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“Lembre-se que as pessoas podem tirar tudo de vocé, menos o seu conhecimento.”
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Resumo

Avancos na biotecnologia tém possibilitado a producéo de biomoléculas de interesse
comercial. Dentre essas, se encontram as enzimas proteoliticas, que correspondem
a mais de 65% do mercado total de enzimas. Essas estao envolvidas em processos
bioldgicos essenciais e, aléem disso, apresentam diversas aplicagdes no ramo
industrial, sendo utilizadas na industria téxtil, farmacéutica e de alimentos, por
exemplo. No Brasil, a maioria das proteases empregadas industrialmente é
importada, sendo menos de 2% produzidas no pais e se fazendo necessario o
crescimento da producao nacional. Nesse contexto de producao de biomoléculas, se
destaca a etapa de separacao e purificagdo das mesmas, ja que esta é responsavel
por 50 a 90% do custo total do processo. Desse modo, ha a necessidade de
elaboracao de estratégias que viabilizem a producao de tais enzimas. Dessa forma,
0 presente projeto visa a producgao, purificagéo e caracterizacédo parcial de proteases
do fungo filamentoso Penicillium citrinum. Inicialmente, foi avaliada a produg¢do de
protease por fermentacdo em estado sélido e em estado submerso. Foi observado
que a fermentacdo em estado sélido foi mais produtiva, alcancando uma atividade
proteolitica de 19,23 U/mL. Visando a concentracao e purificagdo do extrato
enzimatico, foi realizada a precipitacdo de proteinas. Os procedimentos foram
realizados a 20, 40, 60 e 80% de saturacao, utilizando etanol e sulfato de ambénio. A
precipitacdo com sulfato de aménio se mostrou mais eficaz, atingindo uma atividade
especifica de 14,70 U/mg, fator de purificacao de 1,43 vezes e recuperacao de 52,96
%. De modo a avaliar a aplicabilidade das proteases obtidas, foram realizados testes
de efeito de pH e de temperatura. Assim, foi verificado que as enzimas produzidas
por Penicillium citrinum apresentaram um pH étimo de 8,2 em tampao Tris HCI, e
uma temperatura 6tima de 50°C, indicando uma potencial aplicacdo na industria de
detergentes e do couro.

Palavras- chave: Penicillium citrinum, purificacdo, protease, precipitacéo.



Abstract

Advances in biotechnology enabled the production of biomolecules of commercial
interest. These include proteolytic enzymes, which account over 65% of the total
enzyme market. These are involved in essential biological processes and have
various applications in the industrial field, like in textile, pharmaceutical and food
industries. In Brazil, since less than 2% are produced in the country, most of the
industrially employed proteases are imported, making the increase of production
necessary. In this context of production of biomolecules, the downstream processing
is highlighted, due to the fact that it's responsible for 50 to 90% of the total cost of the
process. Thus, the development of strategies that enable the production of such
enzymes are needed. Therefore, the present project aims at the production,
purification and partial characterization of proteases of the filamentous fungus
Penicillium citrinum. Initially, protease production was avaluated by solid state and
submerged fermentation It was observed that the solid state fermentation was more
productive, reaching a proteolytic activity of 19,23 U/mL. In order to concentrate and
purificate of the enzyme extract, protein precipitation was performed. The procedures
were performed at 20, 40, 60 and 80% of saturation, using ethanol and ammonium
sulfate. Ammonium sulfate precipitation was more effective, reaching a specific
activity of 14.70 U/mg, a 1.43 fold purification factor and a 52.96% recovery. To
evaluate the applicability of the proteases obtained, pH and temperature effect tests
were performed. Thus, it was verified that the enzymes produced by Penicillium
citrinum had an optimum pH of 8.2 in Tris HCI buffer, and an optimum temperature of
50°C, indicating a potential application in the detergent and leather industry.

Keywords: Penicillium citrinum, purification, protease, precipitation.
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Capitulo 1 - Introducéo

1.1 Organizacao Estrutural da Dissertacao

quais:

O presente trabalho encontra-se organizado na forma de capitulos, nos

O Capitulo 1 exibe uma introducgéo geral sobre o tema do trabalho,
englobando a importancia de enzimas no mercado mundial e, sobretudo,

sobre as proteases;
O Capitulo 2 apresenta os objetivos do trabalho desenvolvido;

O Capitulo 3 envolve uma revisao bibliografica acerca do tema do
trabalho, englobando tdépicos como definicao, fontes e producao de
proteases. Além disso, também sdo esclarecidos os meios de producéo e
de separacao destas enzimas;

O Capitulo 4 compreende o material e os métodos utilizados para a
execucao do presente trabalho;

O Capitulo 5 expde os resultados obtidos com os experimentos e a

discussao acerca dos mesmos;

A partir dos capitulos anteriores, o Capitulo 6 contempla as principais

conclusdes da dissertacao;
O Capitulo 7 sugere propostas para futuros trabalhos;

O Capitulo 8 apresenta as referéncias bibliograficas utilizadas para a
confeccao deste trabalho.
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1.2 Enzimas Proteoliticas: Perspectiva Atual

Devido a sua atividade catalitica e natureza biodegradavel, as enzimas
sdo amplamente empregadas em processos industriais, podendo atuar como
substitutas de agentes quimicos. Elas possibilitam o uso de processos mais limpos e
economicamente vidveis (SANCHEZ; DEMAIN, 2011). O mercado global de enzimas
possui uma especulacdo positiva, sendo previsto um crescimento anual de 4,7%
entre os anos de 2016 a 2021, quando se estima o alcance do valor de $6,3 bilhdes
(DEWAN, 2017). Aproximadamente 65% do mercado total de enzimas é
representado pelas proteases, sendo essas uma das mais importantes na industria
catalitica (ANNAMALAI et al., 2014).

As enzimas proteoliticas, também denominadas proteases, sao
biomoléculas que possuem a capacidade de quebrar ligacdes peptidicas (BON et al.,
2008). Elas apresentam um amplo campo de aplicagdes, podendo ser utilizadas na
industria farmacéutica, de cosméticos, de couro, no processamento de alimentos, na
fabricacdo de detergentes, na producédo de bebidas, no aumento da digestibilidade
em alimentos de animais, entre outros (GIONGO, 2006).

Nos seres humanos, essas biomoléculas estdo relacionadas com
processos bioldgicos essenciais. Elas também podem ser produzidas por animais,
plantas e microrganismos, havendo destaque para estes Ultimos. Isso ocorre devido
ao fato de que as proteases microbianas apresentam vantagens com relacdo as
demais, como por exemplo o rapido crescimento microbiano, tornando 0s processos
mais acelerados, o que reflete em seu amplo uso. Cerca de 40% das enzimas
proteoliticas utilizadas na industria sdo de origem microbiana (JOHNVESLY; NAIK,
2001). Dentre os microrganismos utilizados para produgédo, os fungos sao os que
apresentam maior variedade de proteases, sendo que a produgao comercial se da
principalmente pelos géneros Aspergillus e Penicillium (COLEN, 2006).

A producéo de proteases por microrganismos sofre influéncia de diversos
componentes do processo, tais como composi¢cdo do meio, se destacando as fontes
de carbono e nitrogénio, o pH, a temperatura, nivel de oxigenagcédo do meio, inéculo
e tempo de incubacdo (MESBAH; WIEGEL, 2014). Nesses processos, sao
produzidos diversos compostos, sendo necessario o uso posterior de métodos
adequados de separacao para a retirada de produtos indesejados.
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Devido a complexidade das misturas de proteinas e a necessidade de
manter a atividade biolégica das mesmas, a purificagdo representa uma etapa de
extrema importancia e complexidade. Cerca de 50 a 90% do custo total de produgéo
de um produto biolégico é determinado pela etapa de purificagdo (PORTO et al.,
2008).

Embora apresentem ampla utilidade comercial e industrial, a producéao de
proteases no Brasil € muito baixa, apresentando menos de 2% do total de enzimas
utilizadas na industria, sendo a maioria das enzimas importadas (GIONGO, 2006).
Sendo assim, se faz necessario estudos que visem a producédo de tais enzimas

através de métodos que apresentem custo reduzido e alta eficiéncia.
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Capitulo 2 — Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Produzir, purificar e caracterizar parcialmente proteases de Penicillium

citrinum.

