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RESUMO

As proteases sdo enzimas com a capacidade de hidrolisar proteinas em peptideos menores ou
aminoacidos livres, sendo essenciais para animais, plantas e micro-organismos devido a sua
atuacdo na regulacdo metabdlica. As proteases sdo utilizadas com diversas finalidades, no
processo industrial da fabricacdo de detergentes, na industria farmacéutica e de alimentos,
além de ser utilizada na recuperacgéo e aproveitamento de residuos e subprodutos. Em virtude
da grande importancia das proteases este trabalho teve como objetivo comparar a producdo de
proteases produzidas por Mucor subtilissimus UCP 1262 em fermentacdo em estado sélido
(FES) e submersa (FS), bem como extrair em Sistema de duas fases aquosas (SDFA)
PEG/Fosfato, as colagenases oriundas de ambas as fermentacdes. O meio de producdo da FES
e FS no qual o micro-organismo foi cultivado era constituido principalmente de farelo de soja
e farinha de soja. As determinagdes enzimaticas e dosagem proteica foram realizadas apds
72h de fermentacdo. Para montagem do SDFA foram realizados dois planejamentos fatoriais
23, 0 primeiro planejamento foi realizado com amostras da FES e o segundo com amostras da
FS. Neste sistema foi analisada a influéncia de trés variaveis no processo de extracdo: massa
molar do PEG (200, 550 e 1000 g/mol), concentracdo do PEG (17,5; 20 e 22,5%) e
concentracdo do sal fosfato de sddio (15; 17,5 e 20%). A maior producao de proteases (362,66
U/ml) ocorreu na FES, enquanto que na FS obteve-se apenas 26,33 U/ml. Dentre as atividades
proteasicas especificas: colagenolitica, fibrinolitica e queratinolitica, os melhores resultados
foram obtidos para a atividade colagenolitica, sendo esta de: 179,81 U/ml, em FES. A
colagenase presente no extrato bruto obtida nos processos fermentativos foram particionadas
para fase rica em PEG do SDFA. O maior valor para a variavel resposta Fator de purificacdo
(FP=3,49) foi obtido no sistema que utilizou o extrato obtido por FES. Com base nas
condicBes estudadas, os dois sistemas mostraram-se viaveis para a extracdo de colagenase,
pois além de ser um processo que pode ser utilizado em larga escala é constituido por
componentes de baixo custo e as condicdes utilizadas no SDFA favoreceram a extracdo desta
enzima. Todavia, a extracdo da colagenase oriunda da FES foi mais promissora em virtude da
maior concentracdo da enzima de interesse encontrada nesse tipo de fermentacéo.

Palavras-chave: Mucor subtilissimus, proteases, colagenases, Fermentacdo em estado sélido,
Fermentacdo submersa, Sistemas de duas fases aquosas.



ABSTRACT

Proteases are enzymes with the ability to hydrolyze proteins into smaller peptides and free
amino acids. They are vital for animals, plants and micro-organisms due to their role in
metabolic regulation. Proteases have been used in various purposes, in the industrial process
of detergents, pharmaceutical and food industry, as well as being used in the recovery and
utilization of waste and by-products. Due to their economic feasibility and great medical and
farmaceutical importance this study aimed to compare the production of proteases produced
by Mucor subtilissimus UCP 1262 in solid state fermentation (SSF) and submerged
fermentation (SF) as well as extract collagenolytic proteases using Aqueous two-phase system
(ATPS) -PEG/Phosphate from both fermentations. The medium composition for the fungal
fermentation in SSF and SF was based in soybean flour. Enzymatic determinations and
protein levels were performed after 72 hours of fermentation. To mount the ATPS were two
23 factorial design, the first planning was carried out with samples of SSF and the second with
samples of SF. In this system was analyzed the influence of three variables in the extraction
process: PEG molar mass (200, 550 and 1000), the PEG concentration (17,5; 22,5 and 20%)
and sodium phosphate salt concentration (15; 17,5 and 20%). The higher proteolytic activity
(362,66 U/ml) was produced using SSF, while in the FS was obtained 26,33 U/ml. Among the
specific proteolytic activities: collagenolytic, fibrinolytic and keratinolytic, the best results
were obtained for the collagenolytic activity, this being: 179,81 U / ml in the SSF. The
Collagenase present in the crude extract obtained in the fermentative processes partitioned
preferencially to the PEG-rich phase. The highest value for the variable response Purification
Factor (PF = 3,49) was obtained in the system that used SSF crude extract. According with
the showed results, both extraction systems seemed to be feasible for collagenase extraction,
as well as being a process that can be used in large scale, constituted by low cost components
and conditions used in this ATPS favored the enzyme extraction. Furthermore, the
collagenase extraction from the SSF was more promising because of the higher interest
enzyme concentration found in this type of fermentation.

Keywords: Mucor subtilissimus, proteases, collagenases, Solid state fermentation, submerged
fermentation, aqueous two-phase systems.
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INTRODUCAO

As enzimas sdo catalisadores biologicos, pois aceleram reacdes bioquimicas em
organismos vivos. Podem ser extraidas a partir de células e em seguida, utilizadas para
catalisar processos comercialmente importantes (ROBINSON, 2015). Em 2014, o mercado
mundial de enzimas industriais cresceu 5% com uma estimativa de aumento em 14 bilhGes de
reais neste mesmo ano (NOVOZYMES, 2014).

As proteases pertencem a um grupo de enzimas que hidrolisam uma variedade de
proteinas, possuem aplicacdes na medicina e em varios setores industriais, tais como 0s
setores de alimentos, farmacéuticos, couro, detergente e gestdo de residuos (PALANIVEL et
al., 2013; Ll et al., 2013).

Dentre as proteases com aplicagdes industriais destacam-se as colagenases pois sdo as
principais proteases capazes de clivar a fibra do colageno nativo dos tipos I, II, Ill, V e IX in
vivo e in vitro (HOLMBECK e BIRKEDAL-HANSEN, 2004). As colagenases agem em
diferentes tipos de colageno e os produtos da reacdo destas enzimas sdo 0s peptideos de
colageno, estes peptideos por sua vez, sao eficientes no tratamento de doencas como, por
exemplo, a supressdo de artrite induzida por colageno e também servem como um pré-
tratamento contra a osteoporose (WATANABE, 2004; HWANG et al., 2007; UESUGI et al.
2008).

A maioria das enzimas que apresentam propriedades colagenoliticas e que tem sido
aplicada em grande parte dos processos biotecnoldgicos é oriunda de micro-organismos
(DUARTE, 2012). As enzimas podem ser produzidas através de micro-organismos por
processos fermentativos (SCHMIDELL et al.,, 2001; PANDEY, 2003). Esses processos
podem ser realizados em substratos solidos com o cultivo superficial do micro-organismo,
neste caso é chamado de fermentacdo em estado solido (FES), ou podem ser realizados em
meio liquido, fermentacdo submersa (FS), no qual o micro-organismo produtor se desenvolve
no interior do meio de fermentacdo (WANDERLEY; NEVES; ANDRADE, 2011).
Geralmente as enzimas produzidas por micro-organismos séo extracelulares, o que facilita o
processo de recuperacdo do meio de fermentacdo (GERMANO et al., 2003).

Uma das técnicas de extracdo e purificacdo das enzimas é o sistema de duas fases
aquosas (SDFA), este é muito utilizado devido ao seu alto teor de &gua que impede a
desnaturacdo das proteinas. O SDFA ¢é formado por duas fases aquosas imisciveis, essas fases
podem ser dois polimeros ou um polimero e um sal (GAVASANE; GAIKAR, 2003;



SANTOS et al., 2011). Este sistema pode ser utilizado para a purificacdo de varias moléculas
diferentes, pois suas propriedades fisico-quimicas sao alteradas quando se modifica os fatores
que influenciam a natureza do sistema. Tais fatores podem ser o tipo do polimero, massa
molecular do polimero e concentracdo, o tipo de sal e sua concentragdo, pH, tampao de ion e
temperatura (PERICIN et al, 2009; SILVA et al., 2013).

Os fungos filamentosos tém sido empregados como produtores de diferentes
substancias de interesse econdmico como as enzimas (GERMANO et al., 2003). E relatada a
capacidade de Mucor subtilissimus de produzir e secretar proteinas (NASCIMENTO et al,
2015), especialmente enzimas, durante seu processo de desenvolvimento em diferentes
formas de cultivo, entretanto nenhum trabalho relatou a comparacdo da producgéo enzimatica
deste micro-organismo em diferentes tipos de cultivo. Em virtude disto torna-se interessante
comparar a producdo de proteases por Mucor subtilissimus em cultivos solido e submerso
bem como comparar a extracdo da protease com maior valor de atividade obtidas em ambos

0s processos fermentativos.



CAPITULO 1

1. REVISAO DA LITERATURA

1.1 Enzimas proteoliticas

As enzimas proteoliticas ou também chamadas de proteases pertencem ao grupo de
hidrolases, pois catalisam a reacdo de hidrélise das ligagdes peptidicas das proteinas. Sdo
encontradas em todos organismos vivos, sendo essenciais para o crescimento e diferenciagdo
celular (SOUZA et al., 2015).

