
vezes superior quando comparado com o valor proteico da aveia (Milach et al. 2000). Além
da contribuicdo proteica, a soja ainda apresenta cerca de 22,7% de Oleo e 30,8% de
carboidratos, em base seca dos grdos maduros, nutrientes que podem favorecer o processo de
producdo enziméatica em conjunto com os minerais da composicdo Savitha.

Pela representatividade do extrato de soja, a investigacdo estatistica através do
software foi realiza somente com os dados referentes ao delineamento com tal componente
em sua composicao (Tabela 17). As variaveis significativamente aceitaveis de acordo com o
P-valor menor que 0,05 foram o extrato de soja e o pH. O resultados afirmam que o efeito do
pH aplicado neste delineamento, com p-valor de 0,058, contribuiu negativamente em 6,625
U/L da enzima, dando o parece da necessidade de alteracbes na faixa para obtencdo de
melhores resultados, contudo, o extrato de soja com p-valor de 3,9.10"* (indicando uma 6tima
aceitacdo estatistica para o efeito) apresentou efeito positivo de 20,15U/L da enzima,

confirmando a relevancia deste componente para a elaboracdo do meio de cultura otimizado.

Tabela 17. Analise estatistica obtido com software STATISTICA 7.0 sobre o efeito das 4 varidveis do
segundo fatorial fracionado composto com Extrato de soja.

Variaveis Efeito Erro Padréo P (\Valor)
(1)Peptona 0,1292 2,840892 0,965211
(2)Caseina -2 2,840892 0,507818
(3)Extrato de soja 20,1542 2,840892 0,000394
(4)pH -6,625 2,840892 0,058479

5.3 DELINEAMENTOS COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL (DCCR)

Partindo para o delineamento composto central rotacional, utilizando as informagdes e o0
direcionamento fundamentado nas outras etapas do desenho experimental, ficou estabelecido
a analise das trés variaveis mais relevantes do ponto de vista produtivo, com a diminuicéo da
faixa aplicada de extrato de soja, pois os dados da Figura 16 indicam que o efeito positivo
deste componente é diretamente oposto a quantidade, quando analisado nos perimetros entre
1,0 e 2,0 g. A resposta negativa do pH observada no teste anterior foi mantido devido a
presenca dos niveis adicionais presente do DCCR, permitindo uma melhor percepcdo dos
efeitos desta variavel, ndo desviando da faixa das proteases acidas focadas desde a triagem

inicial. A manutencdo da caseina nos teste deve-se ao valor agregado presente na peptona
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bacterioldgica, uma vez que o desenho é plausivel de aplicacdo industrial, visando o menor
custo com insumos basicos para a producdo. A necessidade de uma fonte suplementar
proteica, tendo em vista que a cepa M36 apresentou halo proteico representativo quando
crescido em Skim Milk, também foi considerado para a permanéncia da variavel nas amostras
do DCCR.

Tabela 18. Apresentacdo das 3 variaveis e as correspondentes faixas aplicadas ao delineamento
DCCR do desenho experimental para a producdo de protease de Paecilomyces lilacinus.

Variaveis -1,68 -1 0 1 1,68
(1).Caseina 0,19 0,169 0,29 0,269 0,3¢
(2).Extrato de soja (g/L) 0,59 0,609 0,759 0,99 19
(3).pH 3 4,2 5 6,2 7

Seguindo os argumentos extraidos da andlise das varidveis, pode se estabelecer as
quantidades aplicadas em cada nivel (Tabela 18) e com base na Matriz Codificada do
delineamento composto central rotativo para 3 varidveis com 4 pontos centrais foi possivel

elaborar as 18 amostras (ensaios) (Tabela 19).

Figura 17. Resultados da atividade enzimatica em U/L obtidos com o DCCR.

DCCR- atividade enzimatica

B Atividade Enzimatica

Atividade enzimatica - Protease
(U/L)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Dentre as 18 amostras, 44% apresentaram valores igual ou maior de atividade
enzimética, quando comparada ao pico maximo de producdo apresentado pela amostra 1
(33,68 U/L) do 2° fatorial fracionado. Com o valor maximo de 39,70 U/L (Figura 17)
apresentado pelo ensaio 7, que supera em 17,87% o teste anterior. Este DCCR apresenta o
limite de otimizacgéo para os parametros abordados desde inicio do desenho experimental, pois
quando analisado estatisticamente (Tabela 20), todas as varidveis ndo apresentaram aporte
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matematico relevante, indicando que dentre do delineamento proposto, ndo havera alteragdes

estatisticamente significativas para aumento da produtividade.

Tabela 19. Matriz aplicada para a elaborac¢do das amostras a partir da Matriz Codificada do

delineamento composto circular rotativo de 3 varidveis + 4 pontos centrais, com valores referentes a
50mL de meio.