2.2 Objetivos Especificos

e Produzir proteases por:

» Fermentagdo em estado sélido, avaliando a farinha e o flocao de

arroz como substratos;

= Fermentacdo submersa, avaliando as fontes de carbono e

nitrogénio;
e Purificacdo enzimatica por precipitacado com etanol e sulfato de aménio;

o Caracterizagao parcial da protease purificada.
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Capitulo 3 — Revisao Bibliografica

3.1 Proteases

3.1.1 Definicao e funcoes

Proteases, também chamadas de peptidases e enzimas proteoliticas,
compreendem a classe de enzimas que possuem a habilidade de hidrolisar ligacdes
peptidicas (RAO et al., 1998). Ja que a hidrdlise de peptideos € extremamente lenta,
essas enzimas facilitam e aceleram esse processo (BERG et al., 2002).

De acordo com o Comité de Nomenclatura da Uniao Internacional de
Bioquimica e Biologia Molecular (NC-IUBMB), essas enzimas sao classificadas na
classe 3 (hidrolases) e subclasse 4 (peptidases) (VERMELHO et al., 2008).

Enzimas proteoliticas ocorrem em uma grande variedade de fontes, como
animais, plantas e microrganismos. Segundo Vermelho et al. (2008), elas sao
fisiologicamente necessarias para 0s seres vivos e representam cerca de 2% do
total de proteinas presentes em todos o0s organismos. Essas enzimas estao
envolvidas em processos como adaptagdo, esporulacdo, germinagcao, nutricao,
inflamagéo, crescimento de tumor, regulagdo da expressao génica, coagulacdo do
sangue e morte (RAO et al.,, 1998). Devido a isso, inibidores de proteases sao
usados como importantes drogas no tratamento de algumas doencas, como AIDS e
para regular a pressdao sanguinea (BERG et al., 2002). Além disso, proteases
também estédo presentes no metabolismo de nitrogénio das células (SABOTIC; KOS,
2012).

3.1.2 Classificacao

As enzimas proteoliticas podem ser classificadas de acordo com trés
critérios: especificidade, tipo catalitico e homologia. Com relacdo a especificidade,
essas biomoléculas sao subdivididas com base em seus sitios de acdo. Quando a
clivagem ocorre na ligagdo peptidica proxima de amino ou carboxi terminais do
substrato, sdo chamadas de exopeptidases. Quando o ataque enzimatico ocorre em
ligacado peptidicas internas, sdo denominadas endopeptidases (RAO et al., 1998).
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Exopeptidases podem ser divididas de acordo com seus sitios de agdo no
N ou C terminal, sendo chamadas amino e carboxipeptidases, respectivamente. As
aminopeptidases podem liberar um residuo de aminoacido, um dipeptideo
(dipeptidil-peptidase) ou a tripeptideo (tripeptidil-peptidase). Carboxipeptidases
liberam um Unico aminoacido ou um dipeptideo (peptidil-dipeptidase) (BARRETT,
1994). Segundo Rao et al. (1998), esse ultimo ainda pode ser dividido com base na
natureza dos residuos de aminoacidos no sitio ativo das enzimas. Assim, podem ser

classificados como serino, metalo ou cisteino carboxipeptidases.

Quando se trata de endopeptidases, a agao preferencial nas ligacdes
peptidicas nas regides internas da cadeia define seu tipo. Assim, sao divididas em
seis grupos: serino, aspartica, cisteina, acido glutamico, treonina e metaloproteases
(BARRETT, 1994; WARD et al., 2009). Além disso, algumas dessas enzimas atacam
apenas pequenos peptideos, sendo chamadas de oligopeptidases. Outras agem em
peptideos e proteinas de quaisquer tamanhos, denominadas endopeptidases. Essas
que agem em ligacdes peptidicas com aminoacidos modificados ou na auséncia de
carbono alfa sdo nomeadas omegapeptidases (BRIX e STOCKER, 2013).

Em termos de tipo catalitico, enzimas s&o subdivididas de acordo com os
grupos quimicos envolvidos no mecanismo catalitico. Nessa classificagdo, ambas
carboxipeptidases e endopeptidases sao categorizadas, como pode ser visto na
Tabela 1 (BARRETT, 1994; WARD et al., 2009).

Tabela 1- Classificagdo em termos de tipo catalitico.

Proteases Tipo catalitico
Serino carboxipeptidase Serina
Carboxipeptidases Metalo carboxipeptidase Metalo
Cisteino carboxipeptidase Cisteina
Serino endopeptidase Serina
Endopeptidases aspartica Aspartica
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Endopeptidases Cisteino endopeptidase Cisteina
Acido glutamico endopeptidase Acido glutamico
Treonina endopeptidase Treonina
Metalo endopeptidase Metalo

Ademais, devido ao fato de que cada uma dessas enzimas tem uma
estrutura diferente, elas possuem certos inibidores, que sdo mostrados na Tabela 2.
Acido glutamico e treonina sdo subgrupos recentes, entdo ndo ha informacdes
suficientes sobre estes (RAO et al., 1998; WARD et al., 2009).

Tabela 2- Tipos cataliticos e seus inibidores.

Classificacao Inibidores

Serino Proteases 3,4-dicloroisocumarina (3,4-DCI),
diisopropilfluorofosfato (DFP), fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF), tosil-L-lisina
clorometil cetona (TLCK)

Aspartico Proteases Pepstatina,
éster metilico de diazo acetil-L-norleucina
(DAN),
1,2-epoxy-3- (p-nitro fenil) propano (E PNP)
Cisteino Proteases PCMB

Acido glutamico Proteases -
Treonina Proteases -
Metalo Proteases EDTA

Segundo Barrett (1994), também ¢é possivel classificar enzimas
proteoliticas por homologia. Comparando as sequencias de aminodcidos das
peptidases, as relagdes evolutivas e estruturais podem ser conhecidas. Elas sao
agrupadas em familias de acordo com a similaridade da sequéncia de aminoacido
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do seu sitio catalitico da enzima representativa. Assim, familias sdo agrupadas em
especificos clas (BARRETT et al.,, 2003). Essa abordagem mostra que as
similaridades dentro de uma familia comumente refletem importantes similaridades
no mecanismo catalitico e fungdes biolégicas (BARRETT, 1994). Visando saber mais
informagdes como inibidores, familias e clas de uma peptidase conhecida, € possivel
usar a base de dados MEROPS (RAWLINGS et al., 2014).

3.2 Fontes de Proteases

De acordo com Rao et al. (1998), por serem essenciais para 0S
organismos, as proteases podem ser encontradas em uma grande variedade de

fontes, como plantas, animais e microrganismos.

3.2.1 Proteases de Plantas

A producgédo de proteases através de plantas € um processo demorado.
Além disso, sua producédo depende de varios fatores, tais como a disponibilidade de
terra para o cultivo e condi¢des climaticas favoraveis para crescimento. Bromelina,
papaina, ficina e queratinase representam as proteases produzidas por plantas que
estimulam interesse comercial, sendo a bromelina e a papaina as que mais se
destacam (RAO et al., 1998; TREMACOLDI, 2009).

A papaina é uma cisteino protease extraida do latex de maméao (Carica
papaya) e sua performance depende de alguns fatores como fonte, condi¢des
climaticas de crescimento e os métodos utilizados para sua extragdo e purificagao.
Essa enzima possui um pH 6timo entre 5 e 9, e é estavel de 80 a 90°C na presenca
de substratos (RAO et al., 1998). Além disso, devido a sua estabilidade a altas
temperaturas e ampla faixa de variacdo de pH com atividade étima, essa enzima
pode ser usada para varias aplicacées. Abdalla et al. (2013) estudaram o
amaciamento de carne utilizando folhas de mamé&o e conseguiu um resultado
efetivo. Monetta (1988) verificou a eficiéncia do uso da papaina em curativos,
concluindo que esta é um recurso valioso no tratamento de lesdes na pele.
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A bromelina, também uma cisteino protease, é obtida através do caule e
suco de abacaxi. Essa enzima é ativa em uma escala de pH de 5 até 9, e inativada
em 70°C (RAO et al., 1998). Bromelina tem sido amplamente utilizada nas industrias
médica, farmacéutica, cosmética e alimenticia (ATAIDE et al, 2018; BRIX e
STOCKER, 2013).

3.2.2 Proteases de Animais

Ha quatro tipos comuns de proteases de animais. A tripsina é uma serino
protease que € a principal enzima digestiva intestinal responséavel pela hidrélise de
proteinas de alimentos. Quimotripsina € uma enzima proteolitica encontrada em
extrato pancredtico animal. A pepsina, uma protease acida, é encontrada no
estbmago da maioria dos vertebrados e é responsavel pela hidrélise de ligacdes
peptidicas entre dois aminoacidos hidrofébicos. Por ultimo, a renina é uma protease
animal que é ativada pela acao da pepsina ou por autocatalise (RAO et al., 1998).