As enzimas proteoliticas podem ser classificadas em grupos distintos de acordo com
sua especificidade ao substrato e modo de agdo. Sdo classificadas pelo modo de acdo em
exopeptidases, estas clivam as ligacBes peptidicas proximas a regido amino ou
carboxiterminal do substrato, e endopeptidases que clivam as liga¢des peptidicas proximas a
estas regides (MONOD et al., 2002; CASTRO et al., 2011).

As proteases exopeptidases dividem-se em: aminopeptidases, carboxipeptidases. As
carboxipeptidases atuam na regido carboxiterminal da cadeia peptidica e liberam um unico
aminoacido ou um dipeptideo. Enquanto que as aminopeptidases atuam na regido
aminoterminal livre da cadeia polipeptidica podendo liberar um Unico residuo de aminoacido,
um dipeptideo ou um tripeptideo (RAY et al., 2012).

As proteases ainda podem ser classificadas em: Serino Proteases, Aspartico Proteases,
Cisteino Proteases e Metaloproteases. As serino proteases caracterizam-se pela presenca do
grupo serina no sitio ativo. S&0 comumente ativas em pH neutro e alcalino (RAO et al., 1998;
YIKE, 2011). As aspartico proteases, também conhecidas como proteases acidas por exibirem
atividade méaxima entre pH 3 e 4, sdo endopeptidases que dependem do residuo acido
aspartico para a realizacdo da atividade catalitica (RAY et al., 2012; CASTRO et al., 2011). As
cisteino proteases dependem da presenga da cisteina-histidina no centro catalitico. As
metaloproteases sao 0 grupo mais diverso das proteases, sdo caracterizadas por requerimento
de ions bivalentes em pH neutro e alcalino para que ocorra sua atividade e engloba enzimas
de variadas origens como toxinas hemorragicas de cobras venenosas, termolisina de bactérias
e mesmo as colagenases de organismos superiores (RAO et al., 1998; Bl et al., 2010).

Dependendo da origem das proteases elas podem ter caracteristicas e aplicagdes mais
especificas. As proteases microbianas podem ser produzidas em grandes quantidades em um

curto periodo de tempo através de fermentacdo, além disso, 0s micro-organismos sdo



considerados como as melhores fontes de obtencdo de proteases por conta da sua diversidade
bioquimica e susceptibilidade a manipulacédo genética (SANDHYA et al., 2005).

Dentre as proteases microbianas destacam-se as proteases de origem bacteriana e
fungica, pois podem desenvolver-se em meio simples e barato. A maioria das proteases de
origem bacteriana comercializadas é neutra e alcalina, produzidas por bactérias do género
Bacillus por conta da sua facilidade de adaptagéo e crescimento (AGREBI et al., 2010)

A obtencéo de proteases de origem fungica possuem vantagens como baixo custo e as
enzimas obtidas podem ser modificadas facilmente, enfatiza-se ainda que o micélio do fungo
ndo é um problema na producdo, pois 0 mesmo pode ser removido por meio de filtragdo.
Alguns fungos sdo considerados GRAS (“generally regarded as safe”), ou seja, sdo
geralmente seguros nao oferecendo risco a salde humana tornando sua utilizagdo na producéo
de proteases ainda mais viavel. Além disso, suas enzimas sao extracelulares, o que facilita a
recuperacdo do meio fermentado (DIAS et al., 2002).

Estas enzimas proteoliticas compreendem cerca 52% do mercado mundial de enzimas
e se destacam na biotecnologia por sua variedade estrutural, mecanismo de acéo, diversidade
de suas aplicacBes como enzimas comerciais e industriais, por exemplos, as industrias de
alimentos, detergentes, races, couro, farmacéutica, quimica, na sintese de proteinas e
tratamentos de residuos (LI et al., 2013)

Na industria alimenticia, sabe-se que as proteases produzidas por micro-organismos
tem ganhado destaque na producdo de queijo, pois € uma alternativa para ndo utilizar o
estdmago de bovino jovem como fonte de proteases (CAMPOS et al., 2010). No tratamento
de residuos as proteases com a¢do queratinolitica sdo utilizadas em processos biotecnoldgicos
envolvendo a digestdo de penas ndo aproveitadas em curtumes, grandes esforgos estdo sendo
feitos para a reducdo de residuos de penas oriundos de aviarios, e as proteases sdo uma
excelente solucdo para este impasse, pois além de degradar as penas pode-se converter o
produto final da hidrélise em alimentos industriais, cola, fertilizantes, principalmente em
suplemento de ra¢BGes animais, pois este subproduto é rico em aminoéacidos (MAZOTTO et
al., 2009; SALES et al., 2008).

Na industria farmacéutica, as colagenases tém sido largamente utilizadas na medicina
com o propoésito de debridar feridas necrosadas, escaras, cicatrizes po0s-operatorias, € no
tratamento de psoriase e pediculoses, em cicatrizes de queimaduras de criangas, em lesGes de
mamilos de mulheres em aleitamento e no tratamento de cicatrizes hipertroficas (OZCAN et
al., 2002).



1.2 Protease Colagenolitica

O colageno € a proteina de origem animal mais abundante, compde a matriz
extracelular, nos organismos multicelulares constitui aproximadamente 30% do total das
proteinas e confere funcdo mecénica e estrutural aos tecidos. E encontrado em pele, 0sso,
tenddo, dentes, e 0s vasos sanguineos (CHATTOPADHYAY et al., 2014). Os varios tipos de
colagenos possuem repeticdes de tripeptidios ricos em glicina envolvidos na formacédo da
estrutura da tripla hélice do colageno (NAGAI et al., 2002; SHOULDERS; RAINES, 2009).

Devido ao fato do coladgeno possuir estrutura rigida sua degradacéo € realizada por um
namero limitado de proteases. E esta degradacdo estid relacionada a varias situacdes
fisioldgicas; por exemplo, o desenvolvimento ésseo fetal, o desenvolvimento embrionario,
cicatrizacdo de feridas; e também podem estar relacionadas a patologias como na artrite
reumatoide, a invasdo de tumor maligno, ulcerages intestinais (OKAMOTO et al 2001).

O colageno é uma proteina com uma vasta gama de aplica¢Bes, sendo o principal
componente de couros, colas, gelatina para capsulas alimentares e farmacéuticas, e cordas
para instrumentos musicais e raquetes de ténis (CHATTOPADHYAY et al.,, 2014). A
hidrolise do colageno resulta em biomoléculas que também possuem interesse medicinal e
industrial, como conservantes ndo alérgicos em medicamentos, ingredientes para alimentos
dietéticos e nutricdo parenteral e ainda podem ser utilizados na producdo de cosméticos
(WANTANABE, 2004; OGAWA et al., 2004).

Colagenases sdo enzimas proteoliticas capazes de degradar moléculas de colageno em
pequenos fragmentos (ROSSO et al., 2012). Em geral, outras proteases ndo digerem a tripla
hélice do colageno, essa degradagdo so é possivel através da acdo de enzimas especificas que
requerem ions bivalentes para o desenvolvimento da sua atividade catalitica sendo, portanto,
classificadas como metaloproteases (GOSHEYV et al., 2005).

As enzimas colagenoliticas tém sido utilizadas nas indUstrias de curtumes e peles, em
industrias de processamento de peixe para esfolar carcacas de lulas, em industrias de
processamento de alimentos, inddstrias de fabricacdo de cerveja para clarificar e estabilizar a
cerveja, industrias de cosméticos, na producdo de hidrolisados de proteina, além de serem
utilizadas em investigacOes cientificas que se relacionam com a fisiologia animal,
especialmente em estudos neuroldgicos e na remocao dos tecidos conjuntivos no tratamento
de feridas (DABOOR et al., 2012).

Existem inimeras vantagens do uso de colagenases no tratamento de feridas: removem

o tecido necrosado com maior eficiéncia por sua capacidade de hidrolisar varios tipos de



col&geno, sdo indolores e ndo hemorréagicos, podem ser usados por longos periodos e também
em associagcdo com outros medicamentos, atraem macrofagos e fibroblastos para o local da
ferida, aumentam a formacéo de tecidos de granulacdo e estimulam o proprio organismo a

promover a cicatrizacdo (THALIS et al., 2013).

1.3 Micro-organismos produtores de Colagenases e aplicacdes das colagenases

microbianas

A colagenase de micro-organismos hidrolisam tanto o coldgeno nativo como o
colageno desnaturado. Tém afinidade por varios sitios ao longo da cadeia, representando
assim, uma fonte promissora para pesquisas e aplicacfes biotecnoldgicas. Diferentemente das
colagenases extraidas de animais, que s6 degradam o colageno nativo (DUARTE et al., 2014).

As enzimas mais proeminentes utilizadas para dissociacdo de tecidos foram as
colagenases obtidas a partir de Clostridium histolyticum, um micro-organismo patogénico aos
seres humanos. O complexo enzimético é adequado para a separagédo de tecidos, uma vez que
contém a enzima necessaria, colagenase, para degradar o colageno nativo, além das demais
enzimas, que hidrolisam as outras proteinas, polissacaridos e lipidos na matriz extracelular. A
utilizacdo de misturas de enzimas purificadas € um passo essencial no atual procedimento
padrdo de isolamento de células a partir de tecido utilizados em culturas de células
(SALAMONE et al., 2012).

