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RESUMO

As proteases fibrinoliticas, em virtude do seu potencial para uso no tratamento de
trombose, tém chamado a atencdo de pesquisadores, pois tal doenca € uma das
principais causas de morte no mundo. O objetivo desta pesquisa foi produzir e
extrair de forma integrada a protease fibrinolitica por Mucor subtilissimus UCP 1262
através de fermentacéo extrativa utlilizandoSistema de Duas Fases Aquosas (SDFA)
PEG/Sulfato de sddio. Foram realizadas fermentacdes homogéneas alterando a
fonte de nitrogénio (farinha de soja ou trigo - 1%), fonte de carbono com 1% de
glicose, agitacao de 120 rpm e temperatura de 30°C. Os ensaios das fermentagdes
extrativas foram constituidos através de um planejamento fatorial 23, modificando a
massa molar do PEG (4000, 6000 e 8000 g/mol), concentracdo do PEG (18, 24 e
30%) e concentracdo do sal (10; 11,5 e 13%). Apds 72 horas de fermentacdo, a
protease fibrinolitica teve sua melhor producdo na farinha de soja obtendo 13,43
U/mL e com atividade especifica de 749,27 U/mg em cultivos homogéneos. No
entanto na fermentacdo extrativa, a fase rica em sulfato de sodio apresentou 15,40
U/mL de atividade fibrinolitica e 34,17 U/mg de atividade especifica no ensaio
composto por concentracdo de sulfato de soédio (10%) e de PEG (18%) e massa
molar do PEG (8000 g/mol), tendo recuperacéo (Y) de 80% da protease fibrinolitica.
A protease tem pH 6timo 7,0 e estabilidade entre os valores de pH 6,0 e 8,5, e
temperatura Otima aos 50°C, sendo estavel entre 10°C a 50°C. Tem especificidade
semelhante a enzima quimiotripsina e foi classificada como uma serino protease,
apresentando massa molar de 52kDa. Deste modo foi possivel pré-purificar a
protease fibrinolitica com um processo de baixo custo e de consideravel rapidez
guando comparado a outras técnicas de producdo e purificacdo isoladas

substituindo etapas iniciais de processos de separacdo convencionais.

Palavras-chave: protease fibrinolitica, Mucor subtilissimus, fermentac@o extrativa,
PEG, Sulfato de sodio, SDFA.
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ABSTRACT

The fibrinolytic proteases, due to its potential use in the treatment of thrombosis,
have drawn attention from researchers because such diseases are a leading cause
of death worldwide. The objective of this research was to produce and extract
simultaneously the fibrinolytic protease by Mucor subtilissimus UCP 1262 through
extractive fermentation with PEG/sodium sulfate. Homogeneous fermentations were
carried out by changing the nitrogen source (soybean flour or wheat -1%), carbon
source with 1% glucose, agitation 120 rpm and 30°C. Extractive fermentation assays
were made using a 2° factorial design, changing the PEG molar mass (4,000, 6,000
and 8,000 g/moal), the PEG concentration (18, 24 and 30%) and salt concentration
(10; 11,5; 13%). After 72 hours fermentation, the fibrinolytic protease had its best
output in soy flour obtaining 13.43 U/mL and specific activity 749.27 U/mg in
homogeneous cultures. However in the extractive fermentation, the sodium sulfate
rich phase showed 15.40 U/mL fibrinolytic activity and 34.17 U/mg for specific activity
in the assay comprises of sodium sulphate concentration (10%) and PEG (18%) and
PEG molar mass (8000g/mol) and yields (Y) of 80% of the fibrinolytic protease. The
protease has a pH optimum between 7.0 and stability pH 6.0 to 8.5 and optimum
temperature 50°C, stable between 10°C to 50°C. It has similar specificity to
chymotrypsin enzyme it has been classified as a serine protease having molecular
weight of 52-kDa. Thus it was possible to pre-purify the fibrinolytic protease having a
low cost process and considerably faster when compared to other isolated production
and purification techniques by replacing the initial stages of conventional separation

processes.

Keywords: fibrinolytic protease, Mucor subtilissimus, extractive fermentation, PEG,

sodium sulphate, ATPS.