A producdo dessas enzimas é complicada por dependerem do abate de
animais para a sua obtencao. Assim, pesquisadores vém estudando novas fontes de
proteases. Com o objetivo de encontrar um uso para os residuos de processamento
de peixe, Murthy et al. (2017) verificaram a presenca de proteases em visceras de
peixe. Dessa forma, a presenca de protease foi reportada em catla (Catla catla),
tilapia (Oreochromis mossambicus) e atum de cavala (Euthynnus affinis). Além
destes, Younes et al. (2014) extrairam e caracterizaram proteases alcalinas de
visceras de peixe escorpiao. O estudo sugere a presenca de pelo menos trés
proteases principais diferentes e o extrato bruto foi altamente recomendado para

aplicagdo em formulagdes de detergentes.

3.2.3 Proteases Microbianas

Microrganismos produzem uma grande variedade de proteases, que
podem ser extracelulares e/ou intracelulares. Quando produzidas no meio
extracelular, essas enzimas possuem a funcao de hidrolisar proteinas em ambientes
livres de células, permitindo sua absor¢éo e uso pela célula. Proteases intracelulares

sdo essenciais para células pois estdo envolvidas em varios processos celulares e
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metabdlicos, como a diferenciacao, esporulagdo e maturagcédo enzimatica de enzimas
e horménios (KALISZ, 1988).

Enzimas proteoliticas microbianas sao preferidas as de animais e plantas,
uma vez que apresentam uma variada diversidade bioquimica e caracteristicas
desejaveis para aplicagdes biotecnologicas (RAO et al., 1998). Esses podem ser
cultivadas em grandes quantidades em um tempo relativamente curto por métodos
de fermentagdo, e tém uma facil manipulagdo genética (GUPTA et al., 2002a;
WARD, 1983). Em geral, essas enzimas sdo mais estaveis do que suas homaologas
de plantas e animais, permitindo seu armazenamento em condigbes menos ideais
por semanas sem perda significante de atividade (GUPTA et al., 2002a; WISEMAN,
1991). Segundo Savitha et al. (2011), além de todas essas vantagens apresentadas
por proteases microbianas, estas também possuem um processo de separagao mais
simples. Isso ocorre devido ao fato de que essas geralmente sao extracelulares e
secretadas no meio de fermentacdo por seu produtor, facilitando o processo de

downstream.

A produgéo de proteases extracelulares por microrganismos é fortemente
influenciada pela caracteristica do meio de fermentagéo, tais como pH, temperatura,
tempo de incubacédo, fonte de carbono e nitrogénio, aeracdo e densidade de
inoculacdo. E importante enfatizar a importancia da taxa carbono/nitrogénio, ja que
estes apresentam grande influéncia (GUPTA et al.,, 2002b). A tecnologia de
obtencdo de enzimas por microrganismos consiste em uma série de processos, na
qual se incluem a selecdo do microrganismo, cultivo deste sob condi¢gdes que o
induzam a produgdo da biomolécula de interesse, e clarificagdo e concentragéo
(DASU et al., 2003). A fim de potencializar a produgédo de enzimas proteoliticas por
microrganismos, € possivel o aprimoramento da cepa microbiana por mutagénese
convencional (exposicao a UV ou quimica) ou tecnologia de DNA recombinante
(rDNA) (GUPTA et al., 2002b).

Em 1996, foi relatado que proteases microbianas representavam
aproximadamente 40% do total das vendas mundiais de enzimas (GODFREY e
WEST, 1996). Esse valor sofreu significativo aumento em 1999, atingindo 67%, o
que corresponde a aproximadamente 2/3 do total de vendas de enzimas (KUMAR e
TAKAGI, 1999).



24

Em virus é possivel encontrar aspartica, serino e cisteino peptidases
(RAWLINGS e BARRETT, 1993). Algumas doencas fatais, como a AIDS e o céancer,
sao afetadas diretamente por proteases virais. Essas enzimas sao responsaveis por
catalisar o processamento de proteinas virais € o processo maturacional de
capsideos, e sua atividade catalitica € necessaria para a produgdo de um novo e
infeccioso virus (TONG, 2002). Assim, proteases virais representam um alvo atrativo

para o desenvolvimento de novos agentes antivirais.

Com relagdo as proteases bacterianas, Bacillus sp. € um produtor de
destaque principalmente devido a sua capacidade de secretar essas biomoléculas,
sendo um forte candidato para a producédo em larga escala (MOON e PARULEKAR,
1991). Além disso, este também possui uma facil adaptacdo e crescimento em
meios complexos e sintéticos, sendo a fonte mais popular de proteases alcalinas
comerciais (TAKAMI et al., 1990). Outras fontes bacterianas conhecidas como
potenciais produtores sao Alcaligenes faecalis, Flavobacterium balustinum, Serratia
marcescens, entre outras (WARD, 1983).

Dentre as proteases fungicas, existem dois fungos que se destacam, que
s80 0s géneros Aspergillus e Penicillium. Enzimas proteoliticas produzidas por
Aspergillus sdo acidas e apresentam atividade em pH no intervalo de 4 a 6 (CHAUD
et al., 2007). Em contrapartida, as produzidas por Penicillium podem ser neutras,
acidas ou alcalinas (DJAMEL et al., 2009). Essas enzimas exibem um processo de
recuperacado simples devido ao fato de que ha a possibilidade de uso da filtragéo
para a separagao do micélio, tornando o custo do processo mais barato quando
comparado a proteases bacterianas (KALPANA et al., 2008). Dependendo da
aplicagdo, € necessario que a enzima seja termoestavel, como na industria de
panificacdo, cerveja, couro e detergentes. Nesses processos, a enzima deve agir
numa faixa de temperatura de 65 a 86°C. Assim, um fungo termofilico deve ser
usado para a producdo desta enzima, como Thermoascus aurantiacus e
Thermomyces lanuginosus, por exemplo (MERHEB et al., 2007).
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3.3 Producao Enzimatica por Processos Fermentativos

Os processos microbianos possibilitam a obtencéao de diversos produtos,
tais como enzimas, horménios, pigmentos, biossurfactantes, entre outros
(KULKARNI et al., 2018); (RODRIGUES, 2018); (SADALLA-PINTO, 2018); (COSTA
et al.,, 2019). As enzimas proteoliticas tém sido amplamente produzidas por
bioprocessos, podendo esses ser classificados de acordo com a quantidade de agua
no meio, sendo chamados de fermentacdo submersa e fermentacdo em estado
s6lido (MIYASHIRA et al., 2003).

A fermentacao submersa (FS) baseia-se em um processo fermentativo
que ocorre na presenca de grande volume de agua, onde se encontram dissolvidos
0s nutrientes necessarios ao microrganismo (SINHA; SINHA, 2009); (SINGHANIA et
al., 2009). Essas fermentacées devem ser mantidas sob agitagcdo constante para
propiciar disponibilidade de nutrientes e aeracéo ideal, demandando alto gasto de
energia no processo (OLIVEIRA et al., 2012). A alta atividade de agua ocasiona
facilidade de contaminagdo, possibiltando consequente crescimento de
microrganismos indesejaveis (SANTOS et al., 2011).

Como garante a homogeneidade do meio e a capacidade de controle dos
parametros do processo, a FS apresenta facilidade em cultivo em larga escala.
Assim, a producdo de enzimas em escala industrial ocorre, majoritariamente, por
este tipo de bioprocesso (WANDERLEY et al., 2011).

J&d a fermentacdo em estado solido (FES) envolve o cultivo de
microrganismos em meios com relativa auséncia de agua, garantindo o estado
sblido. A umidade deste deve ser suficiente para assegurar crescimento e
metabolismo dos microrganismos (PANDEY, 2003). O meio utilizado na FES é
geralmente simples, possibilitando o uso de uma grande diversidade de produtos
agricolas, ja& que estes podem conter todos o0s nutrientes necessarios para o
crescimento do microrganismo. Dessa forma, produtos como farelo de trigo, soja,
arroz, bagaco de laranja e bagaco de cana podem ser utilizados (GERMANO et al.,
2003); (SILVA et al., 2002).

