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Resumo

A area de produgdo de enzimas microbianas tem crescido nas ultimas décadas, devido a utilizagdo nos diversos
campos industriais e com isso a necessidades de pesquisas com inovagoes dos produtos ja existentes. As enzimas
hidroliticas sdo catalizadores biologicos com alta aplicabilidade em diversas dreas da biotecnologia industrial.
A castanha-do-Brasil é uma possivel fonte de nutrientes para o crescimento de micro-organismos em busca de
produgdo enzimdtica efetiva e de baixo custo. Foram utilizados 2 linhagens de Streptomyces sp. para a produ¢do
de protease, lipase, amilase e fosfatase alcalina utilizando o residuo de castanha-do-Brasil como fonte de carbono
em fermentagdo em estado solido e submersa em meio ISP-2 no pH 7,2 a 37°C por 15 dias. Os resultados obtidos
evidenciaram que a melhor atividade enzimdtica foi para a protease excretada pela Streptomyces sp. (IN) em
fermentagdo semi-solida. Concomitante, foi realizada uma cinética de produgdo enzimdtica com pico de atividade
de 0,196 U/mL durante 144 horas. Na atividade especifica observou-se um valor de 2,17 U/mg de proteina durante
240 horas. A producgdo de enzimas excretada por Streptomyces. sp utilizando o residuo de castanha-do-Brasil é
um recurso para obten¢do de enzimas com elevado potencial para fermentagdo semi-solida.
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Abstract

The enzymes of microbial production area has grown in the last decades due to use in various industrial fields, and
with that the research needs to innovations of existing products. The hydrolytic enzymes are biological catalysts of
great commercial importance for low cost and high availability. This enzyme class has received special attention
about his versatility in several areas of industrial biotechnology. The Brazil-nuts is a possible source of nutrients
for the growth of micro-organisms in search of effective enzyme production and low cost. Were used two strains of
Streptomyces sp. or production of protease, lipase, amylase and alkaline phosphatase using the residue Brazil-nut
as carbon source in fermentation, semi-solid and liquid for the medium ISP-2 at pH 7.2 at a temperature 37°C for
15 days. The results showed that the best enzymatic activity was to protease secreted by Streptomyces sp. (IN) in
semi solid fermentation. Concomitantly, was carried out an enzyme production kinetics with peak activity of 0.196
U/ ml activity for 144 hours. The specific activity was observed a value of 2.17 U / mg protein for 240 hours. The
production of enzymes excreted by Streptomyces sp. using the residue of Brazil-nuts is a resource for obtaining
enzymes with high potential for solid state fermentation.
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1 Introducao

As enzimas s3o substancias organicas especificas, compostas por polimeros de aminoacidos, que atuam como

catalisadores no metabolismo dos seres vivos (ROSAS; PANTANO FILHO, 2003). Devido sua alta aplicabilidade

biotecnolégica, a tecnologia enzimatica se apresenta como uma op¢ao interessante e rentavel para a exploragdo
econdmica uma vez que desempenha diversos tipos de reacdes A aplicacao de diferentes tipos de enzimas nas industrias
tem a possibilidade de tornar o processo biotecnologico mais proveitoso, com elevados rendimentos e baixos danos ao
meio ambiente (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006).

Enzimas hidroliticas sdo as mais utilizadas nos processos industriais, sendo aplicadas na hidrélise de varias
substancias naturais. Os grupos das proteases constituem o maior grupo de enzimas utilizadas industrialmente no
mundo, movimentando a economia deste setor ativamente (PILLAI et al., 2011). Estas enzimas t€ém como fungdo
hidrolisar ligagoes peptidicas (LI et al., 2012) e podem ser obtidas de diferentes fontes, entretanto as proteases
microbianas se destacam pela sua metabolizagdo e baixo custo (AWAD et al., 2013; MOSTAFA et al., 2012).

As amilases estdo entre as mais importantes enzimas industriais, sdo aplicadas como aditivos em detergentes,
industrias de alimentos, fermentagdo, papel e téxtil, farmacéutica, médica e quimico-analitica (PANDEY et al., 2000;
SOARES et al., 2010).