1. INTRODUCAO

Devido as suas diversas aplicabilidades na area médica e industrial, as
proteases tém conquistado um amplo espaco no comércio de enzimas em todo
mundo, representando cerca de 60% do total das vendas nesse setor. Ja existe uma
grande variedade de proteases utilizadas comercialmente que variam de aditivos
implementados em detergentes a proteases eficazes na industria terapéutica. As
proteases terapéuticas tém sido alvo de varios estudos onde, geralmente sdo bem
avaliadas devido a sua alta especificidade (LI, 2013). Dentre essas proteases
encontra-se um grupo que € capaz de degradar a fibrina, o principal componente
proteico dos coagulos de sangue, e por ter essa capacidade sdo denominadas
proteases fibrinoliticas. Estas enzimas sao utilizadas na prevencao e tratamento de
doencas tromboticas através da degradacdo de coagulos, conservando assim o
transito sanguineo em locais com leséo vascular (CHOI et al, 2014).

O uso de ativadores de plasminogénio para o tratamento de doencas
trombdéticas tem sido utilizado como alternativa para a terapia fibrinolitica a mais de
30 anos (DRAXLER et al, 2015). Tais ativadores sdo sintetizados pela engenharia
genética e possuem alta afinidade com a fibrina se tornando um agente de origem
humana seguro, entretanto, de alto custo (TIAN et al, 2015). Diante dessa
dificuldade tém-se estimulado a utilizacdo de micro-organismos para se obter as
proteases fibrinoliticas que tenham alta eficacia, baixo custo e maior capacidade de
producado (DEEPAK et al, 2011).

As industrias tém buscado eficiéncia industrial e econdmica nos processos de
separacao e purificacdo de biomoléculas que garantam grandes rendimentos e
pureza (NALINANON et al, 2009). A fermentacdo extrativa utilizando Sistemas de
Duas Fases Aquosas (SDFA) tem sido sugerida como solucdo para superar a
inibicdo dos produtos e a baixa produtividade dos processos biotecnoldgicos
(DELOISA et al, 2009).

O SDFA é formado por mutua incompatibilidade entre dois polimeros ou um
polimero e um sal em solucdo aquosa (ALBERTSSON, 1986) e fornece uma
alternativa eficiente para a purificacdo de biomoléculas por particdo entre duas fases
liguidas. Esses sistemas contém cerca de 80-90% de agua e, assim, proporcionam
um excelente ambiente para células, organelas celulares e substancias
biologicamente ativas (BANIK et al, 2003).



Desta forma, considerando o potencial biotecnolégico dos produtos bioativos
produzidos por espécies fungicas, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
producdo e purificacdo integrada de protease fibrinolitica por Mucor subtilissimus
UCP 1262 utilizando fermentacéo extrativa, além de caracterizar bioquimicamente a
protease fibrinolitica extraida.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1PROTEASES

As proteases ou peptidases, enzimas que hidrolisam ligacbes peptidicas em
proteinas e fragmentos de proteinas (Figura 1), sdo catalisadores eficientes e
especificos (BIN, 2009). Constituem uma grande familia de enzimas (EC 3.4),
dividida em endopeptidases (EC 3.4.21-99) e exopeptidases (EC 3.4.11-19),
classificadas de acordo com a posicao da ligacdo peptidica a ser clivada. Também
podem ser classificadas de acordo com a faixa de pH em que apresentam maior
atividade: acidas (pH 2,0-6,0), neutras (pH 6,0-8,0) e alcalinas (pH 8,0-13,0) (SOUZA
et al, 2015). Tais proteases causam modificacdes irreversiveis em seus substratos

gue podem ter importancia biolégica de diferentes maneiras (KOTB, 2013).