Amostra Caseina Extrato de soja pH
1 0,16g 0,60g 4,2
2 0,268 0,60g 4,2
3 0,16g 0,92 4,2
a 0,26g 0,9g 4,2
5 0,16g 0,60g 6,2
7] 0,268 0.,60g 6,2
) 0,16g 0,92 6,2
8 0,268 0,92 6,2
9 0,1g 0,758 2
10 0,3g 0,75g 2
11 0,2g 0,58 5
12 0,2g 1g 3
13 0,2g 0,75g 3
14 0,2g 0,75g 7
15 0,2g 0,75 3
16 0,2g 0,75g 3
17 0,2g 0,75g 5
18 0,2g 0,758 3

Tabela 20. Andlise estatistica software STATISTICA 7.0 sobre o efeito das 3 variaveis do DCCR.

Variaveis Efeito PE(;:;O (Vallalor)
Caseina (Q) -0,06549  0,716803837 0,929445
(2) Extrato de soja (L) ~ 0,00239  0,689138071 0,997313
Extrato de soja  (Q) 0,01127  0,716803837 0,987838
(3)pH (L) -0,97273  0,689138071 0,195782
pH (Q) -0,67815  0,716803837 0,371804




43

54 EVOLU(;AO E VALIDAQAO DO DESENHO EXPERIMENTAL

Com o intuito de uma anélise geral de todas as etapas do desenho experimental, tornando
factivel o melhoramento da atividade enzimatica através das varidveis aplicadas em cada
ensaio, a Figura 18 mostra a evolucao das maximas obtidas em cada etapa.

Figura 18. Evolucdo dos maximos valores encontrados em cada etapa do desenho experimental.
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Utilizando o valor da triagem inicial como base (24 U/L) para as analises, 0 1°P&B
apresentou maxima atividade enzimatica com produtividade 40% menor e 0 2°P&B com
55%. O teste que determinou o0 meio mineral descrito por Savitha como meio base para 0s
testes seguintes apresentou aumento de 6,25 %, assim como o 1° fatorial fracionado com

2,08%, 2°fatorial fracionado com 40,42%, e o DCCR com 65,42% a mais que a triagem.

Figura 19. Valida¢do dos resultados médios obtidos com o meio de cultura composto de 0,16 g de

caseina, 0,90g de extrato de soja em meio salino de Savitha.
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O teste de validacdo confirmou a capacidade da cepa M36 em produzir, a partir do meio de
cultura otimizado, valores na ordem de 37 U/L (£ 3). O teste de cinética foi essencial para mostrar
que a partir do 5° dia de cultivo, nas devidas condi¢es fisicas e quimicas, a cepa M36 demostrou
as maiores taxas de producdo de proteases, possibilitando a reducdo no periodo de cultivo,
plausivel na reducdo dos gastos produtivos com recuperagdo da quantidade otimizada de enzima.
A relagdo dos valores de peso seco e atividade enzimética sdo inversamente proporcionais como
mostrado na Figura 19, com maximas atividades enzimaticas em regiGes onde o peso seco foi
reduzido, e para confirmar essa tendéncia, dentre as triplicatas do 5° foi possivel observar que
para a amostra na qual o peso seco foi maior (outlier), houve menor investimento energético para
0 metabolismo do sistema proteolitico, caso este outlier fosse removido dos resultados, a cinética
apresentaria maximas em 5, 6 e 7 dias de cultivos com média de 37,53 U/L. A reta de tendéncia
(linha tracejada) mostra que 0 peso seco tende a reduzir durante o periodo cultivado, e analisando
o resultado do 8° dia de cultivo, é possivel estimar que a producdo enzimatica decline ap0s este
periodo em resposta da diminuicdo da viabilidade das células no meio de cultura e da

disponibilidade de nutrientes essenciais.
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6 CONCLUSAO
Os métodos de triagem utilizados no presente projeto foram aplicados com sucesso e
permitiram a selecdo de dois fungos ligninoliticos (D4 e M34) e de um proteolitico (M36), 0

qual foi o identificado como Paecilomyces lilacinus e escolhido para os experimentos de

planejamento experimental visando otimizacdo da atividade enzimaética.
A dindmica dos ensaios iniciais de producdo de protease foi essencial para a verificacdo da
importancia da utilizacdo do meio mineral para a producdo enzimatica, dando crédito ao meio
composto por Savitha et al. (2007).

A partir de 12 variaveis simples, foi possivel aumentar a atividade proteolitica
Paecilomyces lilacinus M36 em 65,42%, certificando as premissas publicadas por Radha et al.

(2011) que afirmam a melhor produtividade das enzimas proteoliticas em meios
suplementados com fontes de nitrogénio e nutrientes provindos de caseina e derivados de
soja. Os dados da validacdo da condicdo otimizada através da cinética analisada em 7 dias de
cultivo, mostram que a obtencdo da quantidade méaxima da atividade enzimaética pode ser
atingida em 5 dias de cultivo, reduzindo o tempo de cultivo, diminuindo gastos produtivos,
visando a aplicacdo industrial do processo.

Os dados derivados do presente trabalho revelam o potencial biotecnoldgico dos
fungos marinho se estimulam a condugdo de novos estudos relacionados as enzimas

produzidas pelos fungos estudados e selecionados.
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