As enzimas lipoliticas catalisam a hidrdlise de gorduras ¢ o6leos, sdo consideradas o terceiro maior grupo
baseado no volume total de compras, onde o uso comercial foi estimado em um bilhdo (JAEGER et al., 1999). Possuem
diversas aplica¢des industriais, utilizadas como biocatalisadores ideais em quimica orgénica entre outros (TREICHEL
etal.,2010; LOU et al., 2013; SHARMA; KANWAR, 2014).

As fosfatases agem sobre compostos de fosforo, podendo hidrolisar uma variedade de ésteres ¢ anidridos do
acido fosforico e liberar fosfato, além de atuar em reac¢des de transfosforilagdo de fosfoésteres de glicerol, fenol e p-
nitrofenol, para varios aceptores, como, piridoxina e glicose (ZIMMER et al., 2009).

As actinobactérias apresentam diversas propriedades metaboélicas e fisioldgicas, com grande variedade de
metabolitos secundarios e producdo de enzimas extracelulares de alta aplicabilidade nas industrias (RAJU et al., 2010;
ANZAI et al., 2008, DURAIPANDIYAN et al., 2010). As Streptomyces e outros actinomicetos s3o responsaveis por
grande parte dos produtos metabolicos com atividade biotecnoldgicos (GAMA et al., 2012; PACHECO DA ROSA et
al., 2013).

A castanha-do-Brasil é de grande importancia na formac¢do econdmica, social e politica da Amazonia, ¢ esta
entre os produtos mais comercializados no mercado nacional e de exportagio (SA et al., 2008; HOMMA et al., 2012).
Este produto ¢ rico em compostos quimicos que servem como nutrientes para o crescimento de micro-organismos em
busca de produgdo enzimatica efetiva. Estima-se que a produgdo dos residuos de ourigo de castanha seja elevada, pois o
ourico possui peso médio de 2,4 kg, sendo aproximadamente 1,0 kg de castanhas limpas e 1,4 kg de residuos (biomassa
residual), incluindo as cascas da castanha bruta (CRUZ-JUNIOR et al., 2010). A castanha-do-Brasil, devido ao seu
grande valor econdmico, esta envolvida em numerosos processos industriais, onde grandes quantidades de residuos sdo
gerados (PACHECO; VILDES, 2006).

Neste contexto, objetivou-se avaliar a produgdo de enzimas hidroliticas (proteases, lipases, fosfatases alcalinas
e amilases) por duas linhagens de Streptomyces isoladas do solo amazdnico, em fermentagdes utilizando residuos de

castanha-do-Brasil como fonte de carbono.
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2 Material e método

2.1 Obtencao dos residuos

As amostras do residuo da castanha-do-Brasil para analises bioquimicas foram obtidos a partir de trituracdo do
material em liquidificador multiprocessador da marca ARNO, até a obteng@o de uma farinha fina com granulometria
menor que 0,60 mm, realizada em peneira. A torta foi obtida apds o processo fisico de extragdo a frio por prensagem em

prensa hidraulica em temperatura ambiente a 30°C.

2.2 Caracterizacio bioquimica do residuo de Castanha-do-Brasil

Para a determinacdo da composicdo centesimal do residuo de castanha-do-Brasil, que consistiu da extragdo
bioquimica de lipideos, compostos polares, compostos apolares, celulose, hemicelulose e lignina seguiu-se a
metodologia descrita por Melo (2010) e foram utilizados 3 gramas das amostras para realizagdo em trés etapas. A
primeira etapa refere-se a extracdo com solvente ciclohexano, a segunda com alcool etilico e a terceira com agua. Para
obtencdo dos resultados referentes a celulose, hemicelulose e lignina, esta metodologia segue as normas da Associagao
Brasileira de Papel e Celulose ¢ a NBR 7989:2010 (pasta celuldsica ¢ madeira determinag@o de lignina insoluvel em
acido), na qual a amostra foi submetida a uma extragdo acida por um sistema de refluxo para a caracterizacao da

celulose e da hemicelulose e depois a calcinagdo, na temperatura de 750°C.