Uma aplicacao significativa da colagenase € no tratamento da doenca de Dupuytren
(Figura 1), Esta doenca é uma afeccéo da fascia palmar, caracterizada pela transformagéo de
suas fibras de colageno, que formam cordas fibrosas que seguem o sentido longitudinal dos

dedos e podem retrai-los nos estagios mais avancados. Injeces contendo colagenase de

Clostridium histolyticum séo aplicadas nas cordas fibrosas a fim de remover a contratura
(LAWRENCE et al., 2009).

Figura 1 — Aplicagdo da colagenase no tratamento da doenca de Dupuytren.

(A) antes do tratamento, (B) 1 dia apds da injecao de colagenase de Clostridium histolyticum, (C)
30 dias ap0s a terceira e ultima injegdo (Fonte: LAWRENCE et al., 2009)



Geralmente os micro-organismos que produzem colagenases sdo agentes infecciosos e
estas enzimas contribuem para sua patogenicidade, degradando o tecido conjuntivo do
hospedeiro e dessa forma facilitando a entrada do patdgeno no tecido conjuntivo (PETROVA,
DEREKOVA; VLAHOV, 2006). Colagenases de Clostridium histolyticum possui forte
atividade, mas sempre apresentam alguns efeitos toxicos, reduzindo a eficiéncia de separacao
das células (SALAMONE et al., 2010). Por esse motivo, houve a necessidade de buscar novos
micro-organismos produtores de colagenases (Tabela 1) a fim de que a utilizacdo destas
enzimas nao fosse restringida pelo fato de ser proveniente de um patdgeno e apresentar altos
niveis de toxicidade (WU et al., 2010; SALAMONE et al., 2012).

Tabela 1 - Espécies microbianas relatadas como produtoras de colagenase.

MICRO-ORGANISMO PRODUTOR AUTORES (ANO)
Bacillus subtilis Nagano et al (1999)
Bacillus subtilis Tran; Nagano (2002)
Bacillus pumilus Wu et al (2010)
Bacillus licheniformis Asdornnithee et al (1994)
Penicillium aurantiogriseum Rosso et al (2012)
Penicillium aurantiogriseum Lima et al (2011)
Penicillium aurantiogriseum Lima et al (2013)
Nocardia Rippon; Lorincz (1964)
Streptomyces sp Petrova; Derekova; Vlahov (2006)
Aspergillus oryzae Nordwig; Jahn (1968)
Aspergillus niger Barthomeuf; Pourrat; Pourrat (1992)
Eupenicillium javanicum Neto; Motta; Cabral (2013)
Clostridium histolyticum Salamone et al (2012)
Micromicetos Sharkova et al (2015)

1.4 Género Mucor

O género Mucor compreende fungos filamentosos com vasto potencial biotecnoldgico,
pois sdo responsaveis pela producdo de enzimas industriais (ALVES et al., 2005), tal género
estd compreendido no filo Zygomicota e pertence a familia Mucoraceae da ordem Mucorales
(ALEXOPOULOQS et al., 1996). Como todo zigomiceto, os fungos do género Mucor possuem
caracteristicas como a parede celular constituida por quitina e quitosana, o micélio é
geralmente cenocitico (Figura 2), ou seja, ndo apresentam septos, embora estes possam estar
presentes na delimitacdo das estruturas de reproducéo (separando os esporangios) ou quando a
colonia estiver envelhecida (HERMET et al., 2012).


http://www.sciencedirect.com.sci-hub.io/science/article/pii/S0378381212003871
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Figura 2 - Fotomicrografia mostrando as hifas cenociticas, importante caracteristica do Género
Mucor.

plumbeus: J(E)) M. plumbeus: (E) M. fuscus; (F)
Mucor lanceolatus sp. Escala =50 um. (Fonte: HERMET et al., 2012).

Os representantes de Mucorales caracterizam-se pelos habitos cosmopolitas, raramente
sd0 micoparasitas, sdo saprofagos decompondo matéria organica animal, vegetal e até mesmo
excrementos, sendo desta forma, considerados copréfagos. As enzimas produzidas por esses
fungos permitem-lhes decompor agucares de estrutura molecular mais simples, geralmente
presentes nos estagios iniciais ou finais da decomposicdo dos substratos organicos,
contribuindo para a ciclagem de nutrientes (CRUSIUS et al., 1997).

A reproducdo assexuada da ordem Mucorales consiste no desenvolvimento do micélio
vegetativo originando hifas aéreas que formam esporangio, 0 esporangio por sua vez se rompe
liberando os esporangidsporos (esporos) que ao encontrarem substrato ideal germinam e
iniciam o ciclo novamente. Enquanto que a reproducdo sexuada ocorre com a formacdo de
gamentangios (gametas) pelas extremidades das hifas, os gametangios geneticamente
compativeis se fundem e formam o zigosporo que sofre meiose e dar origem a novos
esporangios (Figura 3) (CRUSIUS et al., 1997; BONONI et al, 1999) .



Figura 3 - Ciclo reprodutivo de um representante da ordem Mucorales.

Reprodugio

Reprodugio
Sexuada

‘(Fonte: ALMEIDA, 2007).
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Mucorales tém sido exaustivamente explorados em processos biotecnolégicos em

funcdo de seu rapido crescimento, reunindo organismos que despertam grandes interesses em
virtude de sua importancia na inddstria (KATO et al., 2013; AMARILIS et al., 2013). Esses

fungos podem ser facilmente reconhecidos, observando as caracteristicas macroscopicas,

como colbnias de I& com pequenos pontos (esporangio) que aparecem em poucos dias

espalhadas sobre uma placa com meio de cultivo sélido ou formando “pellets” em cultivo

submerso (Figura 4) (KARIMI et al., 2013).

Figura 4 - Representante da ordem Mucorales (Mucor subtillisssimus

(A) M. subtillisssimus em cultivo submerso com meio de soja. (B) M. subtillisssimus cultivado em
meio Batata dextrose agar. (C) M. subtillisssimus cultivado em estado sélido com farelo de soja.

(Fonte: arquivo pessoal).
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O género Mucor tem aproximadamente 3.000 espécies, podem ser encontrados no
solo, em superficies de plantas e vegetais em decomposicao, e em fezes de herbivoros, esses
fungos desempenham um papel importante sendo responsaveis pela colonizacdo primaria do
substrato (ALVES et al., 2002; INOKUMA et al., 2013; KARIMI; ZAMANI, 2013).

O género Mucor podem assimilar e fermentar agucares complexos de forma eficiente,
e também podem produzir vérias hidrolases extracelulares como é o caso de Mucor
circinelloides que produz B-glicosidases (KATO et al., 2013). Essa mesma espécie €
amplamente utilizadas na producdo de biocombustiveis (CARVALHO et al., 2015), além
disso, Mucor circinelloides é um modelo de destaque dentro do filo Zygomycota devido ao
desenvolvimento precoce de técnicas de manipulacdo genética que foram reforgadas
culminando com o sequenciamento de seu genoma (AMARILIS et al., 2013).

Outras espécies do género Mucor tambem tem se destacado como importantes fontes
de produtos biotecnoldgicos, como a Mucor miehei produtora de lipase (GUSTAFSSON et
al., 2012); M. rouxii produtora de quitosana (CHATTERJEE et al., 2005); M. racemosus
produtora de fitase (ROOPESH et al., 2006); M. mucedo produtora de aspartil protease
(YEGIN et al., 2012); M. prainii produtora de glicose desidrogenase (SATAKE et al., 2013).
A espécie Mucor subitilissimus € utilizada na biotransformacéo dos esterdides Resibufogenina
(ZHAN et al., 2003), além de ser boa produtora de protease fibrinolitica (NASCIMENTO et
al, 2015).

1.5 Processos microbianos de producao enzimatica

Os processos microbianos sdo importantes na obtencdo de diversos produtos, tais
como enzimas, vitaminas, horménios, pigmentos, biosurfactantes, biopesticidas (YOU et al.,
2015; CHANDLER et al., 2015; SAHIN et al., 2015; DONIZETE et al., 2015). Podem ser
classificados de acordo com a quantidade de agua no meio em fermentagdes sélidas e
submersas (MIYASHIRA; RODRIGUES; KILIKIAN, 2003). A producdo de enzimas em
escala industrial se faz, majoritariamente, por fermentacdao submersa (FS), embora nos paises
orientais exista ainda a tradicdo da utilizacdo da fermentacdo em estado solido (FES) (KIRK
etal., 2002; ZHANG et al., 2013).

A FES baseia-se no crescimento dos micro-organismos em substratos solidos na
auséncia de agua livre, sendo um processo microbiano que geralmente ocorre na superficie ou
dentro das particulas dos materiais sélidos que tem capacidade de absorver agua, podendo ou

ndo conter nutrientes soltveis (OLIVEIRA et al, 2012). A quantidade de liquido neste tipo de
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fermentacdo apresenta um nivel de atividade de &gua que possa garantir o crescimento e
metabolismo dos micro-organismos, mas nao excede a maxima capacidade de ligacdo da dgua
com a matriz solida (PINTO et al., 2006).

