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RESUMO

As enzimas sdo potencias ferramentas para processos industriais, pois, realizam
transformacdes quimicas muito especificas, no entanto, apesar das enzimas comerciais produzidas
por microrganismos vir ganhando espaco, ha poucos esforcos na utilizagdo de processos
fermentativos na obtencdo de hidrolisados para cosméticos. Neste trabalho, 27 amostras da colecéo
de cultura de microrganismos do laboratério Bioinovar, foram avaliadas quanto a producédo de
peptidases ,celulases, lipases e amilases, através da deteccédo de zona de hidrélise em agar contendo
substratos especificos. Das 27 amostras analisadas, 17 produziram peptidases, 20 produziram lipases
e 27, esterases, 16 amostras produziram celulases e 12 produziram amilases. Dentre as amostras
avaliadas B3, EL06, B2, EL05 e La P8 foram selecionadas para a producgdo de hidrolisados a partir
de proteina de soja. As melhores cepas em relacéo a producdo de proteina foram B2, ELO5 e ELO6 e,
relacionadas a producao de peptidases ELO6 e B2, respectivamente.
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INTRODUCAO

O Brasil ¢ o terceiro maior mercado mundial de cosméticos, e segundo maior
consumidor mundial no segmento de produtos para cabelo, com faturamento em 2014 de R$
21,2 bilhdes. As proteinas tém sido utilizadas em produtos cosméticos ha bastante tempo,
entretanto, a utilizacdo de hidrolisados de proteinas de origem vegetal é relativamente recente
(Scibisz et al., 2008). As proteinas compdem um dos principais grupos de principios ativos
utilizados em cosmeéticos voltados para o cuidado de pele e cabelos. Os hidrolisados podem
ser obtidos via hidrolise acida ou enzimatica. A hidrolise quimica, geralmente utilizando
acido cloridrico ou sulfarico, leva a perda total ou parcial de alguns aminoécidos como
triptofano, tirosina, serina e treonina. Por este motivo, a hidrélise enzimatica, que é conduzida
em condicdes mais amenas, é uma alternativa a hidrélise quimica.

A maioria dos processos enzimaticos utilizados atualmente utiliza enzimas animais e
vegetais como a pepsina, papaina, bromelina e quimotripisina. Enzimas comerciais
produzidas por microrganismos vém ganhando espaco, entretanto hd poucos esfor¢os na
utilizacdo de processos fermentativos na obtencdo de hidrolisados para cosméticos (Villa et
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al., 2013). Enzimas sdo catalisadores bioldgicos que aceleram diversas reagGes quimicas
requeridas para a vida, estando assim envolvidos em processos essenciais. A capacidade das
enzimas de realizarem transformacdes quimicas muito especificas faz delas ferramentas Gteis
a diferentes processos industriais. Neste trabalho, 27 amostras da cole¢do de cultura de
microrganismos do laboratério Bioinovar - Unidade de Biocatalise, Bioprodutos e Bioenergia,
foram avaliadas quanto a producéo de peptidases, celulases, lipases e amilases (Vermelho et
al., 1996). Destas amostras, aquelas que apresentaram as melhores producdes de peptidases
foram selecionadas para producdo de hidrolisados de proteina soja obtidos por processo
fermentativo. Estas amostras foram investigadas quanto a producédo de peptidases e peptideos
provenientes da hidrélise da proteina da soja.

MATERIAL E METODOS

Selecdo de microrganismos produtores de hidrolases

Visando a selecdo de microrganismos produtores de peptidases, amilases, celulases e
lipases, 27 cepas da colegéo de cultura laboratorio Bioinovar foram cultivadas em diferentes
meios especificos para observacdo da formacdo de zona de hidrolise. Os meios caseina (leite
em po desnatado), CMC, amido, Tween 20 e Triburitina foram utilizados para observagéo de
peptidases, celulases, amilases, lipases e esterases, respectivamente. O experimento foi
conduzido todo em triplicata. Foram inoculados 20 pL de uma suspensdo das amostras em
cada poco do agar. As placas foram incubadas durante 72 horas a 27°C/28°C, exceto as placas
com meio caseina que foram incubadas por 24 horas. Apés a incubacao, foi feita a medida dos
halos — zona de hidrolise. Para 0 meio de amido e CMC foi necessario utilizar corante como
Lugol e Vermelho Congo, respectivamente.