2.3 Micro-organismo Utilizados e Identificacio

Foram reativadas duas linhagens de Strepfomyces sp., as quais se destacaram em trabalhos anteriormente
desenvolvidos pelo referido grupo de pesquisa, que foram isoladas e identificadas morfologicamente em nivel de
género. A identificacdo das linhagens estudadas no referido trabalho, foi realizada por meio da técnica de microcultivo
para analise micromorfologica segundo o método descrito por Holt ¢ colaboradores (1989). Apds crescimento foram
realizadas analises microscopicas e macroscopicas para evidenciar cor do micélio sob o substrato, coloracao de micélio
aéreo ¢ auséncia ou producao de pigmentos. As caracteristicas morfologicas das actinobactérias tais como: ramificagdo
do micélio sobre o substrato, formacao de micélio aéreo e sua fragmentacdo ou produgdo de esporos, foram fatores que
auxiliaram na identificacdo das actinobactérias. Neste género observou-se também o tipo ¢ o nimero de esporos, bem
como o seu arranjo. Estas actinobactérias foram denominadas: 1N e 4H, isoladas e identificadas morfologicamente da
rizosfera de Paullinia cupana (Guarand) da regido de Maués AM Latitude 03°23'01" sul e longitude 57°43'07" oeste,
com altitude de 25 metros acima do nivel do mar, cedidas e preservadas na colecdo de micro-organismo do
Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPEDA). As cepas microbianas foram
cultivadas em meio liquido ISP-2 (extrato de levedura 4,0 g/L, extrato de malte 10 g/L, dextrose 4,0 g/L pH 7,2) sob
agitacdo de 180 rpm a 37°C por 48 horas. Posteriormente repicadas em meio solido: ISP2, ISP3, ISP4, ISP7 e ALA, e

incubados a 37°C por um periodo de 7 a 10 dias.

2.4 FES — fermentacao em estado solido e fermentacao submersa

Para preparar o pré-indculo, cinco discos de 0,9 mm de didmetro de cada uma das linhagens de Streptomyces
IN e 4H (meio solido ISP2 a 37°C por 7 dias) foram inoculadas separadamente em 50 mL de meio liquido ISP2
incubadas por 48 horas a 37°C sob agitagdo de 120 rpm.
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Na fermentacdo semi-soélida, 5 mL deste pré-inoculo foram inoculados em Erlenmeyer de 250 mL, contendo
5,0 g de residuo de castanha-do-Brasil esterilizado, a 37°C por 15 dias (condi¢des previamente estudadas em trabalhos
anteriormente realizados pelo grupo de pesquisa). No término da fermentagdo em estado solido, em cada Erlenmeyer
foram adicionados 20 mL de 4dgua destilada estéril acrescida de 500 pL de Tween 80, submetido a agitagdo mecanica de
150 rpm por 15 minutos. Posteriormente submetido a filtragdo utilizando papel filtro Qualy 14 pm para obten¢do do
complexo enzimatico.

No estudo da fermentagdo submersa 5 mL dos pré-indculos, foram inoculados em Erlenmeyer de 250 ml,
contendo 50 mL do meio liquido ISP2- modificado, onde a glicose foi substituida por 5,0 g de residuo de castanha-do-
Brasil, incubados a 37°C em condic@o estacionaria (sem agitagdo) por 7 dias. A extra¢do do complexo enzimatico foi
obtida por filtracdo a vacuo utilizando papel filtro Qualy 14 pm , os sobrenadantes foram designados de complexos

enzimaticos e armazenados em microtubos e imediatamente submetidos as dosagens enzimaticas e proteicas.