FIGURA 1: Esquematizacdo da formacdo de uma ligacao peptidica entre dois aminoacidos.
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A funcdo dessas proteinas é essencial para muitos processos fisioldgicos e
patoldgicos, como o catabolismo de proteinas, coagulagdo do sangue, crescimento e
migragdo celular, inflamacgao, diferenciagéo de tecidos, crescimento de tumores e
metéastases, liberacdo de hormonios peptideos farmacologicamente ativos a partir de

proteinas precursoras, ativacdo de neurotransmissores e transporte e secrecéo de



proteinas através da membrana (RAWLINGS, MORTON e BARRET, 2007).
Portanto, as proteases extracelulares catalisam a hidrélise de proteinas em
peptideos para posterior absorcédo pela célula, enquanto as proteases intracelulares
possuem um papel importante na regulagdo do organismo (SOUZA et al., 2015).
Desta forma, o interesse pelas proteases tem-se aumentado, visto que podem ser
alvo para desenvolvimento de novos agentes terapéuticos (BAJAJ et al, 2013).

Considerando que as proteases sdo fisiologicamente necessarias a
sobrevivéncia de todos os seres vivos, elas podem ser obtidas de diferentes fontes,
como plantas, animais e micro-organismos e tém aplicagdes em diversas industrias
(Tabela 1).

As proteases provenientes de organismos vegetais requerem um processo de
obtencdo mais demorado, em virtude da disponibilidade da area para cultivo e
também das condi¢cBes climaticas. Em destaque, tem-se a papaina, extraida do
mamao e a bromelina, extraida do abacaxi. As proteases de origem animal
dependem da disponibilidade dos animais para o abate, tornando o0 processo
oneroso (RAO et al., 2007; COELHO et al., 2013). Ja as proteases produzidas por
micro-organismos sdo as mais desejaveis uma vez que elas possuem todas as
caracteristicas essenciais para aplicagdes biotecnoldgicas, onde através dos micro-
organismos pode-se aumentar a producdo das proteases, permitindo um menor
tempo de geracdo da enzima através da manipulacdo genética (COELHO et al.,
2013).



TABELA 1. Aplicagbes das enzimas obtidas de plantas, animais e micro-

organismos.
ENZIMA FONTE DE OBTENCAO APLICACAO REFERENCIAS
Pichia pastoris Tratamento de trombo-
Estreptoquinase recombinada; urina embolias incluindo infarto Zimr;g(;;t al,
e uroguinase humana e fibroblastos do miocardio, por via
intravenosa
Usadas no debridamento
Papaina e Extraidas do latex do de feridas, escaras e Zéicrgn;e[iﬁ;[ ; lét
quimopapaina mamao enxerto de pele; tratamento al, 2011
de hérnia de disco
Proteases como Usadas associadas a
tripsina e Pancreas bovino e suino  analgésicos ou antibiéticos Coelho et al,
quimotripsina para tratamento de 2013
condicbes inflamatérias
Amilases, Pancreas bovino e Auxiliar digestivo Coelho et al,
bromelina suino; abacaxi 2013
Hialuronidase Testiculos de bovinos Agente dispersante e para Coelho et al,
infeccdes 2013
Proteases Aspergillus melleus, Manufatura de queijo
alcalinas Mucor miehei, Mucor (coagulacao do leite) Sathya et al,
pusillus 2010
Protease Bacillus sp. UFPEDA Degradacéo de coagulos Sales et al,
fibrinolitica 485 sanguineos 2013
Protease Mucor subtilissimus UCP Degradacédo de coagulos Nascimento et
fibrinolitica 1262 sanguineos al, 2015

Nos ultimos anos as proteases tém sido bastante utilizadas nas industrias

farmacéuticas devido a sua alta atividade catalitica que permite a administracdo de

menores doses nos tratamentos, além de ter uma melhor eficacia e menos efeitos

colaterais do que os medicamentos ja disponiveis (LI et al., 2013).

Essas enzimas terapéuticas tém se representado como alvo de drogas

potenciais no combate a doencgas, estudos sugerem que cerca de 60 proteases

humanas sao alvos de drogas, por exemplo, no retardo da AIDS demonstrando um

sucesso terapéutico substancial nos ultimos anos e também no combate a doencas



cardiovasculares (CASTRO et al.,, 2011; RAVIKUMAR et al., 2012), cancer, e na

acao contra parasitas e outros virus (ZIMMER et al., 2009).