Os substratos ou suportes da FES podem ser 0s mais variados possiveis, como por
exemplo: farelo de trigo, milho, cascas de algumas frutas, preparados a base de soja, farinha
de trigo, cacau em po, grdos de cereais, legumes, madeira, palha (WANDERLEY; NEVES;
ANDRADE, 2011). A selecdo do substrato sélido na FES é um dos fatores mais importante
deste bioprocesso, para escolha do substrato leva-se em consideracdo 0 custo e a
disponibilidade do mesmo. Estudos tém sido realizados a fim de obter substratos adequados
para este tipo de fermentacdo (DHILLON et al., 2012; ANG ET AL., 2013; MUKHERJEE et
al., 2014; GARCIA et al., 2015).

Em relacdo a producdo e purificacdo de enzimas a FES na maioria das vezes é
preferida por permitir a producdo de enzimas brutas mais concentradas e, consequentemente,
com menores custos de extracdo e purificacdo (SILVA et al., 2002). O fato desse processo se
aproximar o habitat natural dos micro-organismos faz com que estimule o crescimento dos
mesmos e consequentemente reflita em uma maior producdo de biomoléculas (HOLKER;
LENZ, 2005).

Outras vantagens da FES podem ser mencionadas como o meio ser geralmente
simples, consistindo de produtos agricolas ndo refinados que podem conter todos os nutrientes
necessarios para o crescimento do micro-organismo, o custo de esterilizacao é reduzido, pois
se aguece menos agua, o espaco ocupado pelo equipamento de fermentacéo é pequeno, como
a maioria das bactérias requer altos niveis de mistura liquida, a FES exclui, ou reduz,
sensivelmente, o problema da contamina¢do bacteriana, ha um menor custo dos
equipamentos, torna-se possivel a obtencdo de esporos que sdo impossiveis de se obter em
cultura submersa e exige menor demanda de energia. Contudo as medidas de pH, O,, CO; e
calculo de rendimento de produto sdo mais complexos na FES, além do controle de
temperatura, e das varidveis como agitacdo, aeracdo e concentracdo de nutrientes e produtos
serem criticos (CASTILHO et al., 2000; SANTOS et al., 2006).

Ja a Fermentacdo submersa € definida como um processo fermentativo que ocorre na
presenca de grande volume de &gua, no qual os nutrientes disponiveis apresentam-se
dissolvidos no meio de producdo (SINGHANIA et al., 2010). Os nutrientes neste tipo de
bioprocesso como peptonas, aglcares e substancias complexas (vitaminas e ions) séo

dissolvidos em agua ou mesmo em solugdes tampdes. Essas fermentagcdes devem ser mantidas
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em agitacdo constante para ideal aeragdo e disponibilidade de nutrientes (OLIVEIRA et al,
2012).

E de interesse industrial que os nutrientes relacionados ao meio de crescimento dos
micro-organismos contidos na FS sejam de substratos alternativos com menores custos, pois
40% do custo total na producdo de enzimas microbianas estdo relacionados ao meio de cultivo
(VERMELHO et al., 2008). A fim de reduzir este alto custo com meio de producédo, estudos
foram realizados para obtencdo de meio produtivo para cultivo submerso com farinha de soja
(PORTO et al.,1996) a fim de tornar o processo de produgdo enzimatica menos oneroso.

A FS conta com equipamentos bem estruturados para sua realizacdo além da vasta
gama de pesquisa para o seu controle, a facilidade de controlar os parametros fisico-quimicos
(pH, temperatura, porcentagem de oxigénio dissolvido no meio, concentracdo do produto e
substrato) é o que tem levado a FS a se destacar em relacdo a producéo em larga escala. Além
disso, a FS possui melhor absorcdo de nutrientes e recuperacdo de metabdlitos e reducdo da
possibilidade de degradacdo do produto, principalmente enzimas de baixa termoestabilidade
(CASTRO; PEREIRA JUNIOR, 2010).

Pode-se destacar também que amostras da FS sdo utilizadas para determinacdo das
células viaveis e totais, e 0 sobrenadante é utilizado para a identificacdo da atividade
enzimatica. A determinacdo de biomassa e consequente cinética de crescimento do micro-
organismo também ¢é facilitada. Entretanto h4 uma maior facilidade de contaminagéo
devido a alta atividade de agua e consequente possibilidade de desenvolvimento de micro-
organismos indesejaveis como bactérias e leveduras (WANDERLEY; NEVES; ANDRADE,
2011).

1.6 Sistema de duas fases aquosas (SDFA)

O Sistema de duas fases aquosas (SDFA) ¢ utilizado para separacdo e purificacdo de
biomoléculas, consiste na mistura de dois polimeros, ou de um sal e um polimero em
concentracBes apropriadas, estes componentes separam-se em duas fases aquosas imisciveis
através de uma perceptivel membrana interfacial. Ambas as fases apresentam os dois
componentes do sistema, porém em cada fase ha a predominancia de um deles (YAO et al.,
2011).

O SDFA quando comparado com outros métodos de isolamento e pré-purificacdo de
moléculas é mais vantajoso principalmente do ponto de vista financeiro, pois técnicas

cromatograficas, por exemplo, sdo mais dispendiosas (AGUILAR et al., 2006; ROSA et al.,
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2010) . Outras vantagens oferecidas pelo SDFA na purificacdo de biomoléculas sdo: a
facilidade no aumento da escala; rapida transferéncia de massa; equilibrio alcancado com
recursos a baixa energia na forma de mistura mecéanica; possibilidade de operacdo rapida e
seletiva; possibilidade de operacéo a temperatura ambiente (PORTO et al., 2008, COELHO et
al., 2013).

O SDFA possui caracteristicas importantes como alta composicdo de agua
aproximadamente 85 a 99%, este fator contribui para que as biomoléculas e particulas
celulares ndo desnaturem ou ndo sejam facilmente degradadas quando particionadas.
Diferentes moléculas podem ser purificadas devido as propriedades fisico-quimicas dos
sistemas bifasicos aquosos sdo moldadas quando a concentracdo e composicao dos polimeros
e sais sdo alteradas (RESCHKE et al., 2014).

No SDFA, a molécula de interesse migra preferencialmente para uma das fases
(Figura 5) e os fatores que geralmente influenciam na migragdo da biomolécula para qualquer
uma dessas fases sdo: a massa molar do PEG, a concentracdo do polimero, concentracdo do
sal, o tipo de sal, temperatura, pH , tamanho da molécula estudada, dentre outros fatores
(ANDREWS, 2012; SALES et al., 2013).

Figura 5 - Esquema da parti¢cdo de biomoléculas por Sistema de duas fases aquosas.
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(Fonte: Benavides et al., 2008)

O sucesso com sistemas duas fases aquosas depende, principalmente da capacidade de
manipular a composicdo das fases com intuito de obter fases com diferentes propriedades
fisico-quimicas, coeficientes de particdo (K) apropriados e seletividade para o material de
interesse. Sendo fundamental o estudo dos parametros internos e externos que podem

influenciar a analise dos resultados (XU et al., 2003).
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O sistema bifésico aquoso quando utilizado em grande escala estd muito limitado aos
sistemas de PEG-dextrana e PEG-sal. Este fato se deve as propriedades fisicas favoraveis
destes componentes, como por exemplo, a viscosidade e a diferenca de densidades entre as
fases. Além disso, o SDFA é uma técnica relativamente simples e barata, e pode ser
facilmente operado em grande escala, tem uma capacidade de alta resolucdo e permite
clarificacdo, pré-purificacdo e concentracdo (AZEVEDO et al., 2009, RAJA et al., 2012)

O SDFA é uma técnica que demonstrou grande potencial para extracdo de compostos
bioldgicos tais como de albumina de soro bovino com SDFA/ PEG e citrato de potassio (MIN
et al., 2010); de tripsina com SDFA/PEG e citrato de sédio (TUBIO et al., 2009); de protease
com SDFA/PEG e sulfato de magnésio (NALINANAON et al., 2009); de a-amilase com
SDFA/PEG e citrato de sédio (KAMMOUN et al., 2009); de lipase com SDFA/propanol e
fosfato de potassio (OOI et al., 2009) de enzima fibrinolitica com SDFA/PEG e fosfato de
potéssio (ALI et al., 2014); e de colagenase com PEG e fosfato de sodio (LIMA et al., 2013).
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RESUMO