2.5 Determinacao de Atividade Amilolitica

A atividade enzimatica da amilase sacarificante foi determinada utilizando 100 pL de solugdo de amido a 1%
em tampao acetato de sodio 50 mM com pH 6,0 ¢ 50 pL de extrato enzimatico. O controle da reagdo foi preparado
conforme o processo descrito, substituindo-se a enzima por volume equivalente de agua destilada (controle do
substrato). O segundo controle foi realizado substituindo-se a solugdo de amido por volume de tampao acetato de sodio
50 mM pH 6,0 (controle da enzima). Incubou-se a 37°C por 30 minutos. A reagdo foi interrompida pela adigdo de
250uL acido 3’,5’-dinitrosalicilico (DNS), segundo Miller (1959). Em seguida, as amostras foram submergidas em
banho fervente por 5 minutos. Foi adicionado 1 mL de agua destilada, a seguir, a leitura das amostras foi realizada em
espectrofotometro a 550 nm contra o branco, neste o extrato enzimatico foi substituido por agua destilada. O sistema foi
padronizado por uma curva de concentragdo molar de glicose. Uma unidade (U) de atividade amilasica sacarificante foi
determinada como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de agtiicar redutor por minuto nas condigoes

de ensaio. Os ensaios foram realizados em triplicata.

2.6 Determinacao de Atividade Lipolitica

Foi usada uma solucéo de 2 g de Triton X-100, 0,5 g de goma arabica em 450 mL de tampao fosfato de sodio
50 mM, pH 8,0 e palmitato de p-nitrofenila em isopropanol 15 mM e adicionando posteriormente, 55 pL do extrato
enzimatico. Em seguida, foi incubado a 37°C por 30 minutos ¢ sua leitura foi realizada a 410nm. Uma unidade (U) de
atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol de para-nitrofenol/ mL sob as

condicdes do ensaio. Os ensaios foram realizados em triplicata (ROWE, L; HOWAR, G.T., 2002, COLLA et al., 2012).

2.7 Determinacao de Atividade Proteolitica

A atividade proteolitica foi determinada utilizando 50 pL de azocaseina 1% em tampao Tris-HC1 50 mm, pH
8,5. Apos, incubado a 45°C por 1 hora. A mistura reacional foi interrompida pela adi¢do de 240 pL de acido
tricloroacético (TCA) a 10% e, em seguida as amostras foram centrifugadas por 5 minutos, a 10.000 rpm. A reagéo foi
neutralizada pela adi¢io de 280 puLL de NaOH 1M a 160 pL do sobrenadante, a seguir a leitura das amostras foi realizada
em espectrofotdmetro a 440 nm, metodologia adaptada por DAROIT et al. (2009). Uma unidade (U) de atividade
proteolitica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para aumentar na absorbancia de 0,001 a 440nm

utilizando azocaseina como substrato. Os ensaios foram realizados em triplicata.



Coelho et al. : O potencial de streptomyces isolados...

2.8 Determinacio de Atividade da Fosfatase Alcalina

A atividade da fosfatase alcalina foi determinada por meio de dosagens espectrofotométricas utilizando o Kit
comercial In vitro (doles 14021). A absorbancia utilizada foi 405 nm. Os ensaios foram realizados em triplicata. Uma
unidade (U) de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol de para-

nitrofenol/ mL sob as condi¢des do ensaio. Em todos os ensaios realizados as proteinas totais foram quantificadas

seguindo a metodologia de Bradford (1976).

3 Resultados e discussao

No presente estudo o residuo de castanha-do-Brasil, utilizado como fonte de carbono para produgdo dos
complexos enzimaticos excretados pelas duas linhagens de Streptomyces sp., apresentou na caracterizagdo,
concentragoes de 10% de compostos ndo polares, 12,83% de compostos polares, 12,69% de hemiceluloses, 4,51% de
lignina, e 56,09% de lipidios, indicando a presenca de fontes nutricionais disponiveis ao metabolismo microbiano.
Santos (2008), trabalhando com améndoas de castanha-do- Brasil detectou valores de 65,33% de lipideos.

