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Proteases e fitases de macrofungos cultivados
em meio submerso com tortas de pinhao-manso
ou caro¢o de algodao como fonte de carbono

Introducao

Os Oleos vegetais podem ser matrizes para obtengdo de biodiesel. No Pais, existem
diversas espécies vegetais cujos frutos e graos possuem o6leos. Devido a rapida expansao,
nos Ultimos anos, da demanda mundial tanto por biocombustiveis quanto por produtos
obtidos de fontes renovdveis se tornou preciso aproveitar, de maneira racional, os potenciais
regionais brasileiros para a producdo de biocombustiveis, considerando tanto as culturas
tradicionais como, por exemplo, a do algoddo (Gossypium hirsutum), quanto as culturas
de novas oleaginosas, como o pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) (LAVIOLA; ALVES, 2011).
Contudo, as tortas e farelos, subprodutos da extracdo de dleos dessas fontes, possuem
algumas limitagGes e podem ser usados apenas apds passar por modificagdes. Uma forma
de viabilizar a utilizagdo destes subprodutos é realizar tratamentos, que podem ser fisicos,
quimicos e bioldgicos. Outro desafio mundial se encontra na producdo de ra¢des animais
pois quase sempre é preciso melhorar o valor nutricional dos ingredientes e manipular as
condigGes existentes no trato digestivo (KUMAR et al., 2012).

Desta forma a utilizacdo de enzimas exdgenas na nutricdo de monogastricos auxilia na
solugdo de alguns problemas, sendo que, seu uso tem se tornado cada vez mais comum na
atualidade (MONTEIRO et al., 2012). Esse trabalho teve como objetivo avaliar a produgdo
de enzimas pelas atividades enzimaticas para de proteases e fitases de dois macrofungos
qguando cultivados em meio submerso com fontes de carbono e nitrogénio sendo as tortas
provenientes da extracdo de dleos.

Métodos

Os cultivos foram realizados com os macrofungos EF87 e CC400 da colecdo de
microrganismos da Embrapa Agroenergia. Estes foram cultivados em meio com 5 g de torta
de pinhdo-manso, no caso do EF 87, e 5 g torta de carogo de algoddo no caso do CC400,
ambos acrescidos de 95 mL de 4gua destilada. Apds a esterilizacdo foram inoculados o
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5 discos de 10 mm diametro de micélio dos respectivos macrofungos, que foram entdo
dispostos em estufas ventiladas com temperatura constante de 282C e agitacdo de 150
rom. As duplicatas bioldgicas foram avaliadas quanto as atividades para proteases e fitases
a cada dois dias durante 14 dias de cultivos. O liquido fermentado filtrado foi chamado de
extrato bruto e dele as atividades enzimaticas. As atividades enzimaticas para proteases e
fitases foram realizadas a partir dos extratos brutos utilizando as respectivas metodologias
estabelecidas. Uma unidade de atividade protedsica foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para produzir uma variacdo de absorbancia igual a 0,1 em 60 minutos,
sendo expressa em U ml-1 enquanto, unidade de atividade de fitase foi definida como
a quantidade de extrato bruto que foi capaz de liberar 1 umol de fosfato inorganico por
minuto.

Resultados e Conclusoes

As duas linhagens macrofungos testadas, nas condigdes estabelecidas, desenvolveram-
se e apresentaram as atividades enzimaticas para fitases e proteases. Os melhores resultados
obtidos foram para a producdo de enzima protease. Os extratos brutos obtidos do fungo
CC400, cultivado em meio nutrico com torta de algoddo, apresentando 215,0 U.ml?* de
atividade de protease e 4,14 U.ml-1 de atividade de fitase mdximas, no 3° dia. Por outro lado,
os extratos brutos do fungo EF 87, quando cultivados no meio com torta de pinhdo-manso,
apresentaramatividades maximas para proteases e fitases de 850,0 U.ml e 4,04 U.ml™* no
14° dia, respectivamente. Os dois macrofungos testados em cultivos submersos contendo
tortas oleaginosas mostraram resultados promissores para producdo de extratos brutos
enzimaticos com atividades para proteases e fitases. A purificagdo parcial e caracterizagdo
quanto ao pH, temperatura, termoestabilidade sdo as proximas etapas da pesquisa. A
concentragdo das amostras pode ser realizada empregando-se métodos de precipitacdo
proteica, utilizando-se sal (sulfato de amonia) ou solventes organicos (etanol ou acetona).
Sistemas contendo duas fases liquidas em equilibrio termodinamico sdo muito Uteis para
aplicagdes em extracdo e/ou purificacdo de biocompostos (proteinas, enzimas, células,
virus, organelas) presentes em inimeros processos tecnoldgicos. Os extratos concentrados
podem entdo serem purificados em sistema bifasico aquoso polimero-polimero (NaPa/PEG)
com delineamento experimental e protocolo adequados as caracteristicas das proteinas de
interesse nos extratos obtidos.
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