Por utilizarem baixo volume de &gua, os sistemas FES permitem uma
producao de enzimas mais concentradas quando em comparagao com FS, tornando
os custos de extracao e purificagdo menores (SILVA et al., 2002). Além disso, a FES
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reduz o problema de contaminagdo e apresenta, na maioria das vezes, producoes
enzimaticas superiores. Ainda neste tipo de fermentacdo, ha a dificuldade de
controle efetivo dos parametros fermentativos, sendo o meio heterogéneo e
existindo regides de concentrado crescimento microbiano (GERMANO et al, 2003);
(VINIEGRA-GONZALEZ et al., 2003).

3.4 Recuperacao e Purificacao de Bioprodutos

As etapas de recuperacéao e purificacdo de um produto bioldgico, também
chamadas de downstream process, tém grande influéncia sobre o custo deste,
sendo responsavel por 50 a 90% do custo total (PORTO et al., 2008). Dessa forma,
devido a alta demanda de bioprodutos com elevado grau de pureza, o
desenvolvimento de métodos de downtream process é de grande interesse (ZUNIGA
et al., 2003).

Variadas técnicas podem ser empregadas na purificagdo de produtos
biotecnoldgicos, sendo que a selegdo do processo mais adequado € de acordo com
a aplicacao final da molécula em questao. Os biofarmacos, por exemplo, demandam
0 maior grau de pureza, elevando a complexidade e o0s custos do processo
(PESSOA JR; KILIKIAN, 2005).

De forma geral, como pode ser visualizado na Figura 1, as etapas que
compdbe o processo de recuperacao e purificacdo de biomoléculas sao: clarificacao,
concentragdo, purificacdo e polimento (ZUNIGA et al., 2003). O objetivo desse
processo € atingir um alto rendimento com elevada seletividade, considerando os
custos das operagdes, ou seja, € necessario ter uma sequéncia adequada das
técnicas envolvidas e um numero otimizado das mesmas, reduzindo o tempo de
processamento (SILVA, 2000).
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Figura 1- Esquema de um processo genérico de recuperagdo e purificagdo de

bioprodutos.
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Fonte: PESSOA JR; KILIKIAN (2005).

A clarificacdo é a operacdo que visa a eliminacdo de particulas em
suspensao de um liquido. Dessa forma, essa etapa depende da localizacdo da
molécula alvo, podendo ela ser intracelular ou extracelular (SANT'ANNA JR, 2001).
Quando intracelular, a ruptura das células é necessaria. Essa pode ser realizada
através de moagem por esferas de vidro, homogeneizacdo em alta presséo,
sonicacdo e congelamento, ou por tratamentos quimicos. Essas operacdes
aumentam o custo de produgdo desses bioprodutos (SANT'ANNA JR, 2001,
ABRAHAO NETO, 2001). Quando extracelular, essa etapa é efetuada através de
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processos como floculagcdo, filiracdo, flotacdo e centrifugagcdo (CRUEGER;
CRUEGER, 1993).

Apoés a clarificagcdo, normalmente se dispdée de um grande volume de
extrato. Como as etapas subsequentes de purificagdo geralmente sdo limitadas a
pequenos volumes de amostra, é conveniente a aplicagdo de um método que
promova sua concentracdo. Nesta fase, pode ser realizada uma precipitacdo de
proteinas ou cromatografia de troca iébnica (BEYNON; BOND, 1996).

Nas etapas de purificacdo, geralmente sdo empregadas as técnicas de
cromatografia, que consistem nas etapas mais caras do procedimento (CRUEGER,;
CRUEGER, 1993). Nessas, podem ser exploradas diferentes caracteristicas fisico
quimicas das proteinas como mecanismo de separacdo, tais como carga,
hidrofobicidade, massa molecular e especificidade a ligantes (ALMEIDA;
KURTENBACH, 2002). Também podem ser utilizados os sistemas bifasicos
aquosos, que apresentam alta eficiéncia, versatilidade, baixo custo e facilidade de
ampliacédo de escala (BELTER et al., 1988).

3.5 Aplicacoes Industriais

As proteases apresentam grande importancia econémica, representando
cerca de 60% do mercado mundial de enzimas (SANA et al., 2006- untitled). Elas
apresentam uma grande variedade de aplicagbes, sendo utilizadas em diversos

setores: alimenticio, farmacéutico, de detergentes, do couro e de cosméticos.

3.5.1 Aplicagao de Proteases na Industria de Detergentes

O uso de enzimas proteoliticas na industria de detergentes corresponde
ao maior emprego comercial destas enzimas, sendo cerca de 30% do total das
vendas mundiais de enzimas direcionadas a este fim (RAVAL et al., 2014; SILVA,
2011; SANA et al., 2006). O maior emprego das peptidases nesse setor se deve a
estabilidade dessas enzimas nessas formulagdes, além da acdo em uma grande
variedade de substratos proteicos em combinagdo com amilases, celulases e lipases
(RAO et al., 1998).
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Para a adicdo dessas enzimas em detergentes, ha alguns pré-requisitos
como: atividade em pH alcalino (entre 8,0 e 12,0), estabilidade em temperaturas
entre 50 e 70°C, compatibilidade com agentes quelantes e oxidantes (GUPTA et al.,
2002). Além disso, também se considera a eficiéncia na remogdo de manchas em
baixas concentragdes, a especificidade a varios substratos e o aumento do potencial
de limpeza de um detergente (VASCONCELQOS et al., 2006); (MOREIRA et al.,
2003); (SANA et al., 2006).

Devido ao fato de serem biodegradaveis e de haver um aumento na razao
entre o desempenho do detergente e o custo do processo quando as proteases sao
adicionadas nas formulagbes dos detergentes, a utilizacdo dessas enzimas como
aditivos tem crescido substancialmente (SAISUBRAMANIAN et al., 2006). Elas agem
sobre as manchas especificas, degradando residuos organicos de origem proteica.
Dessa forma, ha a substituicdo ou reducdo de uso de produtos causticos, acidos e
solventes tdxicos, que agridem o meio ambiente e causam desgaste de tecidos e de
equipamentos (VASCONCELOS et al., 2006).

O inicio do uso de enzimas proteoliticas em detergentes se deu por volta
de 1914, onde era utilizado carbonato de célcio e extrato de enzimas pancreaticas
(RAO et al., 1998). Somente em 1956 as proteases microbianas comegaram a ser
utilizadas na producao de detergentes (GUPTA et al., 2002b). Nos ultimos anos, os
estudos de producao de proteases microbianas para aplicacdo em detergentes se
intensificaram. Em 2009, Rai e Mukherjee realizaram um estudo e verificaram que a
protease produzida por Bacillus subtilis apresentou potencial para aplicacao e
compatibilidade com as formulacbes de detergentes de limpeza comerciais.
Resultados semelhantes foram observados para peptidases produzidas pela
bactéria Streptomyces flavogriseus HS1 (GHORBEL et al., 2014) e pelos fungos
Graphium putredinis, Trichoderma harzianum (SAVITHA et al, 2011) e
Schizophyllum commune (BOYCE; WALSH, 2012).

3.5.2 Aplicagao de Proteases na Industria Farmacéutica

Em funcdo da ocorréncia de uma variedade de pesquisas e do
descobrimento de novas fontes produtoras de enzimas proteoliticas, a aplicacao
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dessas biomoléculas na industria farmacéutica tem crescido. Dentre essas, se
destacam as colagenases, queratinases e elastases.

As colagenases sdao amplamente empregadas em praticas médicas,
sendo utilizadas para remo¢ao de manchas e queloides, tratamento de queimaduras
e Ulceras (SUKHOSYROVA et al., 2003). Kumar e Takagi (1999) (cerrado)
verificaram que a protease alcalina produzida por Aspergillus niger LCF9 foi capaz
de hidrolisar varios tipos de colageno, apresentando potencial uso terapéutico.

As queratinases promovem a hidrdlise de proteinas fibrosas e insoluveis,
as queratinas. Essas enzimas podem ser utilizadas no tratamento da acne, psoriase
e de micoses (BON; VERMELHO, 2004).

A elastase pode ser utilizada sobre bandagem para aplicagcdes
terapéuticas no tratamento de queimaduras purulentas, edemas, furinculos e
abscessos profundos. Estudos verificaram a sua producdo por Bacillus subtilis
316M, sendo esta de alta atividade elastolitica (KUMAR; TAKAGI, 1999).

Estudos com Bacillus licheniformis (CHAUD et al., 2007) mostraram o
potencial uso das proteases produzidas por esta bactéria na substituicdo de
antibiéticos por probidticos. Além disso, as proteases apresentam grande
importancia no tratamento da doenca celiaca (SHAN et al., 2004).

