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RESUMO

Proteases s&o enzimas pertencentes ao grupo das hidrolases sendo
capazes de degradar ligagdes peptidicas. Algumas destas enzimas possuem
especificidade por determinado tipo de substrato, como € o caso de proteases
colagenoliticas, atuando na hidrolise de diversos tipos de colageno. Ou ainda
proteases com atividade fibrinolitica, responsaveis pela dissolucdo dos
codagulos de fibrina. Desta forma a procura por novas enzimas e processos mais
simples e com menos custos de produgao e purificacdo sdo incessantes. Nesta
perspectiva a utilizagdo de substratos de baixo custo e residuos agroindustriais
em processos fermentativos € uma alternativa para diminuir os gastos na
producao enquanto aumenta a eficiéncia desta etapa. O uso de coprodutos e
residuos agroindustriais como substratos associados a técnica de fermentagao
em estado sélido (FES), favorece ainda o crescimento de fungos filamentosos,
excelentes produtores de enzimas em geral, levando em consideragdo a
diversidade biossistematica e a variedade de enzimas possivelmente
produzidas por estes microrganismos. Desta forma, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar o potencial biotecnoldgico dos fungos Asperqgillus
sclerotiorum URMS792 e Aspergillus ochraceus URM604 através da FES. Além
de purificar a enzima alvo por meio de processos cromatograficos e realizar
atividades especificas. Na avaliagdo do potencial biotecnolégico de A.
scleroriorum foi realizada a identificagcao da atividade proteolitica (122,71 U/mL)
e colagenolitica (16,80 U/mL). As amostras passaram por processo de
purificacdo por meio de precipitacao cetbnica, onde foi verificada atividade
proteasica de 358 U/mL e colagenolitica de 48,63 U/mL, Cromatografia de troca
ibnica DEAE-Sephadex seguida por SuperdexG75 em sistema FPLC, onde foi
alcancada recuperacado de 92,8% e atividade proteolitica de 602,38U/mL e
colagenolitica de 679,44U/mL. Em relacdo a caracterizagao parcial, realizada a
partir de atividade colagenolitica, foi observado pH o6timo alcalino (8) e
temperatura 6tima de 45°C. J4 em relacdo a espécie A. ochraceus foram
avaliadas as atividades proteasica, colagenolitica e fibrinolitica, obtendo-se
resultados promissores (815,33 U/mL 47,33 U/mL e 21,78 U/mL,
respectivamente). A metodologia para purificagdo da protease seguiu o0s



mesmos parametros descritos acima para o A. scleroriorum e atingiu-se
recuperagcdo de 131,35% (436,67 U/mL) nas amostras obtidas a partir da
cromatografia de troca ibnica DEAE-Sephadex e atividade de 186,66 U/mL com
recuperagcdo de 40% nas amostras eluidas da coluna Superdex G-75 em
sistema FPLC. Os microrganismos estudados foram considerados eficientes
para a producao de protease com potencial biotecnolégico através da FES

utilizando substratos de baixo custo, assim como residuos agroindustriais.

Palavras-chave: Fermentacdo em estado solido, residuo agroindustrial,

protease colagenolitica, protease fibrinolitica, fungos filamentosos.



ABSTRACT

Proteases are enzymes that belong to the group of hydrolases, they are
able of degrading peptide bonds. Some of these enzymes have specificity for a
particular type of substrate, such as collagenolytic proteases, acting on the
hydrolysis of several types of collagen. There are also proteases with fibrinolytic
activity, responsible for the dissolution of fibrin clots. Therefore, the search for
new proteases and simpler processes with less production costs is ceaseless,
ergo, the use of low-cost substrates and agro-industrial residues in fermentation
processes is an alternative to reduce production costs while increasing the
efficiency of this stage. Using these substrates associated with the solid-state
fermentation technique (SSF) also favors the growth of filamentous fungi,
excellent producers of enzymes in general, considering their diversity and the
variety of possibly produced enzymes. Thus, this study aimed to evaluate the
production of proteases by fungi Aspergillus sclerotiorum URMS792 and
Aspergillus ochraceus URM604 through SSF. Furthermore, the protease went
through chromatographic processes, characterization, and specific activities
such as collagenolytic and fibrinolytic activity. The evaluation of the
biotechnological potential of A. scleroriorum was carried out by identifying
proteolytic (122.71 U/mL) and collagenolytic (16.80 U/mL) activity. The samples
went through a purification process by means of ketone precipitation, where a
protein activity of 358 U/mL and a collagenolytic activity of 48.63 U/mL were
verified. It was also used DEAE-Sephadex ion exchange chromatography
followed by SuperdexG75 in FPLC system, where 92.8% recovery was
achieved, with proteolytic activity of 602.38 U/mL and collagenolytic activity of
679.44 U/mL. Regarding partial characterization, performed with collagenolytic
activity, an optimum alkaline pH (8) and an optimum temperature of 45°C were
observed. The species A. ochraceus, was evaluated with the following activities:
proteinase, collagenolytic and fibrinolytic activity, obtaining promising results
(815,33 U/mL, 47.33 U/mL and 21.78 U/mL, respectively). The methodology for
purifying the protease followed the same parameters described above and it
was found 131.35% recovery (436.67 U/mL) in the samples obtained from the
DEAE-Sephadex ion exchange chromatography. It was also determined

proteolytic activity of 186.66 U/mL with 40% recovery in samples eluted from



the Superdex G-75 column in FPLC system. The microorganisms studied were
considered efficient to produce protease with biotechnological potential through

SSF using low cost substrates, as well as agro-industrial residues.

Keywords: Solid-state fermentation, agroindustrial residue, collagenolytic
protease, fibrinolytic protease, filamentous fungi.
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1. INTRODUGAO

Proteases sdo biocatalisadores naturais que apresentam afinidade e/ou
especificidade por proteinas. Estdo essencialmente envolvidas em diversos
processos industriais, sendo utilizadas em segmentos como industria téxtil, de
papel e celulose, alimenticia, farmacéutica e veterinaria, dentre outros. Podem
ser obtidas de fontes vegetais, animais e microbianas, este ultimo destaca-se
por ser facilmente replicavel e produzido em larga escala (SOUZA et al., 2015).
Entre os micro-organismos produtores de enzimas, os fungos filamentosos
apresentam grandes vantagens, como: alta produtividade, simples manejo,
baixo custo de producgao, desenvolvimento rapido e distribuicdo cosmopolita,
(NASCIMENTO et al.,, 2015; FERREIRA et al., 2016), sendo conhecidas
diversas espécies encontradas no Brasil, capazes de produzir proteases.
Dentre os fungos filamentosos, o género Aspergillus é notavel pela produgao
de diversas hidrolases (FERREIRA et al., 2016). Ainda assim, o Brasil obtem a
maior parte das enzimas utilizadas pela industria por exportacdo, deixando
evidente a necessidade de estudos viaveis em relagdo a novas espécies
produtoras e melhoria dos meios de producgao.

Nesta perspectiva, a fermentacdo em estado solido (FES) € uma
ferramenta util na obtengdo de produtos metabdlicos de microrganismos e
apresenta vantagens em relagdo a outros tipos de fermentagao por ocupar
menos espaco, obter maior concentragao de produtos, menor possibilidade de
contaminagao, favorecer o crescimento de fungos filamentosos em virtude da
colonizagédo do meio e pela formagao de hifas (SOCCOL et al., 2017; SANTOS
et al., 2020). Diversos substratos de baixo custo e alto valor nutricional podem
ser utilizados na FES, como é o caso do farelo de trigo (BABU, 2018). Esta
técnica possibilita também o uso de residuos agroindustriais, a fim de diminuir
os custos na producado e reduzir o acumulo desses insumos. Dentre estes,
destaca-se a borra de café, um substrato rico em proteinas, carboidratos e
lipideos (PANDEY, 2000) favorecendo a produg¢ao enzimatica e contribuindo
para valorizagao de residuos frequentemente descartados no meio ambiente.

Considerando a posterior aplicagdo da biomolécula de interesse, o
aprimoramento ligado a redug&o de custos nos processos de up e downstream
€ substancialmente importante, especialmente se tratando de proteases com
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possibilidade de aplicagao na industria alimenticia ou farmacéutica, setores que
exigem completa purificagdo (WARD, 2019). Desta forma, faz-se necessaria
investigacado sobre novas fontes de proteases, bem como dos processos para

sua obtencao e purificacao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Proteases

Proteases sdo enzimas responsaveis pela catalise de reacdes
hidroliticas em ligagbes peptidicas resultando na liberacdo de peptideos e
aminoacidos, desta forma, sao caracterizadas como hidrolases (SHARMA et
al., 2017). A presenca dessas enzimas € indispensavel em todos os organismos
vivos, estas exercem papel importante em varios processos metabdlicos, atuam
na digestado de proteinas, na cascata de coagulagdo sanguinea, na apoptose
celular, dentre outros (GURUMALESH et al., 2019).

As proteases podem ser classificadas em dois grandes grupos
dependendo de seu local de atuacdo. Sao consideradas endopeptidases
aquelas que clivam proteinas a partir do centro, ou seja, as liga¢des peptidicas
distantes dos terminais de seus substratos, sendo encontradas em qualquer
tipo catalitico (PHILIPPS-WIEMANN, 2018). Em contrapartida as
exopeptidases clivam ligagcbes peptidicas presentes nos terminais, podendo
ainda ser classificadas em Aminopeptidade (proteases que atuam no N-
terminal da cadeia polipeptidica) e Carboxipeptidases (responsaveis pela
clivagem e liberagdo de aminoacidos ou peptideos no C-terminal)
(GURUMALESH et al., 2019) em geral, enzimas do mesmo tipo catalitico sao
inibidas pelos mesmos tipos de moléculas.

Enzimas proteoliticas podem ainda serem classificadas quanto a sua
especificidade, ou mecanismo de agao, definido por caracteristicas estruturais
de seu sitio ativo ou ainda posigdo de residuo e/ou ligante metalico. Desta
forma sdo agrupadas em serino, aspartico, cisteino, glutamico, treonino ou
metaloproteases (YIKE, 2011). As serino proteases compdem um terco das
proteases conhecidas atualmente, sendo o grupo mais estudado, alguns
exemplos de serino proteases sao a tripsina e a quimiotripsina. Suas
caracteristicas garantem a hidrélise de ligagdes peptidicas por meio de residuo
de serina no sitio ativo (YIKE, 2011). Ja as aspartico protease recebem este
nome por apresentarem dois residuos de acido aspartico, um exemplo destas

enzimas é a pepsina. As cisteino proteases destacam-se por englobarem tanto
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endo quanto exopeptidases, sdo exemplos a papaina, calpaina e caspases
(YIKE, 2011). As glutdmico proteases, por sua vez, caracterizam-se por
apresentarem residuo de acido glutdmico em seu sitio ativo e por comumente
estarem ativas em pH &acido (TAKAHASHI, 2013). Ja Treonino proteases
apresentam maior atividade em pH neutro e sdo em geral muito similares as
serino proteases (LI et al., 2012). Por fim, as Metaloproteases possuem em seu
sitio catalitico um ion de zinco, um exemplo de metaloprotease sado as
colagenases produzidas por Aspergillus flavus (MARKARYAN et al., 1994).
Outro fator importante em relagao a classificagao de proteases € em relagdo ao
seu pH 6timo, variando entre acido, neutro e alcalino (SETHI et al., 2016).