2.1.1 Proteases fibrinoliticas

A fibrina é o principal componente dos coagulos sanguineos (Figura 2), que
sao formadas a partir da ativacao do fibrinogénio pela acédo da trombina. Durante a
degradacéo, a fibrina insoltvel € hidrolisada em produtos de fibrina degradados por
plasmina (KIM et al., 2011).

FIGURA 2: Vista microscopica de um trombo sanguineo e seus componentes (elementos
figurados do sangue e fibrina).

Existem mais de vinte enzimas no corpo que contribuem com a coagulagao
do sangue enquanto que apenas uma, a plasmina, pode quebrar e remover o
codgulo. As enzimas dependentes de plasminogénio para a sua atividade sao
enzimas que inicialmente precisam ativar o plasminogénio sanguineo formando
consequentemente a plasmina que hidrolisa as redes de fibrina (CHITTE et al.,
2011).

Ha necessidade de se investigar enzimas fibrinoliticas especificas que
superem as desvantagens dos agentes tromboliticos ja disponiveis no mercado,
como alto custo e efeitos colaterais como hemorragia intestinal quando
administrados oralmente (DEEPAK, 2011). Entretanto, para o sucesso da aplicacéo

na industria, apesar da facilidade de obtencdo e producdo de enzimas fibrinoliticas



por micro-organismos ainda tem um fator limitante: sua extragcdo e purificagdo,

devido, principalmente, aos altos custos que essas etapas possuem.
2.1.2 Aplicacdes de proteases fibrinoliticas

Para o tratamento de doencas envolvendo disturbios cardiovasculares, a
aplicacdo de proteases com atividade fibrinolitica tem sido de grande importancia
(LU et al., 2010), na industria alimenticia, de cosméticos e em Varios processos
biotecnoldgicos e em produtos ja comercialmente estaveis e difundidos pelo mundo,
como as pomadas cicatrizantes, que em sua COMPOSICA0 existem enzimas
fibrinoliticas (GIRON et al, 2013).

As doencas cardiovasculares como infarto do miocéardio, acidente vascular
cerebral e doencas tromboembdlicas venosas séo a principal causa de morte em
todo o mundo. No Brasil, séo responsaveis por 30% de todas as mortes registradas
em um ano no pais, isso significa que mais de 308 mil pessoas faleceram por causa
das doencas cardiovasculares. A alta frequéncia do problema coloca o Brasil entre
0s 10 paises com maior indice de mortes por doencas cardiovasculares (BRASIL,
2014). Tais doencas dependem de fatores e herangcas genéticas e estilo de vida,
principalmente aos costumes relacionados a alimentagdo e pratica de exercicios
fisicos. Nesse aspecto, os jovens merecem destaque, por razao do sedentarismo e
hébitos dietéticos errdneos ocasionando obesidade, um dos maiores fatores de risco
para sindromes cardiovasculares, como por exemplo, anginas, embolias, infartos e
trombose (BRASIL, 2014).

Uma das principais doencgas cardiovasculares que ocorrem mais comumente
€ a trombose. Ela atinge cerca de 1,5 milhdo de brasileiros e é responsavel por
cerca de 20% dos casos de AVC (Acidente Vascular Cerebral) registrados (BRASIL,
2014). A trombose é provocada por uma falha no sistema fibrinolitico, e € uma
doenca frequentemente letal, responsavel pelo aumento do nimero de mortes a
cada ano e que surge como consequéncia de doencgas, ou de procedimentos
cirargicos ou de acidentes (LU et al., 2010).

Os trombos sdo compostos por fibrina e elementos figurados do sangue. Um
coagulo sanguineo desenvolvido no sistema cardiovascular pode causar bloqueio
vascular levando a sérias consequéncias, inclusive a morte. Um sistema hemostatico
saudavel suprime o desenvolvimento de coagulos de sangue na circulacdo normal,

mas reage ativamente caso haja injuria vascular (LU et al., 2010).



O uso de enzimas na producdo de medicamentos e a utilizagdo desses
produtos como fatores terapéuticos compreende uma grande parcela do mercado
farmacéutico global, com probabilidades de crescimento, ja que, se faz necessario
conhecer novas informac¢des sobre como essas moléculas funcionam nos processos

clinicos a que sdo empregadas (CHITTE et al., 2011).