Producéo de hidrolisados e peptidases utilizando proteina de soja

Os microrganismos selecionados (cepas B3, EL06, B2 e ELO5) foram cultivados em
meio extrato de levedura (extrato de levedura 0,5%, peptona 0,5%, KCI, 2% e sacarose 2%)
por 24 horas a 28°C, 200 rpm, para obtencdo de massa celular. As células foram lavadas
(4000 rpm/ 20 min) e inoculadas em meio soja (proteina de soja 1%, extrato de levedura
0,1%, Na,HPO, 0,04M, KH,PO, 0,06, pH 7,2, MgSO, 0,02%, CaCl, 0,01%, MnCl, 0,001%,
ZnCl, 0,001%). Apos incubacéo por 5 dias a 28°C agitando a 200 rpm, o meio fermentado foi
submetido a centrifugacdo (4000/ 20 min) e o sobrenadante de cultura foi analisado quanto a
concentracdo de peptideos (Lowry et al., 1951) e presenca de peptidases (Jones et al., 1998).

RESULTADOS E DISCUSSOES

As suspensdes das amostras foram inoculadas em pocos em agar contendo substratos
como leite em poO desnatado (caseina), carboximetil celulose, tributirina e Tween 20, ou
amido, respectivamente, para a observacdo de zona de hidrélise. Apds 24h de incubacdo as
medidas das zonas de hidrélise de caseina foram obtidas e observou-se que, das 27 amostras
analisadas, 17 produziram peptidases (Figura 1). Destacaram-se na producéo de peptidases as
amostras B3, EL06, B2, ELO5 e L&P8, que foram selecionadas para cultivo em meio contendo
soja como principal substrato. Para a deteccdo de lipases, foi medida a zona transparente em
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placas contendo Tween 20 ou Tributirina. Observamos que das 27 amostras apenas 4 nao
degradaram a Tributirina (Fabi 16, LaP2, LaP14 e L&P16), enquanto 14 degradaram Tween
20 (Figura 2). Este resultado mostra a especificidade do Tween 20 para lipases que hidrolisam
acidos graxos de cadeia longa. Quanto a producdo de carbohidrolases, observadas pela
formacéo de zona de hid6lise em agar contendo amido ou carboximetilcelulose, 16 amostras
produziram celulases e 12 produziram amilases (Figura 3).
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Figura 1: Medida da zona de hidrdlise da caseina.
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Figura 2: Medida da zona de hidrdlise para enzimas lipoliticas
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Figura 3: Medida da zona de hidrdlise para carbohidrolases

Devido aos resultados obtidos para a producdo de peptidases, as amostras B3, ELO6,
B2, ELO5 e L&P8, isoladas de residuos avicolas e 1 de carneiro, foram selecionadas para
avaliacdo do potencial de hidrélise de proteinas de soja. Estas amostras foram cultivadas em
meio contento soja por 5 dias e a concentracdo de peptideos no sobrenadante foi mensurada.
Concomitantemente, a producdo de peptidases também foi avaliada. Quanto a concentracédo
de peptideos e a presenca de peptidases as amostras B2, EL05 e EL06 mostraram os melhores
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resultados (Figura 4: A e B). O meio apresentou alta concentracdo de proteinas (da soja) de
alta massa molecular, e ap6s a fermentacdo, estas proteinas ndo foram mais observadas por
SDS-PAGE, apontando sua degradacdo em peptideos de massa inferior a 10 kDa (dado ndo
mostrado). A avaliacdo desde peptideos seré realizada por espectrometria de massa.
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Figura 4: Concentracdo de proteinas (A) e atividade proteolitica (B) do sobrenadante de cultura das
amostras B2, B3, EL05, EL06 e LaP8 apds cultivo submerso em meio contendo proteina de soja.

CONCLUSOES

Dentre as amostras avaliadas, B3, EL06, B2, EL05, L& P8 apresentaram as maiores
zonas de hidrolise em caseina, alem de produzirem as demais enzimas. Estas amostras foram
selecionadas para hidrolise bioldgica de proteina de soja. Estas amostras, especialmente B2,
ELO5 e ELO6, se mostraram promissoras para producao de hidrolisados de soja por processo
fermentativo.
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