Todas essas caracteristicas conferem as proteases particularidades que
ampliam seu uso na pesquisa basica, aplicada e na industria, constituindo o
grupo considerado mais explorado, uma vez que estas enzimas podem ser
utilizadas nas mais diversas condi¢gdes de temperatura e pH, podem ser
potencialmente alteradas para ajuste de estabilidade e especificidade e
possuirem meia-vida maior que catalisadores quimicos (ADRIO; DEMAIN,
2014).

Proteases estdo presentes no setor alimenticio atuando principalmente
na alteragao/correcao da textura e aparéncia de alimentos, na industria do
processamento do couro e téxtil em geral, em processos de biorremediagao,
recuperacdo de ions metalicos e na area farmacéutica e medicinal onde
proteases especificas estdo presentes na fabricacdo de medicamentos,
agentes topicos, kits para diagnéstico entre varios outros (RAO et al., 1998;
Martinez-Medina et al., 2019; BAJAJ et al., 2013). Além disso, estas enzimas
também podem ser utilizadas na fabricagdo de detergentes, segundo a
Novozymes (2019) este seguimento encontra-se em destaque, representando
33% do comércio de enzimas. Em geral, proteases que sdo usadas nas
industrias de alimentos, processamento de couro e detergentes s&o preparadas
em grandes quantidades e usadas como preparagdes brutas, enquanto as que
sdo usadas na medicina sao produzidas em pequenas quantidades, mas

requerem purificagdo extensiva antes de serem utilizadas (RAO et al., 1998).
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2.1.1. Protease com Atividade Colagenolitica

Colageno e peptideos de colageno sao biomateriais de grande interesse
industrial. Sdo comumente associados a alimentagdo, medicamentos,
cosméticos e outros produtos vinculados a area da saude humana e animal.
Exemplos de aplicagdes de peptideos de colageno estdo associados a
imunoterapicos (GAO, 2019), tratamento de hipertensdo (MCALINDON et al.,
2011), fabricacdo de hidratantes e cosméticos relacionados a desaceleracéo
do foto-envelhecimento (YAGODA; GUNS, 2014), alimentagdo parenteral
(USAMAH, 2019), tratamento de ulceras (YAMANAKA, 2017), atividade
antimicrobiana (GOMEZ-GUILLEN, et al., 2011) anticAncer e antioxidante
(NASRI, 2019), entre outros. Assim, o interesse por estas biomoléculas e suas
possiveis aplicagdes estimula a pesquisa por enzimas capazes de degradar o
colageno, uma vez que, a produgao de peptideos biologicamente ativos é
realizada a partir da hidrélise enzimatica.

Colagenases sao proteases responsaveis pela manutengao de tecidos e
orgaos, atuando especificamente na clivagem de colageno nativo ou
desnaturado (OLIVEIRA, 2017). Proteases colagenoliticas, assim como,
colagenases também séo capazes de hidrolisar diversos tipos de colageno,
podendo ainda atuar em outras proteinas. Ademais, outras proteases podem
atuar na degradacgao de colageno hidrolisado, como € o caso da tripsina e da
quimiotripsina (WATANABE, 2004).

Além da produgdo de peptideos, proteases com agao colagenolitica
também sdo empregadas diretamente na industria, atuando na cicatrizagéo,
facilitando a epitelizagdo pelo processo de debridamento e a degradagao de
placas fibrosas formadas por enfermidades como a doenca de Peyronie
(JORDAN, 2008). Essas enzimas sao também aproveitadas na bio-restauragao
de afrescos pela remogédo de residuos organicos (BHAGWAT; DANDGE,
2018). Na industria alimenticia podem ser utilizadas para o amaciamento de
carnes em baixas temperaturas, diminuindo as chances de contaminacao
microbiana, também ¢é utilizada como amaciante na industria do couro,
facilitando a penetragdo de corante (BHAGWAT et al., 2016; BHAGWAT;
DANDGE, 2018).
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Proteases colagenoliticas podem ser obtidas a partir de diversas fontes.
Colagenases de origem animal clivam o colageno em sitios especificos, podem
ser extraidas a partir de varios vertebrados, com destaque as visceras de
peixes (OLIVEIRA, 2017). J& em plantas, proteases colagenoléticas sao
comuns nas espeécies Ficus carica e Zingiber officinale (BHAGWAT; DANDGE,
2018). Devido a sua caracteristicas especificas que permitem a degradacao do
colageno em mais de um local, aos custos de produgdo e manutengéo, por
apresentarem alto rendimento, maior produtividade, e facilidade no controle das
condigdes de produgdo, ha predilecdo por colagenases proveniente de
microrganismos (WANDERLEY et al., 2017; BHAGWAT; DANDGE, 2018),

Atualmente o microrganismo responsavel pela maior produgdo de
colagenase a nivel industrial € Clostridium sp., entretanto sua natureza
patogénica e produgdo de toxinas pode limitar a aplicagdo das enzimas
(BHAGWAT; DANDGE, 2018). Dentro desta perspectiva, o uso de
metodologias de purificagdo € uma etapa crucial para o emprego destas
enzimas na industria, especialmente no campo da saude e alimentagio
(NELSON; COX, 2014). Ainda assim, proteinas colagenoliticas obtidas a partir
de microrganismos apresentam  mais vantagens em relagdo aquelas
provenientes de animais ou plantas. Wanderley et al., (2017) analisaram o uso
de fungos filamentosos na produgdo de proteases, destacando-os como
excelentes produtores de colagenase, com énfase nos géneros Penicillium e

Aspergillus.

2.1.2. Protease Fibrinolitica

A formagdo de coagulos de fibrina € um processo importante na
regulacdo do sistema hemostéatico assim como sua dissolugdo por meio da
fibrindlise. No entanto, o desequilibrio causado por alguns disturbios pode
resultar em falha em dissolver estes coagulos, podendo interromper o fluxo
sanguineo e causar problemas graves para o individuo afetado, como
trombose, infarto do miocardio, acidente vascular cerebral, entre outras
doencgas ligadas ao sistema cardiovascular. Doengas cardioasculares afetam
milhdes de pessoas no mundo, sendo responsaveis por 30% das mortes no

mundo (OMS, 2017) e o custo do tratamento destas enfermidades,
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especialmente a trombose é bastante elevado. Desta forma, € de extrema
importadncia o desenvolvimento de agentes fibrinoliticos que possam ser
utilizados neste sentido, que sejam funcionais e possuam baixo custo de
producao (LIN et al., 2019; ANDRADE et al., 2018).

Dentre os tratamentos recomendados para enfrentamento da trombose,
os anticoagulantes sdo os mais conhecidos. No entanto, além do alto custo de
producdo, esses medicamentos tém efeitos colaterais perigosos, podendo
causar sangramento adverso, desconforto gastrointestinal, lesdo hepatica, e
outros. Uma segunda alternativa é o uso de agentes fibrinoliticos (ou
tromboliticos), como &€ o caso da uroquinase, estreptoquinase e ativador
tecidual do plasminogénio (t-PA). Entretanto, estes também apresentam
problemas relativos a sangramentos adversos, além de possuirem uma meia
vida curta e fontes restritas, dificultando sua obtencdo e aplicacdo (ALI,
BAVISETTY, 2020).

Proteases com acado fibrinolitica destacam-se por apresentarem
dissolugédo bem-sucedida de coagulos e manutencgao do fluxo sanguineo. Estas
podem ser obtidas de diferentes fontes, sendo amplamente produzidas por
microrganismos, incluindo bactérias, leveduras, fungos filamentosos e
microalgas (RAJU; DIVAKAR, 2013). Além disso, quando obtidas a partir da
fermentagcdo de microrganismos, o custo de produgéo € relativamente mais
baixo e beneficia-se de vantagens como sua distribuicdo cosmopolita e
facilidade de producao em larga escala (CHEN et al., 2016).

Enzimas fibrinoliticas podem ser classificadas em serino-protease,
metaloprotease e serino metalo protease (ALl; BAVISETTY, 2020; BIN et al.,
2009). Sendo as pertencentes ao primeiro grupo capazes de atuar tanto direta,
quanto indiretamente na degradagao da fibrina, ou seja, por clivagem ou por
ativacao da plasmina. Ja metaloproteases com acéo fibrinolitica s&o raras, mas
atuam na presencga de ions metalicos bivalentes como Zn?*, Mg?* e Ca?*. As
serino metalo proteases por sua vez combinam propriedades de ambas
descritas anteriormente (ALI; BAVISETTY, 2020; BIN et al., 2009).

A presenca de proteases com acéo fibrinolitica pode ser constatada em
laboratdrio a partir de diferentes metodologias. O teste da Area de Lise em
Placa de Fibrina (ALPF) é considerado uma medida direta da atividade

fibrinolitica e esta diretamente ligado a concentragdo do fibrinogénio utilizado
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(FLUTE, 1964), esta metodologia permite a confirmagdo da presenca de
enzimas fibrinoliticas a partir da formagdo de um halo de degradagéo.
Metodologias mais modernas utilizam espectrofotometria para quantificagao
das proteases fibrinoliticas. Neste caso a enzima é aplicada em tubo contendo
codagulo produzido artificialmente, a reagao ocorre por tempo pré determinado,
e ao fim pode-se notar a dissolugdo do coagulo (WANG, 2011), esta reacao

esta ilustrada na figura 1.

Figura 1. Representagcado de atividade fibrinolitica, [A] Coagulo de
fibrina formado sem acédo de enzima fibrinolitica, [B] Inicio da quebra do
coagulo por enzima fibrinolitica, [C] Coagulo quase completamente desfeito

por agéo enzimatica ao fim da reagéo.

Fonte: a autora (2020)
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2.2. Fontes de Protease

Proteases sao enzimas abundantes na natureza, sendo encontradas em
diversos organismos, todavia, microrganismos sao notérios quanto a produgao
para aplicagao industrial, devido a facilidade para produgédo em larga escala, de
manipulagdo genética, e a sua diversidade bioquimica, sendo capazes de
produzir proteases com alto rendimento e caracteristicas que facilitam seu
emprego nas mais diversas areas (RAO et al., 1998; CHEN et al., 2016).