As proteases catalisam a reacdo de hidrélise das proteinas e se destacam por sua
diversidade de aplicacdes industriais. As proteases colagenoliticas de origem microbiana, por
exemplo, tém grande importancia em aplicacdes terapéuticas, por serem enzimas capazes de
hidrolisar ligacGes peptidicas de diferentes tipos de colageno. O sistema de duas fases aquosas
é um método atrativo para extracdo e purificagdo de colagenases. Tal sistema possui baixo
custo e ndo desnatura as enzimas por conter altos niveis de agua. Assim, este trabalho teve
como objetivo comparar a producdo de proteases produzidas por Mucor subtilissimus UCP
1262 em fermentacdo em estado solido (FES) e submersa (FS), bem como extrair em Sistema
de duas fases aquosas (SDFA) PEG/Fosfato, as colagenases oriundas de ambas as
fermentagdes. Neste sistema foi analisada a influéncia de trés varidveis no processo de
extracdo: massa molar do PEG (200, 550 e 1000 g/mol), concentracdo do PEG (17,5; 20 e
22,5%) e concentracdo do sal fosfato de sodio (15; 17,5 e 20%). A maior producdo de
proteases (362,66 U/ml) ocorreu na FES, enquanto que na FS obteve-se apenas 26,33 U/ml.
Dentre as atividades proteésicas especificas: colagenolitica, fibrinolitica e queratinolitica, os
melhores resultados foram obtidos para a atividade colagenolitica, sendo esta de: 179,81
U/ml, em FES. A colagenase presente no extrato bruto obtida nos processos fermentativos
foram particionadas para fase rica em PEG do SDFA. O maior valor para a variavel resposta
Fator de purificagdo (FP=3,49) foi obtido no sistema que utilizou o extrato obtido por FES.
Os resultados mostram que a FES € um meétodo de cultivo promissor na obtencdo de proteases
principalmente na producédo de colagenase através do Mucor subtilissimus UCP 1262. Além
de que a extragdo em SDFA da colagenase presente na FES obteve melhor resultado do fator
de purificacdo, sendo esta mais eficaz do que a extragao utilizando amostras da FS.

Palavras-chave: Mucor subtilissimus, proteases, colagenases, Fermentacdo em estado solido,
Fermentacdo submersa, Sistemas de duas fases aquosas.
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ABSTRACT

The proteases catalyze the hydrolysis reaction of the protein and are distinguished by their
range of industrial applications. The collagenolytic proteases from microbial source are
important enzymes for therapeutic applications, because they are able to hydrolyse peptide
bonds of different types of collagen. The aqueous two-phase system is an attractive method
for collagenase extraction and purification. This type of extraction system has a low cost and
does not denature the enzymes due its composition high water concentrations. Thus, this
study aimed to compare the production of proteases produced by Mucor subtilissimus UCP
1262 in solid state fermentation (SSF) and submerged fermentation (SF) as well as extract
collagenolytic proteases using Aqueous two-phase system (ATPS) -PEG/Phosphate from both
fermentations. In this system was analyzed the influence of three variables in the extraction
process: PEG molar mass (200, 550 and 1000), the PEG concentration (17,5; 22,5 and 20%)
and sodium phosphate salt concentration (15; 17,5 and 20%). The higher proteolytic activity
(362,66 U/ml) was produced using SSF, while in the FS was obtained 26,33 U/ml. Among the
specific proteolytic activities: collagenolytic, fibrinolytic and keratinolytic, the best results
were obtained for the collagenolytic activity, this being: 179,81 U / ml in the SSF. The
Collagenase present in the crude extract obtained in the fermentative processes partitioned
preferencially to the PEG-rich phase. The highest value for the variable response Purification
Factor (PF = 3,49) was obtained in the system that used SSF crude extract. The results show
that SSF is a promising culture method for obtaining proteases mainly the production of
collagenase by Mucor subtilissimus UCP 1262. In addition to the extraction ATPS of the
present collagenase SSF obtained best results purification factor, which is more effective than
extraction using samples of SF.

Keywords: Mucor subtilissimus, proteases, collagenases, Solid state fermentation, submerged
fermentation, aqueous two-phase systems.
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1. INTRODUCAO

No mercado mundial de enzimas as proteases destacam-se, pois perfazem um total 60
a 65%, sendo utilizadas como detergentes, na transformacao do couro, inddstrias alimenticias,
farmacéuticas e para processos biorremediacao (Zaferanloo et al. 2014). Podem ser extraidas
de plantas, animais ou produzidas por micro-organismo (Llorente et al. 2014; Medeiros et al.
2015; Silva et al. 2015).

As proteases microbianas de origem fungica podem ser produzidas em fermentacao
submersa ou em estado solido, tais fermentaces possuem caracteristicas proprias, na
fermentagdo submersa o fungo é exposto a forcas hidrodindmicas enquanto que em
fermentacdo solida, o crescimento se restringe a superficie da matriz sélida. O crescimento do
fungo e a producdo de metabolitos por estes micro-organismos em tais sistemas dependem da
disponibilidade de nutrientes e a configuracdo geométrica da matriz (Badamchi et al. 2013).
O mesmo micro-organismo em diferentes tipos de fermentacdo podem produzir quantidades
diferentes de enzimas ou até mesmo diferentes enzimas (Oda et al. 2006)

Dentre as proteases com importancia industrial destaca-se a protease colagenolitica ou
simplesmente colagenase, esta enzima é capaz de clivar a regido helicoidal do colageno em
pequenos fragmentos (Salamone et al. 2012). O colageno, substrato da colagenase, é uma
proteina fibrosa, estrutural e insollvel que tém alta resisténcia a tracdo, e estd presente
principalmente na pele, cartilagens, o0ssos, tenddes, dentes e vasos sanguineos (Lima 2013).
Essa proteina possui uma ampla aplicagdo nas industrias de processamento de couro,
cosméticos, biomeédica, farmacéutica e de alimentos (Hwang et al. 2007; Lima et al. 2014).
Além dessas aplicacBes, os peptideos resultantes da degradacdo do coldgeno, também
apresentam diversas atividades bioldgicas de interesse industrial (Duarte 2012).

A maioria das colagenases aplicadas em processos biotecnoldgicos é oriunda de
micro-organismos (Duarte 2012). Apesar da facilidade de obtencdo, a producgdo de enzimas
por micro-organismos ainda tem como fator limitante sua purificacdo. Sistemas convencionais
para separar biomoléculas muitas vezes ndo sdo satisfatérios. O sistema de duas fases aquosas
(SDFA) é um dos processos mais econémicos e vidveis de extracdo e pré-purificacdo de
compostos bioldgicos (Padilha et al. 2011).

O SDFA comumente é composto por dois polimeros como, por exemplo, 0
polietileno glicol (PEG) e dextrana ou por um polimero e um sal. Estes componentes do
SDFA séo solutos hidrofilicos mutuamente incompativeis que sdo dissolvidos em &gua acima

de certa concentracdo critica para que o sistema bifasico seja formado (Kaul et al. 2000;
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Ratanapongleka 2010). O SDFA oferece vantagens na purificacdo de biomoléculas como: a
facilidade no aumento da escala; rapida transferéncia de massa; equilibrio alcancado com
recursos a baixa energia na forma de mistura mecéanica; possibilidade de operacdo rapida e
seletiva; possibilidade de operacdo a temperatura ambiente (Porto et al. 2008). Com isso,
objetivo do presente trabalho foi comparar a producéo de proteases e a extracdo da protease
colagenolitica em SDFA produzidas por Mucor subtillissimus UCP 1262 em diferentes tipos

de fermentacdes.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Micro-organismo

Mucor subtillissimus UCP 1262 foi isolado do solo da Caatinga no municipio de Serra
Talhada, PE-Brasil e depositado na colecdo de culturas da Universidade Catolica de
Pernambuco (UNICAP), Brasil. Este fungo filamentoso foi mantido em meio Czapek
incubado a 30°C.

2.2 Fermentacao em Estado s6lido (FES)

Os esporos do micro-organismo foram extraidos por meio da solucdo nutriente,
previamente esterilizada, composta de 0,5% (m/v) de extrato de levedura, 1% (m/v) de glicose
e 0,01% de Tween 80 (m/v) diluida em tampdao de fosfato de sodio 245 mM e pH 7,0. Os
esporos foram contados em cédmara de Neubauer para uma concentragdo final de 10’
esporos/mL. A solucéo contendo esporos do Mucor subtillissimus UCP 1262 foi inoculada
em Erlenmeyer de 125 ml contendo 5 g de farelo de soja, com uma granulometria entre 0,6 a
2,0 mm, humidade de 40% e incubados a 30 °C durante 72 horas em estufa bacterioldgica. A
extracdo da enzima foi realizada apos 72 horas de fermentacdo. Utilizou-se para extragcdo uma
proporcdo de 7,5 ml de tampdo de fosfato de sddio pH 7,0 (245 mM) para cada 1 g de
substrato. Apos a adi¢do do tampéo os frascos foram colocados num agitador orbital a 150
rpm durante 90 min a temperatura ambiente. Terminado este periodo, o conteudo foi
centrifugado a 3500 rpm durante 10 min, e o sobrenadante foi utilizado para a determinacao

das atividades enzimaticas.
2.3 Fermentacdo Submersa (FS)