Nas Figuras 1 e 2, sdo mostrados os resultados dos valores das atividades enzimaticas em U/mL e U/mg de
proteina, obtidos nos ensaios de fermentagdo em estado solido e submersa utilizando o residuo de castanha-do-Brasil
inoculadas com as duas linhagens de Streptomyces sp. 1N e 4H, para a producdo extracelular dos complexos
enzimaticos (proteases, lipases, amilases e fosfatases alcalinas). Ainda de acordo com as figuras 1 e 2, as melhores

produgdes dos complexos enzimaticos ocorreram nos ensaios de fermentacdo em estado solido produzidos pelas

Streptomyces 1N e 4H.

Analisando o complexo lipolitico excretado pela linhagem 1N, comparando os dois métodos fermentativos,
observou-se maior producdo nas fermentagdes em estado solido com atividades em U/mL e U/mg de proteina com 4,09
vezes e 2,78 vezes superiores aos respectivos valores obtidos nas fermentagdes submersas. Nos ensaios amiloliticos em
fermentacdo em estado solido a produgdo da referida enzima pela linhagem 1N, medidas em U/mL e U/mg de proteina

foram respectivamente 1,91 e 1,94 vezes superiores aos valores detectados nas fermentagdes submersas.
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Figura 3 - Cinética das atividades enzimaticas e especificas da protease excretadas por Streptomyces sp. (IN) em fermentagdo em estado sélido

(fermentac@o semi-solida), utilizando residuo da castanha-do-Brasil

Avaliando os resultados obtidos pela linhagem 4H para o complexo lipolitico detectou-se atividades em U/mL
e U/mg de proteina com 5,29 vezes e 5,00 vezes superiores aos respectivos valores obtidos nas fermentagdes submersas.
Nos ensaios amiloliticos em fermentagdes em estado solido a producdo em U/mL e U/mg de proteina foram
respectivamente 1,03 e 1,71 vezes superiores aos valores detectados nas fermentagdes submersas.

Para as atividades proteoliticas produzidas pelas linhagens 1IN e 4H em U/mL foram observados
respectivamente valores de 1,19 e 1,03 superiores, comparados as suas fermentagdes submersas. Na analise de

atividades especificas em U/mg de proteina ndo detectou-se diferenga significativa para os dois modos fermentativos.
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Apbs o estudo da produgdo dos complexos enzimaticos no processo fermentativo, o complexo proteolitico que
se destacou com maiores atividades, foi excretado pela linhagem IN. A analise da cinética enzimatica, descrita na
figura 3, apresentou um perfil em U/mL com um pico majoritario de atividade enzimatica de 0,196 U/mL a 144 horas
de cultivo. Entretanto, avaliando o perfil cinético em atividades especificas (atividades enzimatica por grama de
proteina), presentes na figura 3, foi possivel detectar a presenga de dois picos enzimaticos sendo o majoritario obtido
com 240 horas de cultivo e apresentado 2,16 U/mg de proteina.

De acordo com os dados da Figura 1, 2 ¢ 3, em todos os experimentos realizados neste trabalho, a fermentagao
em estado solido apresentou melhor atividade enzimatica em U/mL, quando comparada a fermentagdo submersa. Nos
ultimos anos, a fermentacdo em estado sdlido tem sido amplamente utilizada em diferentes aplicagdes no

desenvolvimento de varios bioprocessos comercialmente importante (SANCHES et al., 2015).

4 Consideragoes finais

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho foi observado que a linhagem de Streptomyces sp. (1N) foi
a melhor produtora de enzimas hidroliticas. Também constatou-se que o residuo de castanha-do-Brasil apresentou
excelentes resultados como uma fonte de carbono para a produgio de enzimas hidroliticas, possuindo um baixo custo,

podendo ser utilizado nas industrias.

Diante das fermentagdes utilizadas, a fermentacdo em estado soélido obteve os melhores resultados quando
comparado com a fermentagdo submersa para a producéo de lipase, amilase, protease e fosfatase alcalina.
Os resultados obtidos corroboram que a utilizagdo de residuo de castanha-do-Brasil se torna viavel pelas

inddstrias como uma alternativa para producdo de enzimas hidroliticas devido ao seu baixo custo.
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