Entretanto, dentre o0s microrganismos produtores de proteases
destacam-se os fungos filamentosos por serem capazes de crescer em
substratos de baixo custo e de facil remocgao celular quando comparado com
bactérias, por exemplo, o que torna o processo mais econémico (SOUZA et al.,
2015) Além disto, a producgao de protease por fungos filamentosos beneficia-se
de sua secrecao extracelular, facilitando a extragao e purificagdo uma vez que
nao ha necessidade de lise celular, diminuindo as etapas no processo de
obtencao destas biomoléculas (BATISTA et al., 2020). O uso do rompimento
celular, além de agregar mais etapas ao processo também o torna mais
complexo, uma vez que os fragmentos da lise caracterizam um maior numero
e diversidade de moléculas contaminantes e aumento da viscosidade do meio.
Além de fazer necessario maior numero de opera¢des durante a purificagao,
tornando, consequentemente, o custo final mais elevado do que os de produtos
extracelulares (PESSOA-Jr et al., 2020). Outras vantagens estao relacionadas
ao seu potencial para crescer sob varias condigdes ambientais, como pH e
temperatura e a variedade de substratos que podem ser utilizados como
nutrientes (HAQ et al., 2004)

Apesar das vantagens, levando em consideragdo a diversidade de
fungos filamentosos encontrados na natureza, poucas espécies sdo exploradas
comercialmente. Dentre os fungos filamentosos, os pertencentes ao género
Aspergillus encontram-se em evidéncia, uma vez que apresentam distribuicao
cosmopolita e sdo capazes de secretar uma gama de enzimas de interesse
biotecnologico (SANTOS et al., 2020), fazendo deste um dos géneros mais
estudados (SANTOS et al., 2018). Outros géneros em destaque sao Penicillium

sp. € Mucor sp., conhecidos por sua producao de proteases com atividade
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colagenolitica e fibrinolitica, respectivamente (WANDERLEY et al., 2017;
NASCIMENTO et al., 2015).

2.2.1. Aspergillus spp.

Os fungos do género Aspergillus pertencem ao filo Ascomycota, Classe
Eurotiomycetes e ordem Eurotiales. Foram descritos pela primeira vez em
1729, na Italia, pelo bidlogo Pietro Micheli, e recebem esse nome por
apresentar conidiéforo que se assemelham a um aspersorio (aspergillum),
instrumento utilizado pela igreja catdlica para dispersar agua benta (PIMENTA
et al., 2020). Entretanto uma descrigao completa do género so foi realizada em
1965 (RARPER; FENNEL, 1965).

Estes microrganismos sao caracterizados por apresentarem micélios
aéreos com conidiéforos que se estendem de forma vertical em relagdo a
superficie (HUBKA et al., 2013). A coloragéo das coldnias € uma caracteristica
importante para distingdo das espécies, neste género pode-se observar
variacbes sob os tons de verde, amarelo, marrom, branco, preto e cinza
(PIMENTA et al., 2020). Sao fungos de distribuicdo cosmopolita, normalmente
isolados de solo e plantas, fazendo deste um dos géneros mais estudados e
explorados comercialmente (MOJSQOV, 2016).

As espécies deste género podem ser categorizadas em segdes a partir
de caracteristicas morfologicas especificas, estas sao: Flavi, Circundati, Nigri,
Restricti, Fumigati, Cervini, Clavati, Cremei, Nidulantes, Flavipedes,
Versicolores, Usti, Terrei, Candida, Sparsi e Wentii. Entretanto, sdo mais
conhecidas e exploradas espécies pertencentes a Flavi, Circundati e Nigri
(VARGA et al., 2004; PIMENTA et al., 2020). Estes microrganismos sao
frequentemente associados a processos industriais vinculados a produgéo de
enzimas e outros metabdlitos secundarios biotecnologicamente importantes
(MOJSOV, 2016), sobretudo, a producao de proteases. Segundo Santos et al.
(2020), dentre as espécies de Aspergillus utilizadas para producdo de
proteases nos ultimos dez anos, utilizando fermentagc&o em estado sélido como

método de cultivo, destacam-se A. oryzae e A. niger (Tabela 1).
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Tabela 1. Espécies de Aspergillus utilizadas para producao de protease nos

ultimos 10 anos.

Espécie de Aspergillus Referéncia

Vishwanatha et al. (2010); Marui
_ et al. (2012); Murthy et al.
Aspergillus oryzae (2019) Mamo et al. (2020)

Esparza et al. (2011); Changyou-
Shi et al. (2016); Purushothaman
Aspergillus niger et al. (2019)

Yadav et al. (2011)
Aspergillus flavus

_ _ El-Ghonemy & Fadel (2015)
Aspergillus fumigatus

Aspergillus sclerotiorum Souza et al. (2015)

Sethi et al. (2016); Abu- Tahon et
Aspergillus terreus al. (2020)

Silva et al. (2018a); Silva et al.
Aspergillus tamarii (2018b)

) o Chimbekujwo et al. (2020)
Aspergillus brasiliensis

Aspergillus ochraceus Osmolovskiy et al. (2020)

Fonte: Santos et al (2020), modificada.

Levando em consideragéao a diversidade de espécies de Aspergillus spp.
e sua natureza multifaria em relagdo a produgao de proteases, considera-se
que poucos microrganismos sédo explorados atualmente, abrindo espago para
produgcées na area. O microrganismo A. sclerotiorum ja foi relatado como
produtor de protease em condi¢cdes de fermentacdo em estado sélido com
substrato de soja (Silva et al., 2014) e protease com atividade queratinolitica
produzida a partir da fermentacdo submersa em meio contendo pena de aves
(Souza et al. 2015), entretanto A. sclerotiorum ainda ndo € devidamente
explorado nesta perspectiva. O fungo A. ochraceus, também aparenta ser

promissor para aplicagdes biotecnologicas estando descrito na literatura como
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produtor de hidrolases a partir de fermentagao submersa (BISWAS et al., 1987,
OSMOLOVSKIY et al., 2016). Osmolovskiy et al. (2020) faz mengdo a
possibilidade de produzir proteases com acgao fibrinolitica pela fermentagao de

A. ochraceus, sendo considerado bastante promissor neste sentido.

2.3. Produgao de enzimas por Fermentagao em Estado Sélido

Um dos principais fatores que devem ser levados em consideragéo na
producao de proteases por microrganismos € o tipo de fermentagédo adotada.
Ao avaliar qual a melhor abordagem deve-se levar em consideragdo o
microrganismo a ser utilizado e a molécula de interesse. Posto isto, a
Fermentagdo em Estado Sdlido (FES), tem enorme potencial do ponto de vista
ecologico e econbmico. Sendo a principal caracteristica desta técnica o
crescimento do microrganismo em substratos sélidos com auséncia total ou
parcial de agua livre (SOCCOL et al., 2017; SILVA et al., 2016; SANTOS et al.,
2018) fator que facilita o uso de fungos filamentosos.

A FES vem se mostrando uma técnica interessante porque apresenta a
producédo de diferentes enzimas de interesse biotecnoldgico de forma mais
concentrada, tem uma menor demanda energética para esterilizagao visto que
€ necessario menos energia para alcance de 121°C (temperatura geralmente
utilizada na esterilizagdo), reduz a possibilidade de contaminagéo bacteriana
por conter baixa ou nenhuma concentragédo de agua livre e simula o ambiente
natural de fungos filamentosos, favorecendo o seu crescimento (SOCCOL et
al., 2017).

Além disso, a FES apresenta beneficios ambientais, uma vez que pode
ser aplicada no aproveitamento de residuos sélidos agroindustriais e assim
reduzir os impactos negativos deste ultimo ao meio ambiente enquanto produz
enzimas de alto valor biotecnoldgico e industrial (SANTOS et al., 2018; SILVA
et al.,, 2016). Recentes avangos a respeito desta metodologia mostram a
possibilidade do uso de reatores, ampliando o uso da FES para escalas
industriais. Soccol et al. (2017) destaca que biorreatores formulados para FES
devem levar em consideracdo a caracteristica dos materiais usados como
substrato, como: composicao, tamanho, resisténcia, porosidade e capacidade

de armazenamento de agua. Outros fatores a serem preestabelecidos dizem
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respeito a morfologia do fungo, que influencia diretamente na aplicagao ou nao
de agitacao (ZANPHORLIN et al., 2010; NOVELLI et al., 2016; ZHENG et al.,
2019).

Para que a producgao de proteases sob FES seja eficiente, é essencial
determinar as condigbes 6timas de fermentagdo por meio de variaveis, que
podem ser qualitativas ou quantitativas. Dentre as variaveis qualitativas, estao,
tipo de substrato, espécie utilizada e presenca ou auséncia de Iluz
(CHIMBEKUJWO et al., 2020; SILVA et al., 2016; SOCCOL et al., 2017). Ja em
relagdo as variaveis quantitativas, estdo, a quantidade de substrato, grau de
umidade, temperatura, concentragdo de microrganismos, entre outras (MAMO
et al.,, 2020; ESPARZA et al., 2011; SETHI et al., 2016). Nascimento et al.
(2015), por exemplo, realizaram um planejamento fatorial 2° para avaliar as
melhores condi¢des de fermentacao de Mucor subtilissimus, tendo investigado
o tipo e quantidade de substrato, umidade e temperatura. Todas essas
variagdes devem ser analisadas uma vez que estabelecidos os parametros
iniciais de selecdo da matéria prima adequada, tratamento da mesma e selecao
do microrganismo (PANDEY et al., 2003).

2.3.1. Substratos Utilizados em Fermentagao em Estado Sélido

Uma das principais vantagens do uso da Fermentagédo em Estado Sélido
para produgdo enzimatica € a possibilidade de uso de residuos solidos
agroindustriais, reduzindo custos na produgdo e o impacto ecoldgico destes
residuos no meio ambiente. De acordo com relatério realizado pela
Organizagao das Nagdes Unidas para Alimentagéo e Agricultura (FAO, 2019),
aproximadamente 14% dos alimentos sao perdidos ou desperdigados somente
no processo de produgédo e distribuigdo, especialmente cereais e leguminosas.
Os residuos gerados pela fabricagdo e consumo de produtos agricolas tém se
tornado um problema para a sociedade, causando grande impacto ambiental,
social e econbmico, caso seja descartado sem um tratamento adequado ou
inapropriadamente (SANTOS et al.,, 2018). Dentre os problemas ambientais
resultantes estao a poluicdo de aguas subterraneas e superficiais, além das
provaveis alteragcdes da qualidade do solo e odor (NAYAK; BHUSHAN, 2019).
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Em contrapartida, boa parte dos residuos descartados, tanto pela
industria quanto pelo consumidor, ainda conservam boa parte dos nutrientes de
origem, o que tem contribuido para incentivar investigagées constantes que
reutilizem esses solidos organicos para geragcdo de novos produtos
biotecnolégicos (SADAH et al., 2018). A producao de biomoléculas ativas € um
exemplo, tendo em vista que os residuos agroindustriais apresentam uma
composi¢ao rica em macro e micronutrientes, eles podem ser utilizados por
microrganismos para obtencdo de energia, facilitando seu crescimento
(NAYAK; BHUSHAN, 2019; FABISAK et al.,, 2017), e, subsequentemente,
convertendo-os em produtos de grande valor biotecnolégico de interesse do
mercado comercial de enzimas.

Encontra-se na literatura diversas aplicagbes para residuos
agroindustriais, como produgdo de biocombustiveis, recuperagdo de
compostos ativos, enzimas, antioxidantes, producdo de biofertilizantes,
producdo de antibidticos, producdo de cogumelos, produgdo de xantana,
producdo de portadores de imobilizagao, entre outros (SANTOS-FILHO et al,,
2017; NAYAK; BHUSHAN, 2019; SADAH et al., 2018) corroborando com a
idealizacado de seu valor biotecnoldgico como produtos-base para a produgao
de enzimas industrialmente importantes (RAVINDRAN et al., 2018).