Os esporos do micro-organismo foram extraidos, como citado anteriormente, para
uma concentracdo final de 10* esporos/mL. A solugdo contendo esporos do Mucor
subtillissimus UCP 1262 foi inoculada em Erlenmeyer de 125 ml contendo 50 mL de meio
MS-2 (Porto et al. 1996) composto por: 2,0% (m/v) de farinha de soja, 0,06% (m/v) de
MgSQ,.7H,0, 0,1% (m/v) deNH,4CI, 0,435% (m/v) de K;HPO, e 0,1 mL de solucdo mineral
(100mg de FeSO,4, 100 mg de MnCl,.4H,0, 100 mg de ZnSO,, 100 mg de CaCl,.H,O em 100

mL de agua destilada, com pH inicial 7,2). A autoclavagem do meio de cultivo foi a 121°C/ 1
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atm de presséo, durante 20 minutos. A fermentacdo foi realizada em agitador orbital a 120
rpm, 30 °C, por 72 horas. Apos o periodo de cultivo as amostras foram centrifugadas para
separacdo da biomassa a 3500 rpm durante 10 min, e o sobrenadante foi utilizado para a

determinacdo das atividades enzimaticas.
2.4 Extracdo da protease colagenolitica em Sistema de duas fases aquosas (SDFA)

Para formacdo do SDFA foi utilizada uma solugédo concentrada de sais de fosfato de
sodio (40% m/m) preparada pela mistura de fosfato de sddio bibasico e fosfato de sodio
monobasico a pH 6,0. Quantidades necessarias desta solugdo foram colocadas em tubos
graduados com pontas conicas de 15 mL e adicionado o Polietileno glicol (PEG). Logo apds
os tubos foram homogeneizados no vortex para atingir a composi¢do desejada do sistema
especifico. As concentracdes de PEG e sal e as massas molares do PEG em cada sistema
variaram de acordo com o planejamento fatorial 2° apresentados na Tabela 1. O sistema foi
carregado com 2 g do liquido metabdlico livre de células. Ap6s a adicdo do liquido
metabdlico ocorreu agitacdo no vortex durante 1 min, a mistura foi deixada em repouso
durante 60 min a temperatura ambiente, para separacdo das fases. Os volumes das fases foram
medidos e, aliquotas de cada fase foram retiradas separadamente e usadas para a determinacao
da atividade colagenolitica e da concentragdo de proteina. Foram realizados dois
planejamentos fatoriais, um para o liquido metabdlico obtido da FS e outro para o liquido
metabdlico obtido da FES. As significancias dos efeitos foram avaliadas por anélise de
variancia (ANOVA). com nivel de significancia de 95 % para realizar as estimativas dos
efeitos principais lineares e de segunda ordem, em valor absoluto, dos fatores em relagdo as
variaveis respostas estudadas. A analise estatistica do planejamento experimental, incluindo
os diagramas foram realizados utilizando o software Statistica versao 8.0 (Statsoft Inc, Tulsa,
OK,USA).

Tabela 1. Niveis e valores das variaveis independentes do planejamento fatorial completo 2* para
SDFA de protease colagenolitica em PEG/Fosfato de sodio.

NIVEIS
VARIAVEIS Inferior (-1)  Central (0) Superior (+1)
Massa Molar do PEG (g/mol) - MPEG 200 550 1000
Concentracdo de PEG (%) - CPEG 17,5 20 22,5

Concentracao de Fosfato de sddio (%) - CSAL 15 17,5 20
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2.5 Perfil eletroforético SDS-PAGE

A eletroforese SDS-PAGE foi determinada segundo Laemmli (1970). A coloracdo das
proteinas foi feita através da imersdo do gel em uma solugcdo contendo 0,1% de Coomassie
Blue R-250 e posteriormente coloragdo com prata (Fluka Fine Chemical Co., Ltd., Tokyo,
Japan).

2.6 Determinacg6es Analiticas

2.6.1 Quantificacdo Proteica

O teor de proteinas dos extratos brutos foi determinado através do método de Bradford

(1976), utilizando-se albumina de soro bovino (BSA) como padrao.

2.6.2 Determinacdo da Atividade Proteasica

A quantificacdo proteasica foi determinada pelo método de Ginther (1979), que utiliza
azocaseina a 1% como substrato para reacdo, tendo como 1 unidade de atividade enzimatica

(V) a variacao de 0,01 na absorbancia a 420nm por 1 hora.

2.6.3 Determinacao da Atividade Fibrinolitica

A determinacdo da atividade fibrinolitica foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Wang et al. (2011). Em que consistiu, inicialmente por 0,4 mL de fibrinogénio a
0,72%, 0,1mL de tampéao fosfato de sddio a 245 mM em pH 7,0, inserido em banho-maria por
5 minutos a 37°C. Logo apds colocou-se 0,1ml de trombina equivalente a 20U/mL, por fim
esta solucdo foi incubada a 37°C por 10 minutos. Depois disto inseriu-se 0,1mL do liquido
metabolito livre de células, ap6s 60 minutos adicionou-se 0,7 mL TCA a 0,2M na reagdo e
esta foi centrifugada a 15.000xg por 20 minutos. Por fim, retirou-se 1mL do sobrenadante
para a leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda a 275nm. Portanto 1 unidade de

atividade enzimatica (U) € definida como a variacao da absorbancia de 0,01 por minuto.
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2.6.4 Determinacado da Atividade Colagenolitica

A determinacdo da atividade colagenolitica foi realizada de acordo com a metodologia
modificada, descrita por Chavira et al. (1984). Na qual se inicia com a pesagem de 0,005¢g do
substrato, o azocolageno, e sua posterior lavagem com o tampéo Tris-HCl a 0,1 M e pH 7,8.
A lavagem foi realizada até o substrato ndo liberar cor apo6s a centrifugacdo. Para reagdo
enzimatica 50 pL do liquido metabolico e 950 pL de tampédo Tris-HCl a 0,1 M e pH 7,8 foi
acrescentado ao substrato lavado. A reacdo ocorreu a temperatura de 37°C por uma hora.
Passado este tempo cada ensaio foi centrifugado e 1mL do sobrenadante foi retirado para a
leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda a 520nm, portanto 1 unidade de

atividade enzimatica (U) foi definida por um aumento de 0,1 na absorbancia.

2.6.5 Determinagdo da Atividade Queratinolitica

A determinacdo da atividade queratinolitica foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Anbu et al. (2007). Na qual se inicia com a pesagem de 0,02g do substrato, pena
de galinha, e sua posterior lavagem com o tampéo Tris-HCl a 0,1 M e pH 7,8. A lavagem foi
realizada trés vezes. Para reacdo enzimética, 200 pL do liquido metabolico e 3,8 mL de
tampéo Tris-HCl a 0,1 M e pH 7,8 foi acrescentado ao substrato lavado. A reagdo ocorreu a
temperatura de 37°C por uma hora. A reacédo foi interrompida através de banho de gelo por
um periodo de 10 minutos. Passado este tempo cada ensaio foi centrifugado e 1mL do
sobrenadante foi retirado para a leitura em espectrofotdbmetro no comprimento de onda a
280nm, portanto 1 unidade de atividade enzimatica (U) foi definida por um aumento de 0,01

na absorbancia.

2.6.6 Determinacao do Coeficiente de particéo (K), Recuperacéo enzimética (), Fator
de purificacéo (FP) e Balango de massa (BM) para o SDFA

A distribuicdo da atividade colagenolitica entre as fases foi expressa em termos de
coeficiente de parti¢do (K), calculada como se segue:
__ Acg
T aq
Onde “Acs” e “Aci” sdo as atividades colagenoliticas (U/mL) na fase superior e fase inferior,

respectivamente.
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A recuperacdo (YY) da protease colagenolitica na fase rica em PEG foi calculada a
partir da formula abaixo:

Ve. Acy

Vinic. Ac e

Y= X100

Onde: “Vs” e “Acs” s@o o volume da fase superior e a atividade colagenolitica (U/mL)
na fase superior, respectivamente. Enquanto que “V inic” e “Ac inic” sdo o volume inicial
(liquido metabolico) e a atividade colagenolitica (U/mL) inicial (liquido metabdlico),

respectivamente.

O fator de purificacao (FP) foi calculado como se segue:

Acg/Ps

Ac inic/Prot inic

FP =

Onde: “Acs” e “Ps" sdo as atividades colagenoliticas (U/mL) na fase superior e a
concentracdo de proteina (mg/mL) na fase superior, respectivamente. Enquanto que “Ac inic”
e “Prot inic” sdo a atividade colagenolitica (U/mL) inicial e a concentragdo de proteina

(mg/mL) inicial, respectivamente.

O balan¢o de massa (BM) foi verificado de acordo com a seguinte formula:

BM = (Ps.Vs) +(Pi 'w:'.lf 100

Prot inic . Ma

Onde: “Ps" e “Vs” ¢ a concentracdo de proteina (mg/mL) na fase superior € o volume
da fase superior, respectivamente. Enquanto que “Pi”, “Vi”, “Prot inic” ¢ “Ma” ¢ a
concentracdo de proteina (mg/mL) na fase inferior, o volume da fase inferior, concentragéo de

proteina (mg/mL) inicial e quantidade em gramas da amostra utilizada, respectivamente.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Producéo de proteases por Mucor subtilissimus em FS e FES

A produgdo de proteases foi avaliada tanto por FES quanto por FS e os resultados
obtidos com 72h de fermentagdo estdo descritos na Tabela 2. A atividade proteolitica total e
as atividades proteoliticas a substratos especificos (colagenase, queratinase e fibrinolitica)
foram maiores no processo FES. Tal ocorréncia se deve ao fato de que algumas enzimas
produzidas por fungo em FS ficam aderidas a parede celular do micro-organismo. J& no
cultivo em estado solido, essas mesmas enzimas sdo encontradas no meio extracelular, ou
seja, sdo secretadas pelo fungo no meio de cultivo (Oda 2006). Muitos estudos realizados com
fungos filamentosos para producéo de enzimas também demostraram que a maior producao
enzimatica acontece quando 0 micro-organismo é submetido ao processo FES (Badamchi et
al. 2013; Mazotto et al. 2013; Bhavsar et al. 2013). O aumento da produgdo de muitas
enzimas utilizando a FES estd relacionado com a resisténcia significativa a repressao

catabolica, existentes no meio solido (Viniegra-Gonzalez et al. 2006).