3.5.3 Aplicagao de Proteases na Industria de Cosméticos

Na industria de cosméticos, enzimas que agem sobre o colageno, elastina
e queratina sdo muito importantes. Essas sdo empregadas em varios produtos,

como em creme esfoliantes e pomadas (GUPTA et al., 2002b).

Por promoverem a remoc¢ao das células mortas presentes na epiderme e
restaurarem a mesma, proporcionando um aspecto mais jovem, proteases como a
papaina e a bromelina tém sido utilizadas na realizacado de peeling e alisamento da
pele (LODS et al., 2000).
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3.5.4 Aplicagao de Proteases na Industria Alimenticia

As proteases apresentam uma grande diversidade de aplicagdes na
industria alimenticia. Elas podem ser utilizadas na produgéao e maturagcéo de queijos,
onde sao empregadas na coagulagédo do leite por meio da hidrolise da ligagéo
peptidica especifica para gerar caseina e macropeptideos (RAO et al., 1998). O
estudo de Dini (2010), que isolou e purificou a peptidase produzida pelo fungo
Thermomucor indicae-seudaticae N31, sugere que esta enzima matura o queijo tipo
Prato de forma semelhante ao coagulante comercial. Resultados semelhantes foram
encontrados por Furtado e colaboradores (1999), utilizando Penicillium roqueforti. As
enzimas proteoliticas produzidas por Mucor michei e Endothia parasitica estao
substituindo, gradualmente, a renina de animais na fabricacao de queijos (DEMAIN;
ADRIO, 2008).

Na panificacdo, a adicdo dessas biomoléculas altera o gluten da farinha
de trigo, afetando a elasticidade e textura. Além disso, elas contribuem com a
reducdo do tempo de mistura da massa e no custo da producédo. Proteases de
Aspergillus oryzae tém sido utilizadas na hidrélise do gluten (RAO et al., 1998);
(SILVA, 2011).

No processamento de carnes, essas enzimas podem ser utilizadas para
amacia-las. Este processo se da de diversas maneiras: imersao, pulverizagao,
adicionadas a condimentos, por injecdo direta em animais vivos ou logo apés o
abate. As peptidases também podem ser utilizadas para facilitar a separacao
mecanica da carne, e dos ossos (EVANGELISTA et al., 2001).

Em 1999, Kumar e Takagi mostraram a utilizagdo de proteases na
extragdo de 6leos de algumas sementes. Essas enzimas foram produzidas por
Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis e Aspergillus niger, sendo que as enzimas

deste ultimo conferiram o rendimento de extragdo mais elevado.

Além disso, essas enzimas também sdo empregadas nos hidrolisados
proteicos, onde possuem a funcao de melhorar o sabor e qualidade dos mesmos.
Esses hidrolisados comumente ser gerados a partir de caseina, proteina de soro de
leite e proteinas de soja (FURTADO et al., 1999). As proteases alcalinas e neutras
de origem fungica apresentam um importante papel no processamento do molho de
soja e em outros produtos de soja (RAO et al., 1998).
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3.5.5 Aplicagao de Proteases na Industria do Couro

Para a remocao dos pelos em peles de animais e em peles para a
industria do couro, comumente € aplicado 0 método que utiliza sulfeto de sddio. Este
€ um componente altamente toxico, ocasionando problemas aos trabalhadores e ao
meio ambiente (ROTH et al., 1995). Dessa forma, a depilagdo enzimatica tem sido
altamente aceita como uma alternativa para este processo quimico, assegurando
uma redugé@o na poluicdo e uma melhoria na qualidade do couro (GIONGO, 2006-
cerrado). As enzimas usadas nesse processo sao geralmente as peptidases, onde
nem todas podem ser utilizadas devido a degradacdo do colageno, que pode
danificar a estrutura (RIFFEL, 2006).

Em 1910, Otto Rohm fez uso de enzimas pancreéticas para remocao de
pelos do couro, mas devido a falta de especificidade dessas biomoléculas, nédo
obteve sucesso. Assim entdo se iniciou as buscas por enzimas microbianas que

oferecessem um método mais rapido e de custo inferior (GERMANN, 1997).

Em 2011, Verma e colaboradores constataram que a protease alcalina de
Thermoactinomyces sp. mostrou potencial aplicacdo no couro de animais, sem gerar
efeitos adversos para a pele. Resultados semelhantes foram encontrados utilizando
proteases alcalinas de Aspergillus flavus e Conidiobolus coronatus (MALATHI;
CHAKRABORTY, 1991); (LAXMANAN et al., 2005). Uma protease queranolitica
neutra de Aspergillus parasiticus foi purificada e empregada com sucesso no
processamento do couro, na industria de cosméticos para tratamento da acne e no
tratamento de aguas residuais (ANITHA; PALANIVELU, 2013).

Outra aplicacao para estas enzimas € a degradacao de proteinas fibrosas
animais como penas, chifres, cabelos e unhas. Peptidases alcalinas de Bacillus
subtilis sao empregadas em residuos da industria do couro. Dessa forma, séo
gerados produtos uteis, como cola de uso em carpintaria e suplemento proteico de
racao animal (ANWAR; SALEEMUDDIN, 1997).
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Capitulo 4 — Material e Métodos

De modo geral, as principais atividades neste trabalho englobaram a
obtencdo do fungo Penicillium citrinum e seu in6culo em dois tipos de meios
fermentativos distintos: em estado sélido e submerso. Com os resultados obtidos
nesses testes, foram avaliados o tipo e 0 meio de fermentacdo mais efetivo para a
produgcédo de proteases. Assim, com base nesses resultados, foi dado seguimento
nos experimentos, sendo realizada a precipitacdo de proteinas do extrato enzimatico
bruto. Para essas praticas, foram utilizados o etanol e o sulfato de aménio como
agentes de precipitagdo. Dessa forma, foi analisado qual agente alcangou os
melhores parametros de purificagdo. Foi feita a caracterizagdo parcial das proteases
purificadas, obtendo temperatura e o pH 6timos. Essas atividades se encontram

esquematizadas na Figura 2.

Figura 2- Esquema representativo das atividades desenvolvidas neste trabalho.
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4.1 Microrganismo e Conservacao

O fungo filamentoso Penicillium citrinum foi cedido pelo Departamento de
Microbiologia e Parasitologia, da Universidade Federal de Pernambuco. O
microrganismo foi cultivado em caldo Sabouraud (glicose 40g/L e peptona 10g/L)
sob agitagcdo em agitador orbital por 120 horas, a 28°C. Para armazenamento e

consequentes repiques, foi realizado estoque congelado em tubos contendo glicerol.

4.2 Producao Proteolitica e Extrato Enzimatico

Para a producado de proteases e obtencdo do extrato enzimatico bruto,
foram testados dois tipos de fermentacao: submersa e em estado sélido. Ao final de
cada um dos processos, foram realizados os testes e calculos necessarios, de modo

a obter o tipo de fermentacao mais eficaz para dar continuidade nos experimentos.

4.2.1 Fermentacao Submersa

Visando a producdo de protease por fermentacdo submersa, foram
avaliadas diversas fontes de carbono e nitrogénio, sendo estas listadas na Tabela 3.

Tabela 3- Fontes de carbono e nitrogénio avaliadas na fermentagcao submersa.

Fontes de Carbono Fontes de Nitrogénio
Glicose Peptona
Extrato de abacaxi Nitrato de aménio
Extrato de levedura Sulfato de aménio
Sacarose Extrato de levedura
Peptona Citrato de aménio

Citrato de sodio

Extrato de caju
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As fontes de carbono foram inseridas na concentracdo de 10 g/lL,
enquanto as de nitrogénio em 2g/L. A fonte de carbono fixada foi a glicose, sendo
testadas as de nitrogénio. Além disso, o nitrato de aménio foi fixado como fonte de
nitrogénio, sendo testadas as de carbono.

O extrato de abacaxi foi preparado através de processamento da fruta,
com sequente filtracdo e centrifugacdo. O pellet foi descartado, sendo utilizado o
sobrenadante. O mesmo procedimento foi realizado para a obtengcédo do extrato de
caju.

Dessa forma, os meios fermentativos foram preparados conforme a
Tabela 4. O microrganismo foi previamente pré-inoculado em caldo Sabouraud, e
teve suas colbnias separadas e ressuspendidas em agua pura, sendo adicionados

10 mL dessa suspensédo em cada um destes meios (Tabela 4).

O processo fermentativo ocorreu sob agitagdo em agitador orbital a 150
rpm, por 168 horas, a 28°C. Ao final deste, o conteudo dos frascos foi filtrado,
separando a biomassa do extrato enzimatico bruto. Cada teste foi realizado em
triplicata e foram mensuradas a atividade proteolitica e a quantidade de proteinas
totais destes.