Nesta perspectiva, uma alternativa promissora € o uso residuos da
industria do café. Somente em 2019, o Brasil produziu cerca de 3,0 milhdes de
toneladas de café, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE, 2019), entretanto ainda sao escassas pesquisas na area biotecnoldgica
sobre o aproveitamento destes residuos para fins de fermentagao, apesar de
apresentar grande potencial (PANDEY et al., 2000). O café € um dos itens mais
comercializados no mundo, e proporcionalmente, ha o descarte de seu
processamento. Segundo a Associagao Brasileira da Industria de Café (ABIC,
2020) foram produzidas mais de 49 milhdes de sacas de café em 2019, de
novembro de 2017 a outubro de 2018 foram contabilizadas 21 milhdées de sacas
destinadas ao consumo interno, representando um aumento de 4,8% em
relacdo aos anos anteriores. O maior problema ocasionado pelos residuos do
café é sua capacidade mutagénica devido seus componentes, um agravo que

pode ser repassado ao meio ambiente (FERNANDES et al., 2017).
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Tendo em vista a problematica dos residuos agroindustriais,
especialmente do café é urgente que novas investigagdes que possam utiliza-
los de modo consciente e sustentavel, tornando-os matéria-prima
biotecnolégica para processos fermentativos, como a fermentagdo em estado
sélido (FES) (PANDEY et al., 2000). Sobretudo, este substrato é
particularmente interessante devido a suas caracteristicas fisico-quimicas. De
acordo com Zainol et al. (2020), o residuo agroindustrial de café contém
quantidades consideraveis de compostos bioativos, sendo possivel encontrar
6.22% de carboidratos, 5.15% de proteinas e 1.38% de lipideos em graos usados
de Coffea arabica, e 6.76% de carboidratos, 6.55% de proteinas e 1.67% de
lipideos em Coffea robusta, as variagdes mais consumidas de café. Apesar de
promissor, o uso de residuos agroindustriais, especialmente de café, ainda é
limitado quanto a FES de fungos filamentosos, desta forma, este seguimento
deve ser estudado.

Levando em consideragao a fermentacdo em estado sdlido, o
farelo de trigo € um dos substratos mais utilizados. O trigo € um dos alimentos
mais cultivados no mundo, sendo considerado componente essencial tanto em
paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento. Em contrapartida, este
material ndo chega a mesa do consumidor na forma de semente inteira, sendo
necessario passar por diversos processos com geracgao de coprodutos (SOZER
et al., 2017). Contudo, o farelo ndo é considerado um residuo agroindustrial
pois pode ser utilizado para aumentar a qualidade nutricional de alimentos
(SPAGGIARI et al., 2019). Devido a suas caracteristicas nutricionais também é
considerado excelente meio de cultivo para fungos filamentosos, visto que a
maioria dos nutrientes e compostos bioativos do trigo estdo presentes nas
areas mais externas da semente (LOPEZ-GOMEZ et al., 2020;
CHIMBEKUJWO et al., 2020), apresentando alta concentragédo de carboidratos,
lipideos e proteinas (40%, 15,2% e 5,5%, respectivamente) (BABU, 2018). Desta
forma, observa-se que a Fermentacdo em Estado Sdélido pode beneficiar-se de
subprodutos agroindustriais, sendo estes rejeitos ou ndo, a depender de seu
valor nutricional. Um exemplo de fermentagao em estado sdlido utilizando fungo
filamentoso pode ser observado na Figura 2, onde foi realizada fermentagéo do

fungo Aspergillus ochraceus em diferentes substratos.
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Figura 2. Fermentagéo em Estado solido (FES) do fungo Aspergillus
ochraceus URM604 em diferentes substratos. [A] FES com Farelo de
trigo; [B] FES com borra de café; [C] FES 1:1 com borra de café e de
farelo de trigo.

(B]

Fonte: a autora (2020)

2.4. Purificagao de produtos biotecnoldégicos

As aplicagdes de biomoléculas de interesse industrial, a depender do
setor onde sera utilizada, depende em grande parte de seu fator de purificagao.
A técnica de purificagdo de biomoléculas deve estar fundamentada,
principalmente, nas caracteristicas fisico-quimicas da mesma, como massa
molar, solubilidade, atividade biolégica, mobilidade eletroforética, entre outros
(NELSON; COX, 2014). Desta forma, destaca-se também a importancia da
caracterizacdo. Além das caracteristicas preestabelecidas, outro fator definitivo
em relagéo ao processo de purificagao é estabelecer onde a biomolécula sera
utilizada, ou seja, sua aplicagcdo (GURUMALLESH, 2019).

Em geral, o processo de purificagdo compreende as etapas de
clarificagdo, concentragéo (ou purificagao de baixa resolugao), purificagdo e
tratamentos para aplicagado, transporte e armazenamento. Como posto
anteriormente, estas técnicas devem ser selecionadas e combinadas de acordo
com a biomolécula de interesse (ALl; BAVISETTY, 2020). Um apanhado de
técnicas que podem ser utilizadas objetivando a pureza pode ser observado no
Quadro 1.

A etapa de clarificagao caracteriza-se pelo isolamento da molécula de
interesse do material de origem e preparagéo para os processos de purificagao
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propriamente ditos, como exemplo, a centrifugacdo que realiza o
particionamento de moléculas por tamanho e densidade. Ja a etapa de
rompimento celular, indicada para obtencdo de biomoléculas presentes no
interior de células, pode ser realizada a partir de processos mecanicos,
quimicos ou enzimaticos, também sao utilizados como preparagado para os
processos de purificagcdo (KILIKIAN; PESSOA JR., 2020). A etapa de
concentragdo atua principalmente no isolamento das moléculas a partir de
solubilidade e massa molecular, por isso, pode ser considerado uma etapa de
purificacdo de baixa resolugao, enzimas utilizadas na industria do couro, por
exemplo, ndo necessitam de maiores graus de purificagdo para serem
comercializadas (OLIVEIRA et al., 2017).

A purificacdo em alta resolugdo ocorre principalmente com o uso de
colunas cromatograficas, estas podem particionar as moléculas a partir de
diversas caracteristicas como massa molecular, densidade, carga elétrica,
entre outros, conferindo alto grau de pureza a estas moléculas. Enzimas que
podem ser aplicadas na industria farmacéutica, por exemplo, precisam atingir
alto grau de pureza para serem comercializadas. Por fim, os tratamentos finais
permitem o acondicionamento da biomolécula purificada (KILIKIAN; PESSOA
JR., 2020).



Quadro 1. Operacdes unitarias do processo de purificagao de produtos

biotecnolégicos
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Etapas do Processo

Operagoes Unitarias

Principio

Clarificagao

Filtracdo convencional

Tamanho de
particulas

Centrifugagéao

Tamanho e
densidade de

particulas

Filtragao tangencial

Tamanho de

Rompimento de células

(membranas) particulas
. Hidrofobicidade
Floculagao
de particulas
Homogeneizagao Cisalhamento
Ultrassom

Cisalhamento

Moagem em moinho de

bolas

Cisalhamento

Rompimento quimico ou

enzimatico

Hidrdlise, solubilizacéo

ou desidratacao de
moléculas que

compdem a parede ou

membrana celular

Purificacado de baixa

resolucéo

Precipitagao

Solubilidade

Ultrafiltragédo

(membranas)

Massa molar e
raio

hidrodindmico

Extracdo em sistemas

de suas fases liquidas

Solubilidade
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Purificacao de alta

resolucéo

Cromatografia de

troca ibnica

Tipo e densidade
de carga na
superficie da

biomolécula

Cromatografia de
afinidade (biologica ou

quimica)

Sitios especificos da
superficie de uma

proteina (Adsorgao)

Cromatografia de

imunoafinidade
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solido
Caracteristicas de
Secagem

equilibrio liquido-

solido

Fonte: KILIKIAN; PESSOA JR. (2020) p. 25-26.
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2.4.1. Purificagao de proteases

Uma vez definida a molécula de interesse, o0 método de purificagdo pode
ser aplicado. Enzimas proteoliticas, especialmente aquelas obtidas a partir de
fermentagcdo em estado sélido de fungos filamentosos, necessitam passar por
processos de purificagdo em ordem de que sejam devidamente aplicadas.
Ward (2019) destaca a importancia de certificar-se da purificagdo das proteases
produzidas por fungos filamentosos para aplicagdo no setor alimenticio e
farmacéutico.

Enzimas proteoliticas devem ser purificadas por técnicas determinadas
a partir de suas caracteristicas fisico-quimicas como carga elétrica, massa
molar, solubilidade e hidrofobicidade. De acordo com a literatura vigente,
normalmente sdo empregadas as seguintes técnicas como principal forma de
purificacdo de proteases, ou uma combinagdo das mesmas: Precipitagao
(salina ou por solvente orgénico); técnicas cromatograficas baseadas no
tamanho, massa molar ou carga elétrica da protease e sistema de duas fases
aquosas (KILIKIAN; PESSOA JR., 2020). A fim de reduzir a quantidade de
processos, e consequentemente os custos de producao, algumas técnicas vém
sendo integradas para aplicagao simultanea, como por exemplo, a jung¢ao da
etapa de clarificagdo com a extragao liquido-liquido em processo de extragao
continua realizado em biorreator (STREDANSK et al., 1993).

A precipitagado de proteinas em geral € um dos métodos mais tradicionais
no processo de concentragdo e purificagdo, no entanto ndo é dos mais
eficientes, sendo assim, aplicada no inicio do processo como forma de
preparagdo para as etapas seguintes (ZUNIGA, 2003). Esta técnica vale-se do
aumento ou diminuicio da forca ibnica a partir da variagao na concentragao de
sais ou solventes organicos. A utilizagao de sais promove um efeito conhecido
como salting-out, caracterizado pela neutralizagdo das cargas elétricas
superficiais pela adicdo de sais, reduzindo a solubilidade da proteina e
realizando a precipitacdo. A precipitagdo destas biomoléculas também pode
ocorrer pela adicdo de solventes organicos, estes, por sua vez, atuam

diminuindo a constante
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dielétrica do meio, que resulta na agregagdo das moléculas proteicas por
interacao eletrostatica de superficies carregadas com sinal oposto (KILIKIAN;
PESSOA JR., 2020).

Entre os métodos de purificagdo propriamente ditos, a cromatografia
aparece em destaque, esta, tem a capacidade de isolar a molécula de
interesse, sendo estes sais até moléculas mais complexas, sendo amplamente
utilizado para purificagcao de proteinas (GUGGISBERG et al., 2012; SHI et al,,
2012). O processo cromatografico pode ocorrer levando em consideragao
varias caracteristicas da proteina em questao, um resumo de como funciona o
processo cromatografico pode ser observado na figura 3, em geral € realizada
a aplicacdo da amostra com a molécula de interesse e contaminantes, ou
diferentes moléculas de interesse. Estas moléculas sao eluidas em diferentes
momentos a depender de sua adsor¢céo na matriz.