Tabela 2. Atividades enzimaticas obtidas por fermentacdo em estado sélido e submersa pelo Mucor
subtilissimos ap6s 72 horas de cultivo em meio MS-2 (Porto et al. 1996) na fermentacdo submersa e
meio contendo farelo de soja na fermentacdo em estado sélido.

Atividades Enzimaticas Fermentacdo em estado solido Fermentacéo submersa
Colagenolitica 179,81U/mL 18,70U/mL
Fibrinolitica 40,80 U/mL 10,75 U/mL
Queratinolitica 72,62 U/mL 16,35 U/mL
Proteolitica Total 362,66 U/mL 26,33 U/mL

O teor de proteinas totais encontrado no extrato enzimatico da FES foi de 1800,22
mg/mL , sendo este superior ao obtido na FS com 344,01 mg/mL, como demonstrado na Fig
1. Mucor na FES possui mais dificuldade para degradar o substrato, pois se comparado ao
meio aquoso (FS), os nutrientes estdo menos acessiveis. Por isso, por questdo de
sobrevivéncia, Mucor subtilissimos foi induzido a elevar a producédo de proteinas (enzimas)
para degradar o substrato. De fato, sdo varios os estudos que demonstram a maior
concentracdo de proteinas secretadas no meio sélido em detrimento do meio liquido (Iwashita
2002; Mazotto et al. 2013; Shivanna e Venkateswaran 2014).
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Fig. 1 Teor de proteinas totais obtido por fermentacdo submersa e em estado solido pelo Mucor
subtilissimos ap6s 72 horas de cultivo em meio MS-2 (Porto et al. 1996) na fermentacdo submersa e

meio contendo farelo de soja na fermentacdo em estado sélido.

No presente trabalho, a atividade proteasica a partir da FES teve um aumento de 13,7
vezes em relacdo a FS. Sandhya et al. (2005) investigaram a producdo de protease por
Aspergillus oryzae em fermentacdo submersa e em estado solido e observaram um aumento
de 3,5 vezes na quantidade de enzima produzida em estado solido, utilizando o farelo de trigo
como substrato, corroborando com nossos resultados. Dentre as atividades proteasicas
especificas, a colagenase foi a enzima que apresentou maior valor de atividade (179,81 U/ml)
em FES, como mostra a Fig 2. Consequentemente, a colagenase foi selecionada para extragdo
em SDFA. As proteases colagenoliticas tém grande importancia em aplicagdes terapéuticas,
pois sdo enzimas capazes de hidrolisar as ligacfes peptidicas de vérios tipos de colageno
(Lima et al. 2014).



37

200 r 60

180 |

- 50
160 -

W Solida

OSubmersa

140 |
F 40

120

100 | F 30

80 -

r 20
60 -

Colagenolitica/Queratinolitica(U/mL)
Fibrinolitica (U/mL/min)

40 -
- 10

20 4

Colagenolitica Queratinolitica Fibrinolitica

Fig. 2 Atividades Proteésicas especificas obtidas por fermentacdo submersa e em estado sélido pelo
Mucor subtilissimos apds 72 horas de cultivo em meio MS-2 (Porto et al. 1996) na fermentacdo
submersa e meio contendo farelo de soja na fermentagdo em estado solido.

Com relagéo ao perfil proteico nos dois tipos de fermentacdes (Fig 3) pode-se verificar
que o perfil proteico da FES € mais complexo, pois possui mais bandas diferenciadas, ou seja,
proteinas com pesos moleculares diferentes; enquanto que na FS a diversidade de proteinas é
menor. Esses resultados corroboram com os resultados de Oda et al. (2006) que compararam a
quantidade de proteinas secretadas nas duas formas de cultivo, utilizando farelo de trigo como
fonte de carbono; o estudo relata que o crescimento em estado sélido resultou em uma
guantidade de quatro a seis vezes mais proteinas secretadas, se comparada ao cultivo

submerso, resultando num perfil proteico mais complexo.

Fig. 3 SDS-PAGE corado com nitrato de prata, comparando o perfil proteico de Mucor subtilissimus
quando crescido em fermentagcdo submersa e em estado solido.
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3.2 Extracéo liquido-liquido da protease colagenolitica provenientes da FES e FS

Para a extracdo da colagenase em SDFA foi realizado um planejamento fatorial
completo 2°  variando as concentragdes e massas molares de PEG, bem como as
concentracOes do sal fosfato de sddio. Os resultados podem ser observados nas Tabelas 3 e 4.

3.2.1 Coeficiente de Particéo (K)

Os coeficientes de particdo encontrados nos dois planejamentos apresentaram valores
superiores a 1,0, indicando que a protease colagenolitica tem mais afinidade pela fase
polimérica do sistema do que pela fase rica em sal. Este comportamento de migracdo para a
fase PEG tambem foi observado pelos autores que extrairam a colagenase de Penicillium
aurantiogriseum URM4622 a partir de SDFA PEG/Fosfato (Lima et al. 2013).

A Figura 4 mostra um grafico de Pareto referente ao planejamento de extragdo da
colagenase, obtida em FES, no qual a variavel concentracdo de sal (Csal) foi a Unica que ndo
apresentou efeito significativo para a variavel resposta coeficiente de particdo (K). Ja as
outras variaveis principais: massa molar do PEG (MPEG) e concentracdo do PEG (CPEG)
foram significativas ao nivel de confianca de 95% para o valor de K. Semelhantemente, no
processo de particdo da colagenase produzida por FS, a varidvel Csal ndo apresentou efeito
significativo, assim como as variaveis independentes MPEG e CPEG, bem como a interacédo

entre elas foram significativas (Fig 5).

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: K
2**%(3-0) design; MS Pure Error=0254611
DV:K

b 7/////////]6.88783?
(1IMPEG 777724.20182

(2)CPEG ZZZZZ:QUUMS

2by3 777714.15457

iiZ8 ZZZZ3.777515

1by2 ZZZE-a_msaa

(3)Csal 2-2.59141

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Valug)

Fig. 4 Gréfico de Pareto dos efeitos principais, tendo como variavel-resposta o coeficiente de particdo
da colagenase proveniente da fermentacdo em estado sélido.
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Pareto Chart of Standardized Effects: Variable: K
2**(3-0) design: MS Pure Error=,0845398
DV:-K

(1MPEG 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 -5,38334
(2)CPEG 7 ///// 4,037596
IV
. 7 :
(3)CSal ”l 2393675
1%2%3 ZZ-1.36229
p=05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Fig. 5 Gréfico de Pareto dos efeitos principais, tendo como variavel-resposta o coeficiente de particdo
da colagenase proveniente da fermentacdo submersa.

A interacdo das varidveis MPEG-Csal teve maior influéncia na particdo da colagenase
proveniente da FES. Tal influéncia foi positiva, significando que o aumento ou a diminuicdo
simultanea dos valores de massa molar do PEG e das concentragdes de fosfato, maiores seréo
os valores de K. Esse efeito foi observado no presente trabalho, onde a massa molar do PEG
200 g/mol e a concentracdo de fosfato 15% (m/m) foram as condi¢des que melhor
favoreceram a particdo da colagenase para a fase rica em PEG. Baixos valores de massa molar
de PEG associadas com baixas concentragcdes de fosfato favoreceram a particdo da molécula
para a fase superior, aumentando o coeficiente de parti¢éo.

Em contrapartida, no planejamento da FS, a variavel independente MPEG foi a que
teve mais influéncia na particdo da colagenase para fase polimérica, sendo esta influéncia
negativa, indicando que altos valores de K se dardo quando as massas molares do PEG forem
as menores possiveis. Observou-se que os maiores coeficientes de particdo ocorreram com a
massa molar do PEG 200g/mol.

O SDFA possui grande versatilidade na separacdo de misturas complexas devido ao
grande numero de variaveis que interferem na particio da molécula alvo. Através da
manipulacdo sistemética das varidveis extrinsecas pode-se modificar o comportamento da
proteina de interesse e de seus contaminantes. Contudo com essa grande gama de variaveis e,
a maioria delas sendo interdependentes, torna-se muito dificil a compreensdo teorica do
comportamento da molécula de interesse em SDFA (Tubio et al. 2008). Em virtude disso, as

conclusbes em relacédo a particdo da colagenase apresentadas neste estudo foram baseadas nas
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caracteristicas fisico-quimicas dos componentes do sistema e da estrutura quimica da
molécula alvo.