2.2PRODUCAO DE PROTEASES POR MICRO-ORGANISMOS

Os micro-organismos sdo uma excelente fonte de proteases devido a sua
variedade bioguimica de seus produtos e a manipulagcdo genética, bem como a
facilidade de serem cultivados em larga escala e proporcionando altos rendimentos
(KUMAR et al., 2011; SOUZA et al., 2015). Devido a maioria das proteases serem
secretadas extracelularmente, ou seja, diretamente no caldo fermentado, o0 processo
de recuperacéo e purificacdo torna-se mais simples e sendo assim mais rapido, mais
facil e com menor custo. Além disso, as proteases microbianas sao importantes
devido a sua aplicabilidade e atuacdo sobre diversos substratos especificos
(KUMAR et al., 2011).

O processo fermentativo, em sintese, consiste na mistura de um micro-
organismo selecionado a um substrato especifico por um determinado tempo com
temperatura e pH adequados, para que o micro-organismo degrade o substrato e se
reproduza as custas da utilizacdo dos nutrientes disponiveis, sendo a composicao
do meio um fator de fundamental importancia para o desenvolvimento do cultivo
(RAO et al., 2007).

A utilizacdo de derivados da soja, como a farinha de soja e proteina de soja
tem sido excelentes fontes de nitrogénio (ALI, 2008; KUMAR et al., 2011), além de
também ser necessario para 0 micro-organismo a utilizacao de fontes de carbono e
sais minerais. Os componentes do meio de cultivo podem ser combinados com
parametros operacionais do processo tais como temperatura, agitacdo e aeracao
para obtencdo da molécula alvo (KUMAR et al., 2011).

Processos fermentativos envolvendo micro-organismos tém sido amplamente
estudados devido a seu potencial em produzir proteases. Comumente, 0S micro-
organismos sédo os mais escolhidos quando comparado a outras fontes produtoras
de proteases, devido ao seu rapido crescimento e cultivo, e a grande atividade que

possuem (RAO et al., 2007). O fato das proteases serem produzidas por uma



variedade de bactérias, virus e fungos, torna 0s micro-organismos 0S maiores
responsaveis pela producédo de proteases utilizadas nas industrias (MUKHERJEE e
RAI, 2012).

2.2.1 Proteases fangicas

Por produzirem diversas enzimas e metabdlitos, os fungos filamentosos séo
utilizados em véarios processos industriais (SOUZA et al.,, 2015). Calcula-se que
aproximadamente 60% das enzimas que sao comercializadas, tem origem fungica
(ERJAVEC et al., 2012), sendo estas de facil obtencédo e reguladas, em primeira
instancia, a partir da constituicdo das fontes de carbono, nitrogénio, além do pH do
meio de cultivo (YIKE, 2011).

Os fungos filamentosos tém a capacidade de se propagar em meios de baixo
custo, em especial as espécies do género Aspergillus que sédo alvo de estudos por
produzirem grandes quantidades de enzimas quando cultivados em fermentacao
submersa (SHIRASAKA et al, 2012). Ja4 os fungos do género Penicillium sé&o
conhecidos devido a sua grande capacidade de secretar proteases, principalmente
proteases alcalinas em meio liquido (SOUZA et al., 2015).

O género Mucor, e suas espécies sao utilizadas na fermentacdo de alimentos
de soja em paises orientais (ZHANG et al.,, 2013), e também s&do fortemente
aplicados na coagulacéo do leite, na industria do queijo, na producéo de etanol e na
producédo de proteases (SOUZA et al., 2015), sendo também um grande produtor de
protease fibrinolitica (NASCIMENTO et al., 2015).

O género Mucor possui aproximadamente 3 mil espécies, distribuidas no solo,
nas plantas, nos vegetais em decomposicdo e até nas fezes de animais herbivoros
(ZHANG et al.,, 2013). Reproduzem-se de forma assexuada por aplandsporos
formados nos esporangios e clamiddsporos e sexuadamente pela fusdo de dois
gametangios originando o zigésporo, estando 0s gametangios no mesmo micélio ou
de micélios diferentes (ALVES et al, 2005).