A cromatografia de exclusdo molecular, por exemplo, também conhecida
como gel-filtracdo, como sugere o0 nome, baseia-se na massa molecular das
proteinas, onde as moléculas menores que os poros da matriz (resina)
cromatografica sédo eluidas mais lentamente em relagao as maiores, resultando
assim na fragmentagcdo da amostra em eluicbes com moléculas de diferentes
tamanhos (DUONG-LY GABELLI, 2014). Ja a cromatografia de troca i6nica
baseia-se na carga elétrica na superficie da molécula e sua interagdo com a
matriz, destaca-se em relagao a outras devido a sua facilidade de aplicacido em
larga escala, elevada resolugao e capacidade de adsorgao (KILIKIAN; PESSOA
JR., 2020) As resinas utilizadas neste modelo cromatografico podem ser
trocadoras de anions (possuem carga positiva), como o dietilaminoetil (DEAE)-
celulose e resinas trocadoras de cations (possuem carga negativa), como o
carboxi-metil (CM)-celulose. No geral, para escolha da matriz que vai compor a
coluna, devem ser considerados os seguintes critérios: estabilidade mecénica
e quimica, capacidade de adsorcdo, tamanho e forma do poro, superficie e
desidade da matriz e tamanho da particula de interesse (KILIKIAN; PESSOA
JR., 2020). A cromatografia de interagcdo hidrofébica por sua vez, é
normalmente utilizada como complementar por ser menos seletiva e funciona
levando em consideragao a adsorgao por hidrofobicidade (MUCA et al., 2020).
Pode-se observar, de forma generalizada, um processo cromatografico na

figura 3.
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Figura 3. Esquema simplificado de processo cromatografico em seus varios
estagios, a aplicagcédo de solugao contendo diferentes proteinas, a aplicagao do
eluente como fase movel e coleta do eluido contendo as fragcbes da amostra
segmentadas (proteina A, B e C, respectivamente) em fungéo do tempo de

retencao destas moléculas (TrA, TrB e TrC).

Aplicacdo de amostra
com mistura de

proteinas (A, B e C) Eluente Eluente Eluente
% ) & &
¢ ad ot o
& & &
Proteina A Proteina B Proteina C

Tempo de retencao (TrA, TrB, TrC)
Fonte: KILIKIAN; PESSOA JR. (2020), adaptado.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Avaliar o potencial biotecnoldgico dos fungos Aspergillus sclerotiorum
URMS5792 e Aspergillus ochraceus URM604 a partir da analise da producéo de
proteases colagenolitica e fibrinolitica por Fermentagcdo em Estado Solido em

residuos agroindustriais e coprodutos agricolas como substrato.

4.2. Objetivos especificos

e Produzir proteases por fermentagcdo em estado sélido a partir do fungo
Aspergillus ochaceus URM604 utilizando residuo de café e farelo de trigo
como substratos;

e Analisar a producdo de proteases através da FES utilizando um
planejamento fatorial 23 utilizando as variaveis (umidade, quantidade de
substrato e tipo de substrato) do fungo A. ochraceus URM604;

e Avaliar as atividades proteasica, fibrinolitica e colagenolitica oriundas do
planejamento fatorial referente a fermentacédo do fungo A. ochraceus;

e Produzir proteases por fermentagado em estado solido do fungo Aspergillus
sclerotiorum URMS792 utilizando residuo de café como substrato e avaliar
asatividades proteasica e colagenolitica

e Realizar purificacado parcial das proteases produzidas por A. sclerotiorum
URMS5792 e A. ochraceus URM604 por meio de técnicas cromatograficas.
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PRODUGCAO DE COLAGENASE POR Aspergillus sclerotiorum URM-5792
USANDO RESIDUOS DE CAFE COMO MEIO PARA FERMENTACAO EM
ESTADO SOLIDO

Kethylen Barbara Barbosa Cardoso, Anna Gabrielly Duarte Neves,
Juanize Matias da Silva Batista, Romero Marcos Pedrosa Brandao Costa e

Ana Lucia Figueiredo Porto

RESUMO

As colagenases sao extremamente importantes na industria
biotecnolégica, uma vez que possuem um amplo espectro de aplicagdes, e
embora varias enzimas purificadas de fontes animais e vegetais tém sido
estudadas, os microrganismos tém tornado-se uma de suas principais fontes,
particularmente fungos filamentosos. Este estudo visa a producédo de
colagenase por Aspergillus sclerotiorum URMS5792, utilizando a técnica de
fermentacdo em estado solido com residuos de café como substrato. Os
resultados obtidos demonstram producdo de protease (602.38 U/mL) e
colagenase (679,44 U/mL), com pH 6timo alcalino (8) e uma temperatura étima
de 45°C. Portanto, conclui-se que este microrganismo tem valor biotecnoldgico
consideravel quando se trata da producdo de proteases com atividade
colagenolitica. Estes preliminares os resultados sao de grande valia, visando a

sua aplicagao.

PALAVRAS-CHAVE: Producdo de enzimas, FES, utilizacdo de residuo,

fungos filamentosos, colagenase, protease.
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INTRODUGAO

As colagenases sao enzimas capazes de clivar a tripla hélice das
moléculas de colageno, tendo assim uma grande variedade de aplicagdes,
como em os alimentos, farmacéuticos, cosméticos e téxteis industria. Portanto,
a busca por novas fontes de colagenase aumentou nos ultimos anos. Estudos
mostram a necessidade de intensificar as pesquisas sobre producdo de
colagenase [1, 2].

Proteases colagenoliticas obtidas de fontes microbianas, especialmente
fungos filamentosos, ganharam atencdo na area de biotecnologia dada a
diversidade bioquimica de microorganismos e facil manipulagéo e purificagao
do bioproduto [3]. O género Aspergillus apresenta um variedade de espécies
em seu grupo taxondmico e apresenta alto impacto econdmico e social, uma
vez possuem distribuicdo cosmopolita [4]. E também um dos mais amplamente
utilizou géneros biotecnoldgicos [5] conhecidos por secretar uma gama de
enzimas e proteinas extracelulares que podem ser usadas em muitos
processos industriais [6]. Além disso, fungos filamentosos podem ser cultivados
em uma grande variedade de meios, uma vez que sao capazes de crescem em
condicbes severas, permitindo sua facilidade de uso em fermentagcdo em
estado sdlido (FES).

A fermentacdo em estado solido é baseada na auséncia ou quase
auséncia de agua livre, permitindo o uso de residuos agroindustriais solidos. A
fermentacdo em estado sdlido € um método vantajoso em relagdo a
fermentagcdo submersa por possuir alta produtividade e reprodutibilidade e
utilizar menores quantidades de agua, o que promove uma maior concentragéo
do extrato e diminuir a probabilidade de contaminacéo bacteriana. Além de ser
um processo estacionario, ndo acarretando custos adicionais de energia [7, 8].

Uma variedade de substratos pode ser usada na FES; estudos mostram
o uso de farelo de trigo [9], mandioca [10], soja [8], entre outros. O café € um
dos produtos agricolas mais comercializados no mundo. Conhecido por ser rico
em proteinas, carboidratos e lipidios, pode ser usado como fonte de energia
para microrganismos [11]. Portanto, o objetivo deste estudo é avaliar a
producdo de colagenase por Aspergillus sclerotiorum URMS792 usando

residuo de café como meio de fermentacdo em estado sélido.
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MATERIAIS E METODOS

Microrganismo

A cepa do fungo filamentoso Aspergillus sclerotiorum URM5792 usado
neste estudo foi isolado do solo Caatinga, PE-Brasil e foi fornecido pelo
Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),
Brasil.

Manutencao dos microrganismos e esporulagao.

O microrganismo foi reativado em caldo glicosado (1% de extrato de
carne, 0,3% de peptona, 2% glicose) e mantido em incubadora BOD (demanda
bioquimica de oxigénio) a 30 °C por 7 dias até esporulagdo. O meio utilizado
para a manutengdo do microrganismo foi agar batata dextrose previamente

autoclavado em 121°C por 20 minutos.

Fermentacao em estado soélido

Residuos de café (fornecidos pela Delta Expresso Cafeteria contendo
residuos de Coffea arabica e graos de Coffea robusta) foi o substrato utilizado
para testar a produgcdo de colagenase por meio de fermentagdo em estado
sélido (FES). A solugdo de esporos de Aspergillus sclerotiorum URMS792
(107)foi inoculado em frascos Erlenmeyer (125 mL) contendo 5g de residuo de
café como substrato (previamente seco a 100 °C até a desidratacdo completa
e autoclavado, a 121°C por 20min), com umidade 40% e incubado em BOD a
30°C durante 7 dias.

Extragao de enzima

A extracdo da enzima foi realizada apds 7 dias de fermentacao, usando
7 mL/g de tampé&o Tris-HCL pH 8 (0,1M), posteriormente o conteudo foi filtrado
em uma bomba a vacuo para obtencao do liquido metabdlico.
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Determinacgao de proteinas e atividade colagenolitica

A concentragao de proteina foi determinada de acordo com ao método
de Smith et al. [12]. Albumina de soro bovino foi usada como proteina padréao.
A atividade colagenolitica foi determinada de acordo com ao método descrito
por Chavira et al. [13]. Resumidamente, uma aliquota (50 pyL) da amostra foi
adicionado a 5,0 mg de Azocoll solubilizado em 950 uL de tampao Tris-HCI pH
8,0 (0,1 M). A reacgao ocorreu a 35°C durante 1 h sob agitacdo. A absorbéancia
do sobrenadante foi medida em 520nm usando um espectrofotdmetro
Ultrospec 7000 (GE Healthcare, Uppsala, Suécia). A atividade especifica foi

determinada por meio de atividade/proporg¢ao de proteina e expressa em U/mg.

Purificagao de proteases

O liquido metabdlico foi aplicado em uma Coluna de troca i6nica DEAE-
Sephadex G-50, equilibrada com tampao Tris-HCI, pH 8,0 (0,1 M). As amostras
foram eluidas usando NaCl 0,3 M diluido no mesmo tampé&o. Fragdes contendo
proteinas foram agrupadas apos a analise, e todo o processo foi monitorado a
280 nm usando um espectrofotébmetro.

A amostra com o maior atividade enzimatica foi purificada através de
sistema FPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia) usando resina
SuperdexG75, obtendo um pico com atividade colagenolitica. As amostras
obtidas foram posteriormente submetidas a testes de atividade enzimatica.

Efeito da temperatura e pH na colagenase atividade

O efeito da temperatura e do pH foi investigado usando o método de
avaliacdo da atividade colagenolitica proposto por Chavira et al. [13] variando
a temperatura e pH. A faixa de temperatura usada para incubar a enzima
purificada e o substrato foi de 35°C a 65°C. A faixa de pH usada para solubilizar

a mistura de Azocoll e o purificado a enzima foi de 4,0 a 9,0.



50

RESULTADOS E DISCUSSAO

As culturas de Aspergillus sclerotiorum foram capazes de ocupar
completamente o substrato em 7 dias, nas seguintes condigbes: 5 g de
substrato, 30°C e 40% de umidade, demonstrando rapida colonizagdo e
degradagao do substrato. Por ser um fungo filamentoso, € capaz de suportar
altas densidades de biomassa e baixa umidade. A rapida colonizagcdo do
substrato também pode ser devido a riqueza de nutrientes presente nos
residuos do café mostrando que este € um substrato valioso na fermentacao
de fungos filamentosos [11].