A particdo da colagenase para a fase rica em PEG em ambos 0s sistemas estudados
pode ser justificada pela interacdo hidrofébica entre 0 PEG e a colagenase. A esse respeito é
possivel inferir que tal interacdo ocorre devido a presenca de dominios hidrofobicos na
colagenase, assim como ocorre nas quitinases, celulases e xilanases (Bockle et al. 1995). Os
dominios hidrofobicos presentes nas colagenases microbianas, assim como em todas as
metaloproteases, sdo formados pelos residuos de metioninas contidos nestas enzimas e que
s80 0s responsaveis por tais bases hidrofébicas (Bode et al. 1993; Stocker e Bode 1995).
Além disso, o0 PEG possui alta hidrofobicidade, em virtude de suas longas cadeias carbonicas,
além de ser uma molécula neutra (Pereira et al. 2012). Sendo assim os dominios hidrofébicos
da colagenase interagiram com as cadeias hidrofobicas do PEG possibilitando, por meio de
forcas hidrofébicas, a migracdo da enzima de interesse para a parte superior do sistema
bifésico.

Os outros fendbmenos, como volume excluido ¢ “salting out” que comumente ocorrem
nos sistemas bifasicos ndao foram observados, pois em geral as colagenases microbianas
possuem tamanho pequeno, com o peso molecular variando de 28 kDA a 116 kDA (Juca et al.
2008), desta forma, o fendbmeno do volume excluido ndo ocorreu. O “salting out” também n&o
foi observado, pois valores altos de K também foram encontrados com as menores

concentraces de sal.

3.2.2 Recuperagao da colagenase (Y)

Consideraram-se apenas o0s resultados da recuperacdo da colagenase na fase superior
do sistema em virtude dos maiores valores encontrados. Tal fenbmeno também pode ser
explicado da mesma forma que foi discutido em relacdo ao coeficiente de parti¢cdo, onde
ocorreu uma possivel interacdo hidrofébica entre 0 PEG e a colagenase, particionando a
enzima para esta fase. Em contrapartida, as proteinas contaminantes com caracteristicas
hidrofilicas podem ter interagido com a fase inferior rica em sal.

Os melhores resultados para recuperacdo da colagenase proveniente da FES e da FS
foram respectivamente: 129,94% e 198,65%. Outros autores utilizando o SDFA para extragéo
enzimética também encontraram valores de recuperacdo acima de 100% (Mayerhoff et al.
2004; Porto et al. 2004; Porto et al. 2011; Nascimento et al. 2013; Herculano et al. 2012; Silva

et al. 2013). Este fato pode ser explicado através da possivel diminui¢do dos inibidores da
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enzima de interesse, durante o processo de extracdo ou a fase PEG pode ter promovido maior
estabilidade a enzima alvo (Mayerhoff et al. 2004; Porto et al. 2004).

O grafico a seguir (Fig 6) mostra a variavel recuperacdo da colagenase proveniente da
FES, no qual as variaveis independentes MPEG e Csal apresentaram efeitos significativos e
ambos negativos para a variavel resposta em questdo. Isso implica dizer que quanto menor a
massa molar do PEG e a concentragdo de fosfato, maior seréd a recuperacdo da colagenase na
fase PEG.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Y peg
2**(3-0) design; MS Residual=901.4897
DV:-Y peg

(1)MPEG : -3,00905

(3}c5a\7 7 ; 7 7 7 7 77 1—2.89973
1by3 m1 829049
(2)CPEG 21,049755

217247

§

p=05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Fig. 6 Grafico de Pareto dos efeitos principais, tendo como variavel-resposta a recuperacdo da
colagenase proveniente da fermentacdo em estado sélido.

Contudo, em relacdo a recuperacdo da colagenase proveniente da FS (Fig 7), a
variavel MPEG se destacou como a mais significativa das varidveis independentes, e a CPEG
foi a segunda mais significativa. Vale ressaltar que estas variaveis obtiveram efeitos opostos,
MPEG com efeito negativo e a CPEG com efeito positivo, indicando que gquanto menor a

massa molar do PEG e maior a concentracdo do PEG, maior sera o valor da recuperacao.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Y peg
2**(3-0) design; M3 Pure Error=601,8476
DV- Y peq

(2)CPEG Z g ‘ Z Z t ‘ Z 3743507
1by2 2_457751
(3)Csal ZZZLNS& :
1by3 ZZ]1,175907
1%2*3 ZZ-.856516
2by3 Z]—.GQMSS
p::.UE

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
Fig. 7 Gréfico de Pareto dos efeitos principais, tendo como varidvel-resposta a recuperacao da
colagenase proveniente da fermentacdo submersa.
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3.2.3 Fator de Purificagao (FP)

Os melhores resultados expressos para o fator de purificacdo da colagenase foram
obtidos no ensaio 4, para a FES (Fig 8), e no ensaio 7 para a FS (Fig 9). A colagenase
proveniente da FES apresentou o maior valor de FP (3,495) enquanto a colagenase
proveniente da FS, revelou um fator de purificagdo menor (FP= 2,389). Isto se deve ao fato de
gue na FES a concentracdo das enzimas colagenoliticas € maior, o que facilita o processo de
extracdo e purificacdo. Na FS isso ndo ocorre visto que as colagenases sdo produzidas em
menor quantidade e o0 meio de cultivo extremamente aquoso favorece a diluicdo das enzimas.
No trabalho realizado por Yuri et al. (2014) foi observado que a purificagdo de quitinase em
FS, de forma geral, € mais complexa pois as etapas de purificacdo necessitam de grandes
volumes de liquidos metabdlicos, devido a baixa concentracao enzimatica.
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Fig. 8 Representacdo grafica do fator de purificacdo da colagenase, oriunda da fermentacéo
em estado s6lido, na fase PEG em relagéo & concentragdo de fosfato e de PEG.
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Fig. 9 Representagdo gréfica do fator de purificacdo da colagenase, oriunda da fermentacdo
submersa, na fase PEG em relacdo a concentracdo de fosfato e de PEG.
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Tabela 3 Resultado do planejamento fatorial 2° para extracéo da colagenase oriunda da fermentacéo em estado sélido.

44

Ensaios CPEG% Cfos% MPEG Ac (PEG)  Ac (SAL) K Y AP BM
1 17,5 15 200 27,6 16,6 1,66 125,64 0,557 96,49
2 22 15 1000 32,4 25,8 1,25 116,06 0,406 139,77
3 17,5 15 200 65,2 18,9 3,45 291,94 1,925 83,84
4 22 15 1000 34,8 25,7 1,35 96,09 3,495 103,10
5 17,5 20 200 375 25,2 1,48 123,13 1,409 92,06
6 22 20 1000 29,6 16,6 1,78 97,19 0,500 96,16
7 17,5 20 200 25,1 16,9 1,48 93,66 0,775 80,38
8 22 20 1000 29,1 16,2 1,79 69,49 1,516 86,57
9 20 17,5 500 40,3 25,1 1,60 132,33 1,860 85,65
10 20 17,5 500 50,1 26,2 1,91 134,60 2,348 110,61
11 20 17,5 500 47,5 26,7 1,77 127,61 2,176 103,24
12 20 17,5 500 40 25,5 1,56 131,34 1,779 90,45




Tabela 4 Resultado do planejamento fatorial 2% para extragdo da colagenase oriunda da fermentacéo submersa.
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Ensaios CPEG% Cfos% MPEG Ac (PEG) Ac (SAL) K Y AP BM
1 17,5 15 200 12 4,13 2,903 175,14 1,106 106,432
2 22 15 1000 1,3 4,53 0,287 12,30 0,818 91,938
3 17,5 15 200 13,3 4,43 3,000 194,11 1,323 99,032
4 22 15 1000 10,9 4,33 2,515 147,30 1,415 90,978
5 17,5 20 200 14 4,67 3,000 174,05 2,174 135,365
6 22 20 1000 8,4 4,57 1,839 81,73 1,333 104,727
7 17,5 20 200 14,7 4,90 3,000 198,65 2,389 127,697
8 22 20 1000 13,7 4,83 2,834 162,92 1,441 101,601
9 20 17,5 500 13,4 7 1914 159,35 1,544 92,171
10 20 17,5 500 13,2 6,97 1,895 156,97 1,508 112,664
11 20 17,5 500 8,8 6,77 1,300 109,41 1,280 89,708
12 20 17,5 500 11 6,93 1,587 124,86 1,551 85,405
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4. CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho demonstram que a FES é um método de cultivo promissor
na obtencdo de proteases principalmente na producdo de colagenase através do Mucor
subtilissimus UCP 1262. No que se refere a extracdo da colagenase de ambos 0s processos
fermentativos por sistema de duas fases aquosas PEG/fosfato, os dois sistemas mostraram-se
viaveis para a extracao de colagenase, pois além de ser um processo que pode ser utilizado em
larga escala é constituido por componentes de baixo custo e, as condic¢Ges utilizadas no SDFA
favoreceram a extracdo destas enzimas. Todavia, a extragcdo da colagenase oriunda da FES

obteve melhor extragdo com melhor resultado do fator de purificacao.
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