A espécie Mucor subtilissimus (Figura 2), integra a ordem Mucorales, que
pertence a um grupo filogeneticamente antigo de fungos, também pertencentes os
géneros Rhizopus, Rhizomucor, Absidia, Lichtheimia, Corymbifera, Cunninghamella
e Blakeslea (PHULPIN-WEIBEL et al, 2013), e pode ser reconhecida

macroscopicamente pela formacdo de suas colénias com aparéncia de la com
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pequenos pontos (Figura 3 A e B), denominados esporangios, apos alguns dias de
cultivo, indicando o inicio da esporulacdo, e microscopicamente por apresentar hifas
grossas e asseptadas (Figura 3 C, D e E), com esporangios circulares, medindo
cerca de 20 a 80pm, contendo em seu interior esporangiosporos ramificados e sem
rizéides, com 3 a 5um de didmetro (SHARIFIA, 2007).

FIGURA 3. Prancha de fotos referentes ao do fungo do género Mucor (A) e (B): Vista
macrosc()pica_e; ©, (Q) e (BE): micros_cépica.
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O grande potencial biotecnoldgico dos representantes do género Mucor é

evidenciado através de varios estudos ja mencionados, porém € necessario salientar



11

gue em qualquer processo de producdo de biomoléculas existe uma fase de
producdo do produto, e outra fase relativa a recuperacdo e a purificacdo desse
produto. Enzimas produzidas por fungos, geralmente sdo secretadas de forma
extracelular e tal maneira, facilita a etapa do processo de recuperacao (YEGIN et al,
2011).

2.3PRODUCAO E PURIFICACAO INTEGRADA DE PROTEASES POR
SISTEMAS DE DUAS FASES AQUOSAS (SDFA)

A partir da década de 80, a biotecnologia e seus processos se tornavam cada
vez mais importantes por oferecer diversas vantagens sobre a composi¢cao quimica
e separacdo de biomoléculas, porém ainda de forma limitada (WETHEARLY, 2014).
Ao decorrer dos anos, o desenvolvimento de técnicas de separac¢ao e purificacao de
biomoléculas ganhou um grande espaco para estudos e se tornou um importante
critério para a maioria dos estudos na area de biotecnologia. Uma técnica de
extracdo e purificacdo que tem sido estudada ao longo de varios anos, alinha baixo
custo e altos rendimentos envolve a particdo de biomoléculas por duas ou mais
fases imisciveis nos sistemas aquosos (ROSA et al., 2010).

O Sistema de Duas Fases Aquosas (SDFA) é uma técnica multifuncional para
separacdo de moléculas quimicas ou de origem biolégica. Sdo formados pela
mistura de dois polimeros de cadeias flexiveis em agua ou de um polimero e um sal
em determinadas concentracdes (ROSA et al., 2010; ASENJO; ANDREWS, 2012).
No processo de particdo as interagBes hidrofébicas e hidrofilicas provenientes do
sistema com o produto sdo de fundamental importancia, pois sédo elas que auxiliardo
a molécula a migrar para uma das fases de acordo com suas propriedades fisico-
guimicas (ROSA et al., 2010).

Como vantagens, os SDFAs alinham a facilidade no aumento da escala, rapida
transferéncia de massa, equilibrio alcancado com recursos de baixa energia na
forma de mistura mecéanica, possibilidade de operacdo rapida e seletiva,
possibilidade de manuseio a temperatura ambiente, além de ser mais econémico
gue outros processos de separacdo (ALBERTSSON, 1986). Outra vantagem desse
sistema € a alta quantidade de agua utilizada, que varia de, aproximadamente, 85 -
99%, permitindo a particdo de biomoléculas e particulas celulares sem desnatura-

las. Alterando a concentracdo e a composi¢cado dos polimeros e dos sais, pode-se
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modificar as propriedades fisicas dos sistemas, o que auxilia uma melhor particdo de
compostos (GAVASANE; GAIKAR, 2013).