O processo de purificagdo por meio de troca idnica provou ser um
processo determinante na obtengao de colagenases, como pode ser visto na
Tabela 1, aumentando aproximadamente 65% da atividade proteolitica e
colagenolitica em relagdo com o extrato bruto. Este aumento é esperado, uma
vez que esses processos visam remover contaminantes que nao sao de
interesse biotecnoldgico e potenciais inibidores, e concordam com outros
estudos publicados, como por Novelli [14], que purificou proteases secretadas
por Aspergillus niger, Aspergillus flavipes, Aspergillus brasiliensis, Aspergillus
oryzae e Penicillium roquefortii em farelo de trigo e soja, atingindo até 40 U/mL
de atividade de protease. Portanto, como um primeira etapa do processo de

purificacao, a precipitacdo provou ser eficiente.

Tabela 1. Atividade proteolitica e colagenolitica

Atividade Fator de Atividade Fator de
Amostra Proteolitica purificagao colagenolitica  Purificagao
(UImL) protease (UImL) colagenase
Bruto 122,71 1,0 16,80 1,0
DEAE- 2,92 2,89
358,68 48,63

Sephadex

FPLC 602,38 4,90 679,44 40,44
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As amostras também foram submetidas a sistema FPLC através do
equipamento Akta Avant 25 (GE Healthcare, Uppsala, Suécia). O perfil de
purificacdo da colagenase obrtida por Aspergillus esclerotiorum pode ser vista
na Figura 1. A colagenase parece obter pureza apds este processo, e estima-
se que tenha um peso molecular de 43,8 kDa, obtido apds a retencédo tempo
de 33,68 min. Em relagao a atividade enzimatica das amostras purificadas, um
desempenho significativo foi observada tanto no proteolitico quanto atividades
colagenoliticas, apresentando aumento em até 92,8% em relagdo a amostra

nao purificada.

Figura 1. Perfil cromatografico da protease colagenolitica
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O efeito da temperatura sobre a atividade do enzima pode ser visto na
Figura 2, a colagenase produzida por A. sclerotiorum mostra mais eficiéncia a
45°C, mostrando que a enzima tende a se degradar quando a temperatura
aumenta. Este trabalho concorda com outros estudos, como os de Novelli [14]
em que a temperatura 6tima de proteases produzido por fermentacdo em
estado solido por A. niger e A. brasiliensis foi de 50°C. Hamdy [15], que
apresentou temperatura 6tima de 40°C para colagenases produzidas por
Rhyzoctonia solani. Suphatharaprateep et al. [16] que também mostrou
atividade 6tima a 45°C e etabilidade em temperaturas abaixo de 40°C. A fim de

confirmar quais condi¢des de pH s&o apropriadas para a melhor acdo desta
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enzima, testes de atividade colagenolitica foram realizados com variagbes de
pH em uma escala de pH 5 a pH 10, como pode ser observado na Figura 3.
Embora o as variagbes sdo pequenas, a enzima pode funcionar bem em pH
neutro e basico, demonstrando que a enzima produzida por A. sclerotiorum é
mais ativa em pH alcalino. Wanderley et al. [17] utilizaram cepas de Penicillium
sp. para produzir colagenases alcalinas que apresentar pH 6timo (9,0); Sakurai
[18] mostra que o melhor faixa de pH para colagenases produzidas por
Streptomyces parvulus é 8-10, com maximo atividade em pH 9,0, concordando
com o presente estudo. Assim, pode-se dizer que esta colagenase também

pertence ao grupo das proteases alcalinas

Figura 2. Temperatura 6tima da protease colagenolitica
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Figura 3. pH 6timo da protease colagenolitica
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.CONCLUSAO

Este estudo mostra que o microrganismo Aspergillus sclerotiorum é
capaz de produzir proteases e colagenases usando residuos de café como
substrato nas condigbes observadas. Ademais, a protease purificada em
sistema FPLC foi capaz de exibir atividade colagenolitica de 679.44 UmL,
demonstrando ser uma espécie bastante promissora para este fim. Estima-se
que a enzima obtida apresenta um peso molecular de 43,8 kDa. Os testes
também indicam que o enzima mostra maior atividade em pH alcalino (8), e a
45°C. Portanto, conclui-se que este microorganismo tem potencial
biotecnoldgico e pode ser usado como uma ferramenta na area da biomedicina

e tecnologia alimentar.
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PRODUGAO E PURIFICAGAO PARCIAL DE PROTEASE PRODUZIDA POR
Aspergillus ochraceus URM604

Kethylen Barbara Barbosa Cardoso, Juanize Matias da Silva Batista, Thiago
Pajeu Nascimento, Romero Marcos Pedrosa Brandao Costa, Ana Lucia
Figueiredo Porto.

Resumo

Proteases sdo enzimas com grande diversidade bioquimica e sao
utilizadas em diversas industriais compondo um dos grupos de enzimas mais
comercializados. Dentre os fungos conhecidos por produzir proteases,
destaca-se o género Aspergillus, com espécies capazes de produzir
proteases com as mais distintas caracteristicas., O objetivo deste trabalho foi
produzir proteases a partir de fermentacdo em estado sélido de Aspergillus
ochraceus e realizar a purificagao parcial por métodos cromatograficos. Para
isto foi realizado planejamento fatorial 2°* onde foram avaliados o tipo e
quantidade do substrato e a umidade das fermentag¢des. Posteriormente foi
realizada purificacdo por cromatografia DEAE-Sephadex e Superdex-G75
em sistema FPLC. Assim como caracterizagao parcial avaliando o pH e
temperatura 6timos da acdo da protease. Foi observada que a melhor
atividade proteasica nas amostras obtidas pela fermentacéao utilizando farelo
de trigo como substrato (3g e 60% de umidade), apresentando atividade
proteasica, colagenolitica e fibrinolitica respectivamente de 815,44 U/mL,
47,33 U/mL e 21,78 U/mL. Apds realizar purificacdo foi obtida atividade de
186,66 U/mL e taxa de recuperagao de 40%. Também foi observada maior
atividade proteolitica em ensaios realizado em pH alcalino (8 e 9) e
temperatura de 50°C. Assim, conclui-se que A. ochraceus possui potencial

para produgao de proteases com atividade fibrinolitica e colagenolitica.

Palavras-chave: Fermentagcdo em estado sélido, Residuo de café,

Farelo de trigo, Protease fibrinolitica, Colagenase.



Introducgao

As proteases encontram-se entre os trés maiores grupos de enzimas
comercializadas [1] muito devido a sua diversidade bioquimica e importancia
bioldgica, estando envolvidas numa grande variedade de processos
fisiologicos e bioquimicos [2; 3;4]. Desta forma proteases sdo amplamente
utilizadas em industrias alimenticias, farmacéuticas, téxtil, entre outras [5].
Estas enzimas podem atuar sobre substratos especificos, reduzindo o
numero de produtos indesejaveis apds a reagdo [2]. Proteases com
capacidade de degradar o colageno, por exemplo, podem ser utilizadas na
industria do couro, alimenticia e farmacéutica [6]. Além disso, peptideos de
colageno, liberados durante a reagao enzima-substrato, ainda podem ser
empregados no tratamento de hipertenséo, fabricagdo de hidratantes,
suplementos, como agente antimicrobiano, entre outros [7;8]. Outro
destaque sao proteases que apresentam atividade fibrinolitica, uma vez que
promovem a dissolugdo de coagulos sem alteragdo do fluxo sanguineo,
prerrogativa ndo encontrada em agentes similares, podendo ser utilizadas
para tratamento terapéutico da trombose [6;7]. Assim, estas enzimas
acabam sendo objetos de grande interesse na pesquisa basica, desde a
prospecc¢ao de novas proteases a otimizacdo de bioprocessos para sua

producao.

A ocorréncia de proteases é relatada em quase todos os organismos,
como procariontes, plantas, fungos e animais [2;3], sendo as de origem
microbiana a principal fonte para o mercado comercial [2], por apresentarem
caracteristicas que facilitam seu uso em aplicagbes industriais. Entre
algumas das vantagens das enzimas microbianas em relagdo as de origem
vegetal e animal, estdo: menores custos de produgdo, possibilidade de
producdo em larga escala em fermentadores industriais, manipulagao
genética, auséncia de efeitos provocados pela sazonalidade e rapido
desenvolvimento da cultura [9; 10]. Dentre os microrganismos, sobressaem-
se ainda os fungos filamentosos pela facilidade na extracdo de enzimas
extracelulares e possibilidade do uso de substratos de baixo custo para sua

obtencgdo. Apesar das vantagens, levando em consideragao a diversidade
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de fungos filamentosos encontrados na natureza, poucas espécies sao

exploradas comercialmente, com destaque ao género Aspergillus [11].

O uso de Fermentagdo em Estado Sdlido (FES) para produgéo de
proteases vem se mostrando como uma técnica interessante devido a
valorizacdo de biomassa pouco explorada [12]. A FES é definida como o
crescimento microbiano num substrato sélido com auséncia total ou quase
total de agua livre e tem como vantagens uma menor demanda energética
para esterilizacdo, producao de diferentes enzimas de interesse comercial
(geralmente, com alta eficiéncia catalitica e maior resisténcia a inibigao),
simula o ambiente natural de fungos filamentosos, favorecendo o seu
crescimento, além das vantagens ambientais, uma vez que pode ser
aplicada para um melhor gerenciamento dos residuos solidos

agroindustriais [12; 13; 14].

Considerando as questbes postuladas acima, € evidente a
perspectiva do aproveitamento de residuos agroindustriais para produgao
de protease por fermentagdo fungica, uma vez que estes subprodutos
apresentam uma composi¢cao rica em macro e micronutrientes [15; 16]. O
uso destes residuos ainda possibilita a resolucdo de problematicas
ambientais quanto ao emprego destes materiais, tendo em vista que podem
gerar danos ambientais, sociais e econdmicos, caso seja descartado sem
tratamento adequado [17; 18; 3]. A geragdo de agro residuos no Brasil
representa uma enorme quantidade de material inicialmente subutilizado
que pode servir como matéria-prima [19; 20]. Um exemplo sdo os residuos
obtidos a partir da industria cafeeira [21], responsavel pela produgédo de

mais de 49 milhdes de sacas de café em 2019 [22].

Para Schmidell [23], algumas caracteristicas desejadas para que um
material possa ser usado como meio de cultura em uma fermentacao
incluem ser barato, ndo promover alteragcbes na molécula-alvo e ter
composicao fixa. Diante desta perspectiva, outros substratos utilizados para
FES sao coprodutos de produgédo agroindustrial. Um exemplo bastante

comum é o farelo de trigo, pouco utilizado como material de consumo devido
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suas caracteristicas nao palataveis [24]. Todavia, é um material
particularmente acessivel e rico em nutrientes viabilizando-o como matéria-
prima promissora em bioprocessos fermentativos [5; 14], desta forma é um
dos residuos mais descritos na literatura para fermentagcdao de

microrganismos [17].