Tabela 4- Meios utilizados para verificacdo da influéncia das fontes de carbono e de

nitrogénio na producéo de proteases por fermentacao submersa.

Meio Fonte de carbono Fonte de Nitrogénio
1 Glicose Peptona
2 Glicose Nitrato de Amdnio
3 Glicose Sulfato de Aménio
4 Glicose Extrato de Levedura
5 Glicose Citrato de Amoénio
6 Extrato de Abacaxi Nitrato de Amdnio
7 Extrato de Levedura Nitrato de Amdnio
8 Sacarose Nitrato de Amdnio
9 Peptona Nitrato de Amdnio
10 Citrato de Sédio Nitrato de Amdnio

—h
—h

Extrato de Caju Nitrato de Amdnio
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4.2.2 Fermentacao em Estado Sélido

O microrganismo foi pré inoculado em caldo Sabouraud, e submetido a
agitacdo de 150 rpm, por 120 horas, a 28°C. Posteriormente, as colbnias foram
separadas do meio e ressuspendidas em agua pura.

Como substrato dos meios, foram utilizados a farinha e o flocdo de arroz,
sendo estes adquiridos a granel em supermercado - estes se encontram
representado na Figura 3.

Figura 3 - Farinha e flocao de arroz, respectivamente, utilizados nos experimentos.
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Assim, para a avaliagdo da producdo de enzimas proteoliticas por meio
de fermentacdo em estado sélido, 10 mL da suspensdo de células preparada
anteriormente foi adicionada em erlenmeyer contendo 10g de farinha de arroz
devidamente esterilizado. A fermentacao foi realizada num periodo de 120 horas, a

28°C. O mesmo processo foi realizado utilizando-se o flocao de arroz.

Ap6s o processo fermentativo, foram adicionados 50 mL de &gua
destilada em cada frasco. Assim, o meio de cultura foi agitado em agitador orbital
por 1 hora. O conteudo dos frascos foi filtrado e posteriormente centrifugado,
separando a biomassa celular do extrato enzimatico. Os experimentos foram
realizados em triplicata e foram avaliadas a atividade proteolitica e as proteinas
totais de cada um dos meios.

4.3 Determinacao de Proteinas Totais

Para a determinagdo da concentracédo de proteinas totais, foi utilizado o
método descrito por Bradford (1976), em que ocorre uma reagédo colorimétrica entre
grupos aromaticos da proteina e o corante Coomassie brilliant blue em meio acido.

Apos a centrifugacdo do meio fermentativo, 20 pL do extrato enzimatico e
1 mL do reagente de Bradford foram inseridos em microtubos, sendo realizada uma
agitacdo por inversdo destes. Em seguida, estes foram incubados por 5 minutos a
temperatura ambiente. Assim, a leitura em espectrofotémetro foi realizada a 595 nm.
Para interpretacdo dos resultados e conversao da leitura em concentracao
de proteinas, foi realizada uma curva padrao utilizando como padrdao o BSA

(albumina de soro bovino).

4.4 Atividade Proteolitica

A atividade proteolitica foi determinada de acordo com a metodologia
descrita por Charney e Tomarelli (1947) através do uso do substrato azocaseina
(Sigma, St. Louis, MO, USA). Dessa forma, 125 pL do extrato enzimatico reagiram
com 125 L de azocaseina a 1% em solug¢ao tampéo fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,0,
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durante 15 min a 37 °C. Em seguida, a reacao foi finalizada com a adigéo de 750 pL
de &cido tricloroacético (TCA) 5% e, uma centrifugagcao a 6.000 g por 5 min a 25 °C.

Assim, foi acrescentado 1 mL de hidroxido de sédio (NaOH) 0,5 M ao
sobrenadante. As avaliacbes de absorbancia foram feitas a 440 nm, utilizando
amostra branco apropriada. A atividade proteolitica foi expressa em unidades de
atividade enzimatica (U).

4.5 Precipitacao de Proteinas

De modo a avaliar o melhor agente de precipitacdo de proteases do
extrato enzimatico previamente obtido, foram realizadas precipitacbes de proteinas

utilizando etanol e sulfato de amoénio.

4.5.1 Precipitacao de Proteinas por Etanol

A precipitagdo de proteases do extrato enzimatico por adi¢cdo de etanol foi
realizada de acordo com a metodologia descrita por Englard e Seifter (1990). Assim,
etanol resfriado a 0°C foi adicionado em diversas concentragdes (20, 40, 60 e 80%
v/v), por gotejamento, ao extrato bruto enzimdtico, constantemente agitado e
resfriado a 4°C. A cada concentracao atingida, o extrato foi deixado em agitacéo
magnética por 20 minutos. Em seguida, a solucao foi centrifugada a 1.000g por 20
minutos a 4°C, e o pellet resultante ressuspendido em tampéo fosfato de sodio 100
mM de pH 7,0 para posterior determinagdo de proteinas totais e atividade
proteolitica. Visando a obtencdo de resultados precisos, esse experimento foi
realizado em ftriplicata.

Com os dados obtidos nas analises, foi determinada a atividade
especifica, correspondente a razdo entre a atividade proteolitica e a concentracao
de proteinas (Equacgéo 1).

Atividade Proteolitica

Atividade Especifica (U/mg) = (D

Proteinas Totais
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Através da atividade especifica, foi possivel calcular o fator de purificacdo
do método, obtido através da raz&o entre a atividade especifica inicial e a atividade
especifica ap6s o procedimento de precipitacdo, ambas expressas em U/mg, como
pode ser visto na Equagao 2.

Atividade Especifica Inicial

Fator de Purificagao = (2)

Atividade Especifica Purificado

Através da razdo entre a atividade proteolitica inicial e a atividade
proteolitica apds a precipitacado, foi analisada a recuperacéo de proteases (Equacao
3).

Atividade Proteolitica Inicial
) .100 3

R o (%) =
ecuperago (%) Atividade Proteolitica Purificado

O Rendimento da purificagdo foi calculado através da razdo entre as
quantidades de proteinas totais e do extrato purificado (Equacéo 4).

(4)

Rendi . (()/)_( Proteinas Totais Inicial ) 00
endtmento t7o) = Proteinas Totais Purificado)

4.5.2 Precipitacao de Proteinas por Sulfato de Aménio

A precipitacao de proteases por adigao de sulfato de aménio também foi
realizada seguindo a metodologia descrita por Englard e Seifter (1990). Desse
modo, foi adicionado sulfato de aménio sélido ao extrato enzimatico até a obtencgéo
das concentracoes de 20, 40, 60 e 80%. Assim, atingida cada uma dessas
concentracdes, o extrato enzimatico foi mantido sob agitacdo magnética por 30
minutos. Ao final da agitagdo, o volume da solugdo foi medido para célculo da
quantidade necessaria a ser adicionada para obtengdo da concentragdo seguinte.
Em seguida, a solucéo foi centrifugada a 1.000g por 30 minutos a 4°C, e o pellet
resultante ressuspendido em tampé&o fosfato de so6dio 100 mM de pH 7,0 para
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realizagdo dos testes de atividade proteolitica e proteinas totais. Visando a obtengéo
de resultados precisos, esse experimento foi realizado em triplicata.

Com os dados obtidos nas anadlises, foram determinadas: atividade
especifica (Equacéo 1), fator de purificacdo (Equacao 2), recuperacao (Equacéao 3) e
o rendimento (Equagéo 4).

4.7 Caracterizacao Parcial das Proteases Purificadas

De modo a avaliar as potenciais aplica¢gdes industriais das proteases
obtidas neste trabalho, foram realizados testes de temperatura e pH étimos.

Visando encontrar o pH 6timo da protease purificada, foram realizados
ensaios utilizando os seguintes tampdes: citrato fosfato (pH 5,0 e 5,8), fosfato de
sédio (pH 5,8; 6,6 e 7,4), Tris HCI (pH 7,4; 8,2 e 9,0), carbonato-bicarbonato (pH 9,8
e 10,6), fosfato-NaOH (pH 11,0) e KCI-NaOH (pH 12,0 e 13,0). Todos os tampdes
foram preparados a 100mM, e a partir desses, foram preparadas as solucdes
contendo 1% de azocaseina. A protease purificada foi incubada em cada uma
dessas solugdes, e a atividade proteolitica foi determinada, de modo similar ao
descrito no item 4.4. Dessa forma, os resultados obtidos foram comparados com os
de atividade proteolitica segundo a metodologia original, dando a atividade residual.