Nos sistemas bifasicos aquosos existem variaveis que podem induzir a
separacao das moléculas entre as fases, podendo ser classificadas como inerentes
ao préprio sistema, como 0os componentes do sistema, massa molar do polimero,
concentracdo do polimero ou do sal, pH e temperatura, ou variaveis referentes a
molécula alvo, como a hidrofobicidade, distribuicdo de cargas, ponto isoelétrico e
massa molar (BANIK E SANTHIAGU, 2012). Além disso, as for¢gas de Van de Walls,
ligacBes de hidrogénio e interacdes ibnicas das moléculas interferem na migragéo no
sistema (ROSA et al., 2010). Por isso é necessario conhecer tais variaveis para que
se obtenha sucesso no processo de separacdo da molécula alvo.

Apesar de o SDFA ser comumente usado em processos de purificacdo pos-
fermentativo, seu uso pode ser ampliado quando envolvido no proprio processo de
fermentacdo, através da fermentacdo extrativa. Nesse processo de fermentacéo
existe a integracdo entre a secrecao do produto e sua purificacdo em uma Unica
etapa. Sendo assim, a fermentacdo extrativa € o processo pelo qual ocorre a
integracéo entre a producao e a recuperacdo da molécula in situ (Figura 4) (BANIK;
SANTHIAGU, 2012).

FIGURA 4. Representacdo simplificada do processo integrado do SDFA e
fermentacao para produtos extracelulares. Fonte: Rito-Palomares (2004).

Processo Integrado

i Extracio Etapas de

Meio de : por SDFA Purificaciio de
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Devido a alta concentracdo de agua no SDFA, o meio se torna compativel para
o cultivo de células microbianas, além de ter baixa tenséo interfacial (LEE et al.,
2012; CHEN; LEE, 2012). Ainda assim, € necessério observar a concentracdo dos
polimeros e sais utilizados para nédo influenciar na taxa de oxigénio dissolvido, pois é

um fator importante. O aumento da quantidade de polimero e de sais causa a
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diminuicdo da taxa de transferéncia de oxigénio no meio de cultivo, reduzindo a
difusdo e solubilidade do oxigénio e limitando o crescimento celular (CHEN; LEE,
2012).

O resultado ideal que se espera na fermentacdo extrativa € que as células se
concentrem de preferéncia em uma das fases do sistema, ao mesmo tempo em que
a biomolécula alvo se concentre na fase oposta. Nessa situacdo padrao a obtencéo
do produto seria facilitada, eliminando a interferéncia de inibidores sobre a
biomolécula produzida (PARK et al, 2012).

Quando o produto é uma enzima, o0 alto custo da sua purificacdo € um dos
principais obstaculos para sua comercializacdo (PARK et al, 2012). Pesquisas
realizadas e tém buscado a reducédo de custos de producdo e extracdo de enzimas
(RODRIGUEZ-COUTO e SANROMAN, 2011). Por consequéncia disso, a utilizacao
da fermentacao extrativa com sistema de duas fases aquosas, também reduziria 0s
custos provenientes da producdo e purificacdo da enzima ja que essas etapas
seriam feitas de forma simultanea (DHAMOLE et al., 2012).

Sendo um processo em crescente desenvolvimento e propicio para diversas
biomoléculas e os mais variados micro-organismos, a fermentacao extrativa em duas
fases aquosas vem sendo aplicada na producao e purificagdo de enzimas como:
lipase (OOI et al.,, 2011, SHOW et al., 2012), fosfatase alcalina (PANDEY; BANIK,
2011), tanase (RODRIGUEZ-DURAN et al., 2013), protease alcalina (LEE et al.,
2012) e enzimas fibrinoliticas (ASHIPALA; HE, 2008, SALES et al., 2013).
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3. OBJETIVOS

3.1Geral

Produzir e purificar de forma integrada proteases fibrinoliticas de Mucor

subtilissimus UCP 1262 utilizando Sistemas de Duas Fases Aquosas (SDFA).