Tendo em vista a importancia da producdo de proteases, a
otimizacdo de parédmetros de producado e purificagdo e a questdo do
aproveitamento de materiais de baixo custo financeiro e alto valor
bioquimico na fermentagado em estado sélido, este trabalho objetivou realizar
a producéo e purificacdo parcial de protease obtida a partir da fermentacao

em estado solido de Aspergillus ochraceus URM604.

Materiais e métodos

Microrganismo

O fungo Aspergillus ochraceus URMG604 foiisolado da Zona da Mata
Pernambucana, e encontra-se depositado na Micoteca do Departamento de
Micologia da Universidade Federal de Pernambuco. O meio utilizado para a
manutengdo do microrganismo foi o Agar Batata Dextrose (BDA)
previamente autoclavado a 121°C por 20min.

Fermentacao em Estado Sélido (FES)

Para a produgéao das proteases foi realizado um planejamento fatorial
23 (Tabela 1) para analise das melhores condi¢cdes de produgéo, onde foram
avaliados os seguintes parametros: tipo de substrato (café, trigo, e café + trigo
em uma mistura de 1:1), a concentragdo de substrato (3g, 5g e 7g) e
umidade (20%, 40% e 60%). A principio foi realizado tratamento dos
substratos utilizados, onde o residuo de café foi seco em estufa a 100°C até

completa desidratacéo e o farelo de trigo passou por peneira granulométrica
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(0,6 a 2,0mm). Entdo, ambos os substratos foram autoclavados a 121°C por
20min, em frascos de erlenmeyer de 125 mL. Posteriormente foram
depositados nestes frascos os esporos do fungo Aspergillus ochraceus

URM®604 na concentragao 107 esporos/mL, ressuspendidos em solugao de
com caldo glicosado (1% Glicose 0,2% extrato de carne e 3% peptona) e
tween 80 (p/v). A fermentagdo ocorreu por 7 dias em estufa a 30°C, de

acordo com Osmolovsky [25].

Tabela 1. Matriz do planejamento fatorial 23

VARIAVEIS NIVEIS
Menor (-1) Central (0) Maior (+1)
Concentragao 3 5 7
do substrato (g)
Umidade (%) 20 40 60
Tipo do
substrato Café Café+trigo Trigo

Extracao da Enzima e Obtengao do precipitado ceténico

A extragao da enzima foi realizada utilizando Tampao TRIS-HCI pH
8 0,1M com NaCl a 0,15M (7 ml/g de substrato). A filtragdo para obtencéo
do liquido metabdlico foi realizada em bomba a vacuo, utilizando papel filtro
Whatman n°1. Para obtencdo do precipitado cetdnico, uma aliquota do
extrato bruto (10mL) foi precipitado com acetona (70%) e solubilizado em

1mL do mesmo tampao.

Dosagem Proteica

A determinacgao das proteinas totais foi realizada utilizando o método
BCA (Acido bicinchoninico) de acordo com Smith [26]. A atividade foi
realizada em microplaca, onde foram misturados 25 uL da amostra e 200 L
da solugao de BCA, e incubados a 37°C por 30 minutos. A absorbancia foi

entdo medida a 562 nm em um leitor de microplaca. Albumina sérica foi



usada como controle como determinado pelo fabricante (Pierce, Rockford,
IL, EUA).

Atividades Enzimaticas

O método para determinacao da atividade da protease foi descrito
por Ginther [27] modificado. A mistura de reagdo conteve 25 uL do substrato
(azocaseina 1% p/v) e 15 uL da amostra. Esta mistura foi incubada por 1
hora em estufa a 30°C sendo a reacgao interrompida pela adicdo de 1 mL de
acido tricloroacético (TCA) 10% p/v. Posteriormente as amostras foram
centrifugadas por 5 minutos a 10000 rpm. Dos sobrenadantes, foram
pipetados 0,8 mL e transferidos para eppendorfs contendo 0,2 mL de
hidroxido de sodio 1,8N. A leitura foi realizada a 420nm em
espectrofotbmetro. E o calculo realizado considerando 1 unidade de
atividade enzimatica (U) como a variagado da absorbancia de 0,1 em uma

hora.

A atividade colagenolitica foi determinada de acordo com o método
de Chavira et al. [28], modificado. Uma suspensao de Azocoll a 5 mg/mL
preparada no mesmo tampéo de extragao (0.1M Tris HCI, pH 8,0) para um
volume final de 0,950 mL. Uma aliquota da amostra (50 uL) foi inoculada
nessa suspensao e a reagao processada a 35°C, durante 1 hora sob
agitacado orbital. Em seguida, a reacgao foi centrifugada a 5.000 rpm por

5min, e a absorbancia monitorada em 520nm espectrofotémetro.

A atividade fibrinolitica foi determinada de acordo com Wang et al.
[29]. Para formagéo do coagulo foi utilizado 0,4 mL de fibrinogénio 0,72%
com 0,1mL de tampao fosfato 245mM (pH7) e incubado a 37°C por 5min.
Em seguida, foi adicionado 0,1fmL de solugdo de trombina 20 U/mL, a
solugao foi incubada a 37°C por 10 min. Posteriormente foi adicionado
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0,1mL de amostra contendo a enzima de interesse e a incubagao continuou
a 37°C. A solugao sofreu agitagdo para homogeneizagao a cada 20 min até
completar 1 hora. Por fim, foi adicionado 0,7mL de acido tricloroacético 0,2M
para parar a reagao. Foi realizada entdo centrifugacdo a 15.000xg por 10
min. 1mL do sobrenadante foi recolhido e a absorbancia lida a 275nm. A
atividade foi medida levando em consideragdo que 1 unidade (UF) de
atividade enzimatica é definida como aumento de 0,01 por minuto na

absorbancia a 275 nm da solucio de reacgao.

Purificagcao da enzima através de métodos cromatograficos

A purificagdo da protease foi realizada utilizando cromatografia de
troca ibnica em DEAE-sephadex G-50, equilibrada com tampao Tris-HCI
0,1M, pH 8,0. Aamostra foi eluida em concentragdes crescentes de solugao salina
de NaCl (0,3M, 0,6M e 1M) diluida no mesmo tampao de equilibrio. As
amostras foram coletadas em fragcées de 1ml, em fluxo de 1Tml/min e lidas em
espectrofotobmetro a 280nm. Em seguida, a amostra com maior atividade
proteasica foi concentrada por liofilizacdo e aplicada em sistema FPLC
através do equipamento Akta Avant 25 (GE Healthcare, Uppsala, Suécia)
onde foi utilizada coluna cromatografica em gel filtragdo, Superdex-G75
previamente equilibrado com o tampao Tris-HCL 0,1M, pHS8, e eluida com
solugao salina utilizando o mesmo tampao e NaCl a 0,15M em fluxo de
0,15mL/min.

Efeito do pH e Temperatura na Atividade Enzimatica

O efeito do pH na atividade da protease foi avaliado pela mistura da
solucdo enzimatica com o substrato especifico, preparados em solucdes
tampdes 0,05 M com diferentes valores de pH: citrato de sodio (pH 5; 6; 7);
Tris-HCI (pH 7; 8 e 9) e determinag¢des da atividade proteasica seguindo a

mesma metodologia descrita anteriormente.
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O efeito da temperatura foi determinado utilizando uma mistura de
reacao contendo o substrato especifico e a solugdo enzimatica, incubadas
em diferentes temperaturas (20°C, 30°C, 40°C, 50°C, 60°C e 70°C) por 60
min, para posterior determinacdo da atividade enzimatica seguindo a

mesma metodologia descrita anteriormente.

Resultados e Discussao

Fatores como umidade, tipo e concentracdo do substrato foram
estudados para analise do efeito sobre a producédo de protease. Todas as
culturas de Aspergillus ochraceus URM604 foram capazes de crescer nas
condi¢des avaliadas. O substrato de farelo de trigo é frequentemente
relatado na literatura para produgdo de enzimas, Nascimento et al. [5]
apresenta farelo de trigo como melhor substrato na producéao de proteases
com acgao fibrinolitica a partir da fermentagado em estado sélido com fungos
filamentosos. Naik et al. [15] também destaca o farelo de trigo ao compaa-
lo com residuos agroindustriais na produgéo de enzimas por Aspergillus sp.
O uso de residuos de café é pouco mencionado na literatura embora
apresente grande potencial [30], ainda assim foram utilizados em estudos
para produgao de celulases e xilanases por bactérias (Pseudoxanthonomas
taiwanensis e Sphingobacterium composti) e leveduras (Cyberlindnera
Jardinii e Barnettozyma californica), demonstrando serem excelentes meios

para o cultivo de microrganismos [31].

Dentre as variaveis observadas neste trabalho, somente o tipo de
substrato apresentou significancia, como pode ser observado no grafico de
Pareto disponivel na Figura 1. A quantidade de substrato e a umidade, bem
como a interagdo entre as variaveis ndo afetou os resultados em relagéao a
producao de proteases. Soccol et al. [13] destaca a importancia do substrato
escolhido para a fermentacdo, uma vez que a fonte nutritiva pode afetar
diretamente o crescimento do microrganismo. Diante disto, considerando a
composicao dos substratos utilizados € natural que ocorra diferencas na

producdo de protease. De acordo com Zainol et al. [32], o residuo
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agroindustrial de café contém quantidades consideraveis de compostos
bioativos. Em residuos obtidos a partir do uso comercial de graos do tipo
Arabica (Coffea arabica) é possivel encontrar 6.22% de carboidratos, 5.15%
de proteinas e 1.38% de lipideos. Estes valores sdao menores do que
encontrados em outras espécies, mas conferem caracteristicas
organolépticas que tornam este tipo de café mais difundido comercialmente.
Ja o farelo de trigo, com caracteristicas pouco palataveis, também apresenta
alta concentragéo de carboidratos, lipideos e proteinas (40%, 15,2% € 5,5%,
respectivamente) [33]. Outro fator determinante é em relagao ao tamanho das
particulas do substrato, segundo Pandey, et al. [21] substratos com particulas
muito pequenas tendem a aglomerar, dificultando o crescimento microbiano.
Desta forma, o substrato de farelo de trigo permite maior aeragao e superficie

para desenvolvimento do fungo [34].

Figura 1. Grafico de Pareto relacionando as variaveis e suas interagoes.

(1) Tipo de substrato 12,136
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Diante disto, pode ser observada maior atividade proteolitica quando

utilizado o substrato de farelo de trigo (Figura 2). Nascimento et al. [5] também

destaca o farelo de trigo como excelente substrato para fermentagdo em estado

solido utilizando fungos filamentosos a fim de obter proteases fibrinoliticas. Este

substrato é rico em nutrientes e suas particulas maiores proporcionam mais
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superficie para o crescimento do fungo.