Consequentemente, foram calculadas as atividades relativas.

Com os dados obtidos nesses experimentos, foi possivel calcular a
atividade residual através da razdo entre a atividade proteolitica obtida conforme
descricao no item 4.4, e a atividade proteolitica obtida com a incubacao da enzima

em cada um dos pHs testados (Equagéo 5).

Atividade Proteolitica Padrao
) 100 (5)

. dual (%) = (
Atividade Residual (%) Atividade Proteolitica pH

Com as atividades residuais, estabeleceu-se a maior delas como 100%. A
partir disso, foi calculada uma razdo entre essa e as demais, 0 que corresponde a

atividade relativa (Equacéo 6).
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Atividade Residual
) .100

Atividade Relativa (9 =(
ividade Relativa (%) Atividade Residual Superior

(6)

Para a determinagdo da temperatura Otima, a enzima purificada foi
submetida ao procedimento de determinacado de atividade proteolitica similar ao
descrito no item 4.4, utilizando diferentes temperaturas (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 e
70° C). Para esse experimento, foi utilizada azocaseina 1% em tampao Tris HCI
100mM, em pH 8,2. Dessa forma, através da comparacdo com a atividade
proteolitica obtida segundo a metodologia descrita no item 4.4, foi obtida a atividade
residual. Consequentemente, foram calculadas as atividades relativas.

Com os dados obtidos nesses experimentos, foi possivel calcular a
atividade residual através da razdo entre a atividade proteolitica obtida nas
condi¢cbes exibidas no item 4.4 e a atividade proteolitica obtida da incubacao da
enzima nas temperaturas testadas (Equacgao 7).

Atividade Proteolitica Padréo>

Atividade Residual (%) = ( Atividade Proteolitica T

(7)

Com essa atividade residual, foi calculada a atividade relativa, como

descrito na Equagéo 6.
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Capitulo 5 — Resultados e Discussao

5.1 Producao Proteolitica

Os procedimentos necessarios foram realizados, seguindo método 4.2.1.
Assim, ao final da fermentagdo submersa, foi possivel verificar as melhores fontes
de carbono e nitrogénio para a indugdo da producdo de enzimas proteoliticas. Os
resultados obtidos se encontram na tabela abaixo (Tabela 5).

Tabela 5- Resultados obtidos nos processos de fermentacdo submersa:
quantificacao de proteinas totais e atividade proteolitica.

Meio Composicao Proteinas Atividade
totais (mg/mL) Proteolitica (U/mL)

1 Glicose/Peptona 0,0447 0,5334
2 Glicose/Nitrato de Amonio 0,0434 2,5386
3 Glicose/Sulfato de Amdnio 0,0288 0,9066
4 Glicose/Extrato de Levedura 0,2486 6,2400
5 Glicose/Citrato de Amonio 0,0055 1,2054
6 Extrato Abacaxi/Nitrato de Amonio 0,0113 1,4292
7 Extrato Levedura/Nitrato de Amdnio 0,0576 4,1388
8 Sacarose/Nitrato de Aménio 0,0479 1,0347
9 Peptona/Nitrato de Amdnio 0,1029 3,3066
10 Citrato Soédio/Nitrato de Amoénio 0,0052 1,9947
11 Extrato Caju/Nitrato de Amdnio 0,0453 0,7146

Levando em consideracdo que a glicose é uma das melhores fontes de
carbono para a produgéo de protease (LAXMAN et al., 2005), e tendo em vista os
resultados apresentados pelos meios 3 e 5, que apresentam a glicose como fonte de
carbono, é possivel concluir que o sulfato de aménio e o citrato de aménio nao
apresentaram efeito positivo na producdo desta enzima. Esse resultado concorda
com estudos realizados por Chu et al. (1992) e Laxman et al. (2005) que mostram

que, quando inseridos nos meios, 0s sais de amdnio atuam como inibidores de



43

producdo de protease. Outros valores baixos de atividade proteolitica foram
encontrados nos meios 6, 8, 10 e 11, constituidos de extrato de abacaxi e nitrato de
amonio, sacarose e nitrato de amonio, citrato de sddio e nitrato de amonio, e extrato

de caju e nitrato de amdnio, respectivamente.

O maior valor de atividade proteolitica foi obtido no meio 4, composto de
glicose e extrato de levedura, representado na Figura 4. Este apresentou uma
atividade de 6,24 U/mL., concordando com Haddar et al. (2010) e Laxman et al.
(2005), que constataram que o extrato de levedura é uma das melhores fontes de
nitrogénio para a indugéo da produgao de protease.

Figura 4- Meio de fermentacao submersa composto por glicose e extrato de levedura
apoés incubacao por 7 dias a 28°C, com agitacao em agitador orbital de 150 rpm.

Dando sequéncia nos experimentos, foi realizada a avaliacdo da
fermentacdo em estado soélido, segundo item 4.2.2. Terminados 0s processos, 0S
testes necessarios foram realizados. O meio contendo flocao de arroz apresentou
uma atividade proteolitica de 6,72 u/mL e uma concentracao de proteinas totais de
0,05 mg/mL. J& no meio composto por farinha de arroz, que pode ser visualizado na
Figura 5, a atividade proteolitica obtida foi de 19,23 U/mL. Ainda neste, a
concentracdo de proteinas totais foi de 0,54 mg/mL. Esses resultados concordam
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com Brito et al. (2006), onde foi verificado que o arroz apresenta nutrientes indutores
de producéo de protease.

Figura 5- Meio de fermentagcdo em estado sélido composto por farinha de arroz ap6s
incubacao por 5 dias a 28°C.

Assim, fazendo uma comparagado do perfil de producao proteolitica entre
os meios com melhor producdo em FS (meio 6: glicose e extrato de levedura) e em
FES (meio com farinha de arroz), tem-se os resultados exibidos na Figura 6. Nesta,
€ possivel verificar que o meio FES apresentou a maior atividade proteolitica. Tal
resultado também foi obtido por Souza (2016), onde o fungo Mucor subtilissimus
apresentou producao de protease inferior em meio liquido. Isso se deve ao fato de
que algumas enzimas produzidas na FS ficam aderidas a parede celular do
microrganismo. Em contrapartida, no cultivo em estado sélido, essas biomoléculas

sao secretadas para o ambiente extracelular (ODA et al., 2006).

Além disso, foram necessarios cinco dias para que o pico de produgcao em
estado soélido fosse atingido. J& na fermentacdo submersa, foram necessarios 7 dias
para que a maior producao de protease fosse alcancada. Esse resultado mostra que
o fungo se adaptou ao meio so6lido mais rapidamente do que ao meio liquido, com
consequente produgdo mais rapida da biomolécula de interesse neste primeiro.
Resultados semelhantes também foram obtidos por Hamin Neto (2012), utilizando o
fungo Eupenicillium javanicum para producao de proteases.
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Figura 6- Perfil de produc&o proteolitica nos processos de fermentacdo em estado
solido e submersa.
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Dessa forma, tem-se que a fermentacdao em estado sélido utilizando a
farinha de arroz como substrato se mostrou mais eficiente para dar continuidade nos
experimentos, ja que esta possibilitou producdo de enzimas proteoliticas e de
proteinas totais superior.

5.2 Precipitacao Fracionada com Etanol e Sulfato de
Amoénio

A técnica utilizada para a purificagdo do extrato enzimatico bruto foi a
precipitacdo de proteinas, sendo utilizados o etanol e sulfato de aménio como
agentes de separacdo. Como pode ser visto na Tabela 6, na precipitagcdo com
etanol, a maioria das proteases foi recuperada nas concentracées de 60 e 80%,
apresentando 29,64 e 24,35% de recuperacao, respectivamente. As proteinas totais
também tenderam a precipitar nessas duas faixas. Dentre essas, a atividade
especifica na saturacao de 60% foi maior, de 14,23 U/mg. Consequentemente, essa
etapa apresentou, também, um maior fator de purificacao, de 0,89 vezes. Resultado
semelhante foi obtido por Hamin Neto (2012), onde proteases de Eupenicillium
javanicum apresentaram um fator de purificacdo de 0,9 vezes quando utilizado o
etanol como agente de separagéo na precipitagdo de proteinas.
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Além disso, também é possivel verificar que, quando utilizado 40% de
etanol, houve uma recuperacdo de 15,35% das proteases. Como houve baixa
precipitacdo das proteinas totais nessa faixa, de 21,27%, esta apresentou um fator

de purificacao de 0,72 vezes.

Dessa forma, tendo em vista que a precipitacdo com etanol exibiu apenas
fatores de purificacado inferiores a 1 em todas as faixas de saturacao, percebe-se
que o método é ineficaz para a purificacdo do extrato enzimatico e posterior

continuidade dos experimentos.

Tabela 6- Purificacdo des proteases por precipitacao fracionada com etanol.

Concentracao Atividade Fator de Recuperacao Rendimento
de Etanol (%) Especifica Purificacao (%) (%)
(U.mg")

0 15,88 + 1,19 - - -

20 8,42 + 2,40 0,53 9,19 17,34

40 11,46 + 3,49 0,72 15,35 21,27

60 14,23 + 3,64 0,89 29,64 33,08

80 9,42 + 3,18 0,59 24,35 41,05

Como € possivel verificar na Tabela 7, a precipitacdo de enzimas
proteoliticas com sulfato de aménio foi maior nas concentracdes de 60 e 80%, com
recuperacdo de 63,48 e 52,96%, respectivamente. As proteinas totais tenderam a

precipitar na faixa de 60% de concentracao.

Embora tenha precipitado mais proteases na concentracdo de 60%, a
faixa de 80% de saturagdo apresentou uma menor precipitacdo de proteinas totais,
tendo esta, entdo, uma atividade especifica superior, de 14,70 U/mg.
Consequentemente, como a atividade especifica inicial foi de 10,26 U/mg, esta
etapa apresentou um fator de purificagdo elevado, de 1,43 vezes. Resultado
semelhante foi obtido por GIMENES (2018), onde a precipitacdo com sulfato de
aménio de proteases de Aspergillus terreus VSP-22 foram purificadas com éxito,

obtendo um fator de purificagao de 2,07 vezes.
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Tabela 7- Purificacdo des proteases por precipitacdo fracionada com sulfato de

aménio.
Concentracao Atividade Fator de Recuperacao Rendimento
de Sulfato de Especifica Purificacao (%) (%)
Amonio (%) (U.mg)
0 10,26 + 2,53 - - -
20 1,06 + 0,22 0,10 9,41 11,12
40 3.43+1,45 0,33 13,01 18,85
60 6,72 + 2,07 0,65 63,48 36,96
80 14,70 £ 1,54 1,43 52,96 26,90

Sendo assim, tendo em vista que a aplicacdo do método com o uso do
etanol se mostrou ineficiente, este foi descartado para dar continuidade nos
experimentos. A obtengdo deste resultado pode se dever ao fato de que o etanol
pode promover a desnaturacao das proteinas, causando perdas durante o processo
(PESSOA; KILIKIAN, 2005). Em contrapartida, o uso de sulfato de amoénio se
apresentou eficaz, mais especificamente na faixa de 60% de saturagéo, sendo entao
este o método utilizado para dar prosseguimento no trabalho.
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5.4 Caracterizacao Parcial das Proteases Purificadas

Inicialmente, foi realizado o teste de efeito de pH sobre a atividade

proteolitica das enzimas purificadas, gerando os resultados exibidos na Figura 7.

Figura 7— Avaliagcéo do efeito do pH sobre as enzimas purificadas.
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Como pode ser verificado na Figura 6, quando utilizados os tampdes
citrato-fosfato e fosfato de sédio, que compreendem a faixa de pH de 5 a 7,4, os
valores de atividade proteolitica relativas foram baixos. Esses resultados mostram
que a enzima em questao nao é acida.

Além disso, quando em tampao Tris HCI de pH 8,2, a enzima apresentou
a maior atividade proteolitica. Os melhores resultados obtidos no experimento se
encontram na faixa de pH de 7,4 a 10,6, sugerindo que as enzimas produzidas sao
alcalinas. Resultado semelhante foi encontrado por Caprara (2015), onde proteases
de Penicillium restrictum apresentaram pH 6timo de 8,0. Papagianni e Seregelidis
(2014) purificaram proteases de Penicillium nalgiovense, sendo essas ativas na faixa
de pH de 4,0 a 10,0, com pH 6timo de 8,0.

Segundo Beg e Gupta (2003), as proteases microbianas comerciais
geralmente possuem atividade 6tima na faixa de pH de 8,0 a 12,0. Dessa forma,
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tendo em vista o pH 6timo alcalino das enzimas produzidas neste projeto, se verifica

o potencial das mesmas em uso de formula¢des de detergentes.

Dando seguimento nos experimentos, também foi verificado o efeito da

temperatura sobre a atividade proteolitica das proteases purificadas (Figura 8).

A atividade proteolitica da enzima foi aumentando conforme o aumento da
temperatura, sendo esse processo interrompido quando alcancado os 60°C. Em
baixas temperaturas (0 — 20°C) foram obtidos valores baixos de atividade proteolitica
relativa, ndo ultrapassando 30%. Resultado semelhante foi encontrado quando

testada a temperatura de 70°C, que apresentou atividade proteolitica relativa de
18,8%.

Quando incubada a 50°C, a enzima purificada exibiu a maior atividade
proteolitica, caracterizando esta entdo como sua temperatura étima. As proteases
produzidas e purificadas por Caprara (2015), utilizando Penicillium restrictum,
apresentaram temperatura 6tima de 55°C, valor similar ao encontrado neste
trabalho.

Figura 8- Avaliagdo do efeito da temperatura sobre a atividade proteolitica das
proteases purificadas.
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As proteases microbianas Alcalase® e a Esperase® , produzidas para
uso em formulacdo de detergentes, apresentam temperatura 6étima de 60°C
(NASCIMENTO; MARTINS, 2006)- o que confirma o potencial uso das enzimas

produzidas neste trabalho na aplicagdo em questéo.
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Capitulo 6 — Conclusao

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que Penicillium citrinum
apresentou baixa e lenta produgdo de proteases na fermentagcdo submersa,
alcangando atividade proteolitica maxima de 6,24 U/mL apenas no sétimo dia do
processo. A fermentacdo em estado soélido, utilizando a farinha de arroz como
substrato, apresentou uma produgéo superior, atingindo seu pico no quinto dia, com
uma atividade proteolitica de 19,23 U/mL. Esses resultados demonstraram que,
além de produzir mais enzimas proteoliticas, o processo de fermentacdo em estado

solido também se mostrou mais rapido.

A precipitagédo fracionada das proteinas presentes no extrato enzimatico
se mostrou eficiente quando usado o sulfato de ambénio como agente de separacao.
Neste, na faixa de 60 a 80% de saturagéo, a atividade especifica atingida foi de
14,70 U/mg, ou seja, o fator de purificacdo foi de 1,43 vezes. Além disso, a
recuperagao da protease foi de 52,96% e o rendimento foi de 36,90%. Conclui-se
entdo que a maioria das enzimas foram recuperadas neste processo e que parte das
proteinas presentes foram descartadas nesta etapa, purificando o extrato
enzimatico. Em contrapartida, a precipitacdo de proteinas com o etanol como agente
de separacao ndo se mostrou eficiente, uma vez que o maior fator de purificagao

alcancado foi de 0,89 vezes, na faixa de 40 a 60% de saturacao.

A caracterizagdo parcial das proteases obtidas apds a purificacdo por
precipitacdo de proteinas mostrou informacdées importantes acerca das mesmas.
Através dos testes de efeito de pH, sugeriu tratar-se de uma protease alcalina, ja
que as maiores atividades proteoliticas relativas foram verificadas na faixa de pH
entre 7,00 e 11,00, sendo o pH étimo de 8,2. A avaliagdo da temperatura mostrou
que a temperatura 6tima das proteases é de 50°C, sendo na faixa de 40 a 60°C
onde essas apresentam as maiores atividades proteoliticas relativas. Dessa forma, a
protease proveniente do fungo filamentoso Penicillium citrinum demonstrou potencial

de aplicacao nas industrias de couro e de detergentes, por exemplo.
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Capitulo 7 - Sugestoes para Proximos Trabalhos

Tendo em vista o potencial de aplicagdo em industria de detergentes
exibido pelas proteases produzidas e purificadas neste trabalho, em experimentos
futuros seria interessante a analise da compatibilidade destas enzimas com as
formulagbes de detergentes. Também poderia ser verificado o desempenho de
lavagem das mesmas. Além disso, devido a sua natureza alcalina, poderiam ser

realizados testes de remocao de pelos de couro.

Caso seja necessaria uma maior pureza das enzimas obtidas, estas
poderiam ser submetidas a outros processos de purificagdo, de modo a aprimora-
las. Dessa forma, poderia ser realizada a purificacdo por sistemas bifasicos

aquosos, por exemplo.
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