Figura 2. Efeito simultaneo do tipo e quantidade do substrato na producao de
proteases por A. ochraceus em planejamento fatorial 23
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Assim, foi possivel obter maior atividade especifica (218,27 U/mg) utilizando
farelo de trigo (3g & 60% de umidade) quando comparado a borra de café (76,44
U/mg) nas mesmas condi¢des de fermentagao, apresentando ser o melhor substrato
para obtencdo destas enzimas. Também foram realizados testes com ambos os
substratos na concentragéo de 1:1, nas condigdes centrais de 5g de substrato e 40%
de umidade, ainda assim, os resultados obtidos quando utilizado somente o farelo de
trigo se mostraram superiores (Tabela 2). Os resultados do estudo corroboram com
a literatura, demostrando o potencial do género Aspergillus como produtor de

protease, além de enfatizar o farelo de trigo como substrato notério para uso em
fermentagdes em estado sélido [35].
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Tabela 2. Resultados da producao de protease por Aspergillus

ochraceus utilizando planejamento fatorial 23

Ativ.
Ativ. Prot.
Quantidade Umidade i Proteéasica
Substrato proteasica Total i
(9) (%) Especifica
(U/mL) (mg/mL)
(U/mg)
CAFE 3 20 651,33 66,95 97,28
CAFE 3 60 680,67 89,05 76,44
CAFE 7 20 807,33 100,27 80,52
CAFE 7 60 705,00 107,50 65,58
TRIGO 3 20 815,33 44,75 182,19
TRIGO 3 60 688,67 31,55 218,27
TRIGO 7 20 589,00 42,16 139,71
TRIGO 7 60 726,33 35,08 207,07
C+T* 5 40 927,33 48,30 191,99
C+T* 5 40 907,33 24,25 167,29
C+T* 5 40 916,33 50,45 181,69

*C+T = 50% de Borra de Café + 50% de Farelo de Trigo

Atividades especificas foram conduzidas para avaliar o potencial do
microrganismo estudado na produg¢ao de enzimas com atividade fibrinolitica,
assim como de colagenases, tendo em vista que um mesmo microrganismo
pode produzir diferentes biomoléculas. As avaliagdes foram realizadas com
o extrato bruto obtido por fermentacdo em estado solido com 3g de farelo
de trigo a 60% de umidade e os resultados s&o promissores. Em relagéo a
atividade colagenolitica foi possivel observar 47,33 U/mL, ja a atividade
fibrinolitica foi expressa em 21,78 U/mL. Osmolovskiy et al. [36] ao realizar
um estudo avaliativo do potencial de fungos filamentosos na produgéo de
enzimas fibrinoliticas obteve 17.6 U/mL fermentando do fungo A. ochraceus
em meio liquido com pH 8. O tipo de fermentacdo utilizada interfere

diretamente na concentragcédo das proteinas obtidas, a quantidade de agua



livre presente na fermentacdo submersa pode diluir as proteases
produzidas. Por sua vez, Nascimento et al. [5] avalia a produgéo de enzima
fibrinolitica por Mucor subtilissimus UCP1262 a partir de fermentagéao em
estado sdlido, obtendo resultado de até 57.1 U/mL. Estes dados reforcam a
importancia da fermentagado em estado solido na concentragao das enzimas

produzidas.

O perfil cromatografico completo obtido a partir da cromatografica de
troca i6bnica DEAE-Sephadex pode ser observado na Figura 3, apesar de
apresentar determinada constancia na absorbancia a 280nm, sé foi
observado atividade proteasica nas fracdes eluidas a 0,3M. Toda via, este
processo de purificagdo mostram-se eficiente, uma vez que foi atingida uma
recuperacéo de 131,35% (436,67 U/mL) nas fragbes eluidas com 0,3M de
NaCl. e Tampéo pH 9 a 0,1M. O aumento significativo na atividade pode ser
indicativo da presenca de inibidores nas amostras nao purificadas. As
amostras com atividades obtidas nesta etapa, foram concentradas em
liofilizador e submetidas a coluna Superdex G-75, obtendo-se um unico pico

com atividade de 186,66 U/mL com recuperacéao de 40% (Figura 4).

Figura 3. Cromatograma obtido a partir de coluna DEAE-Sephadex
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Figura 4. Perfil de eluigdo e pico obtido no sistema Superdex 75 FPLC.
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Também foi realizada caracterizagao parcial da protease em questao
por meio da avaliagcado da influéncia da temperatura e pH em sua atividade,
uma vez que sao fatores determinantes para seu uso industrial. Para isto foi
avaliado o pH o6timo e temperatura 6tima das proteases produzidas por A.
ochraceus URMG604 (Figura 5), como pode ser observado, os melhores
resultados foram obtidos em atividades com pH alcalino (pH 8 e 9) e
temperatura de 50°C. Em relacdo ao pH 6timo, Amaral et al. [37] defendem
que proteases com propriedades alcalinas podem ser usadas na fabricagao
de couro, detergentes e industria farmacéutica. Em trabalho realizado com
A. oryzae e A. flavipes, atividade proteasica manteve-se alta até 50°C [35]
havendo uma queda substancial da atividade em temperaturas mais altas,
similarmente ao presente trabalho. Souza et al. [36] também apresentou
protease com atividade proteolitica 6tima a 50°C utilizando o fungo A.
foetidus. O declinio nas atividades observadas neste trabalho e nos acima
citados possivelmente ocorre pela desnaturagdo da enzima frente a altas

temperaturas.



Figura 5. pH 6timo [A] e Temperatura 6tima [B] da protease parcialmente
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Conclusao

O uso de residuos agroindustriais, como a borra de café, para
fermentacdo em estado solido é eficaz, entretanto, dentre as variaveis
avaliadas a melhor condi¢gao para produgéo de proteases por Aspergillus
ochraceus URMG604, o tipo de substrato foi o unico significativo,
apresentando maior atividade no uso de farelo de trigo. Os resultados
obtidos no presente trabalho também demonstram o potencial do
microrganismo como produtor de colagenases e enzimas fibrinoliticas,
fazendo-se necessario maiores estudos acerta do assunto. Além disto, a
protease obtida por Aspergillus ochraceus URM604 foi purificada por
técnicas cromatograficas e apresenta potencial biotecnolégico para uso na
industria de detergentes, amaciamento de couro e na industria farmacéutica.
Desta forma, os resultados obtidos, embora preliminares, destacam o uso
de A. ochraceus URM604 para producdo de proteases por meio da

fermentacao em estado solido.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A avaliacdo das condigdes de fermentacdo e desenvolvimento do
processo de purificacdo e a caracterizacdo da protease também sao
atividades essenciais visando a aplicacdo da mesma, uma vez que tais
qualidades direcionam o setor onde enzimas podem atuar. No capitulo 1 foi
observada a produgdo protease com atividade colagenolitica do fungo
Aspergillus sclerotiorum URM5792 a partir de fermentagao em estado sélido
utilizando residuo de café como substrato e sua purificagdo por meio de
técnicas cromatograficas. Para avaliacédo de seu potencial biotecnolégico,
foram realizadas atividades proteasicas e colagenoliticas bem como
caracterizagdo parcial, baseando-se na atividade colagenolitica Os
resultados obtidos, embora preliminares, demonstram o potencial do fungo
para produgdo de colagenase nas condi¢gdes estudadas. Além de
evidenciarem o uso de residuo de café como potencial substrato para
fermentacgdes, sendo importante como uma solucéo para o descarte destes
materiais.

No capitulo 2 foram estabelecidas as melhores condi¢gdes de cultivo
do fungo Aspergillus ochraceus URM604 a partir de planejamento fatorial
23, visando reduzir os custos do processo inicial de obtencdo de proteases
foram avaliados dois substratos de baixo custo e residuos agroindustriais
(farelo de trigo e residuo de café, respectivamente), dentre estes destacou-
se o farelo de trigo na condicéo de 60% de umidade e 3g de substrato. Estes
resultados sdo importantes tendo em vista que a escolha do substrato pode
alterar significativamente o teor da amostra extraida, além de corroborarem
com outros estudos que destacam o farelo de trigo como substrato por seu
alto teor nutricional. Em seguida foi realizada a purificagdo parcial da
protease por técnicas romatograficas.

Nesta perspectiva, este trabalho destaca o potencial de ambos os
fungos estudados para produgao de proteases de interesse biotecnoldgico,
e igualmente ressalta que a fermentagéo em estado sélido pode beneficiar-
see de coprodutos e/ou residuos da agroindustria, reduzindo os custos

deste processo enquanto oferece alternativa para o uso destes materiais.
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OBTENCAD DE ENZIMAS. A invencao refere-se ao acoplamento
de um sistema de duas fases aguosas (SDFA) a uma cromatografia
para purnficagao de enzimas, preferencialmente a
frutosiltransferase (FTase), nesse caso, produzida por fungo
filamentoso. Para SDFA

utiliza-se preferencialmente polietileno glicol e citrato de sodio
(PEG/citrato de sodio).

As etapas foram acopladas utilizando colunas verticalmente
posicionadas em superior

e inferior, onde a coluna superior compreende ao SDFA a inferior 3
resina cromatografica, e ambas conectadas por mangueira ou fubo,
onde o fluxo & controlado por valvula presente na coluna superior.
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resultados sugerem que a fecnica & eficaz na punficacio de
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Esta invencéo proporciona um filiro biolégico que consiste na
utilizacéo de um cartucho, material filtrante ou refil de biomassa de
fungos filamentosos, preferencialmente do género Aspergillus, para
tratamento de efluentes coloridos atraves do processo de
biossorcéo. O cartucho permite o contato da biomassa com o
efluente em quaisquer condicbes ambientais, independendo de
viabilidade celular, num processo de ate 120min para maxima
descoloracéo e reducao de toxicidade do efluente. A agua fratada
pode ser reciclada ou eliminada conforme legislacéo. Assim, a
presente invencao fornece um método e um produto seguro,
econdmico, compacto, facil de aplicar, rapido, sem liberac&o de
subprodutos, e consequentemente, ecologicamente correto, para o
problema do tratamento e disposicéo de efluentes industriais
coloridos.

3

91



92

Dados do Inventor (72)

Inventor 1 de 15

Nome: ANNA GABRIELLY DUARTE NEVES

Inventor 2 de 15 B
Nome: ROMERO MARCOS PEDROSA BRANDAO COSTA

Inventor 3 de 15
Nome: KETHYLEN BARBARA BARBOSA CARDOSO

Inventor 4 de 15
Nome: JUANIZE MATIAS DA SILVA BATISTA

Inventor 5 de 15
Nome: ANNA GABRIELLY DUARTE NEVES

Inventor 6 de 15
Nome: KAROLAINE DA CONCEICAO GAMA SANTOS

Inventor 7 de 15
Nome: ARTHUR FILIPE FERREIRA PEQUENO

Inventor 8 de 15
Nome: NAYARA VITORIA DOS SANTOS CRUZ

Inventor 9 de 15
Nome: BRUNO OLIVEIRA DE VERAS

Inventor 10 de 15
Nome: RAQUEL PEDROSA BEZERRA

Inventor 11 de 15
Nome: VIVIANNE LAYS RIBEIRO CAVALCANTI

Inventor 12 de 15
Nome: MARIA TEREZA DOS SANTOS CORREIA

Inventor 13 de 15 )
Nome: SAVIA GAVAZA

Inventor 14 de 15
Nome: ANA LUCIA FIGUEIREDO PORTO

Inventor 15 de 15
Nome: MARCIA VANUSA DA SILVA