3.2Especificos

e Produzir proteases fibrinoliticas por fermentacdo submersa e fermentacao
extrativa utilizando Mucor subtilissimus UCP 1262;

e Determinar as condi¢cdes mais adequadas de producado e extracao integradas
utiizando Sistemas de Duas Fases Aquosas (PEG/Sais) através de
planejamento fatorial;

e Analisar as respostas do processo de purificacdo por fermentacédo extrativa
(coeficiente de particéo, recuperacédo e aumento de pureza) para determinar a
melhor condic&o de producao integrada e purificacdo com SDFA;

e Avaliar o perfil eletroforético e zimograma da protease fibrinolitica produzida
na fermentacéo extrativa;

e Caracterizar bioguimicamente a protease fibrinolitica purificada por SDFA,

guanto ao pH, temperatura, ions, surfactantes e inibidores.
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RESUMO

As enzimas fibrinoliticas apresentam-se como uma alternativa na terapia de doencas
tromboliticas na medicina humana e veterinaria. Desta forma, este trabalho objetivou avaliar a
producdo e extracdo integrada da protease fibrinolitica de Mucor subtilissimus UCP 1262. O
processo integrado de producdo e purificacdo foi realizado para avaliar a producdo, particdo e
recuperacdo de protease fibrinolitica segundo um planejamento experimental 22, utilizando
como variaveis independentes a massa molar do PEG, concentracdo do PEG, e a concentracédo
do sal. O maior valor em atividade fibrinolitica (15,40 U/mL) foi obtido na fase rica em
sulfato de sédio no ensaio composto por 10% de sal e 18% de PEG e massa molar do PEG
8000 (g/mol), e foram obtidos recuperacdes superiores a 80%. A protease fibrinolitica
apresentou pH étimo 7,0, estabilidade entre os pH 6,0 e 8,5, temperatura 6tima 50°C, sendo
estavel de 10°C a 50°C. A protease avaliada é uma serino protease, com massa molecular de
52kDa. Deste modo, é possivel pré-purificar a protease fibrinolitica com um processo de
baixo custo e de consideravel rapidez quando comparado a outras técnicas de producdo e
purificacdo isoladas substituindo etapas iniciais de processos de separa¢ao convencionais
Palavras-chave: Mucor subtilissimus, protease fibrinolitica, fermentacédo extrativa, SDFA.
ABSTRACT

Fibrinolytic enzymes are alternative in therapy of thrombolytic diseases in human and
veterinary medicin. Thus, this study aimed to evaluate the fibrinolytic protease production and

integrated extraction from Mucor subtilissimus UCP 1262 by extractive fermentation. The
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integrated process of production and purification was carried out to evaluate the production,
partition and enzyme recovery according to a 2° experimental design, using as independent
variables PEG molar mass, PEG concentration, and salt concentration. The highest value for
fibrinolytic activity (15.40 U/mL) was obtained in sodium sulfate rich phase in the assay
comprising 10% of salt and 18% of PEG and PEG molar mass 8000 (g/mol). Recovery
obtained were greater than 80%. Fibrinolytic protease presented optimum pH 7.0 and stability
between pH 6.0 and 8.5, and optimum temperature 50°C, stable between 10°C to 50°C.
Protease is a serine-protease with molecular weight at 52kDa. Therefore, it is possible to pre-
purify the fibrinolytic protease with a low cost process and considerably faster when
compared to other isolated production and purification techniques by replacing the initial
stages of conventional separation processes.

Keywords: Mucor subtilissimus, fibrinolytic protease, extractive fermentation.

INTRODUCAO

A trombose é provocada por uma falha no sistema fibrinolitico, e € uma doenca
frequentemente letal, responsavel pelo aumento do niumero de mortes a cada ano e que surge
como consequéncia de doencas, ou de procedimentos cirdargicos ou de acidentes (Lu et al.,
2010).

As doencas vasculares também séo relevantes na medicina veterinaria, a tromboflebite
jugular em equinos é um exemplo de doenca vascular com alta incidéncia, definida como a
obstrucdo completa ou parcial do fluxo sanguineo secundaria a formacdo de trombo,
acompanhada de inflamacdo da parede do vaso, em geral, esta associado ao uso substancias
endovenosas irritantes, cateterizagdes e traumas mecéanicos (Dombusch et al., 2000; Feliciana
etal., 2014).

Segundo Dombusch (2000) o tratamento da tromboflebite jugular em equinos consiste
na retirada do cateter intravenoso, na utilizacdo de anti-inflamatérios por via oral e tdpica, e
em alguns casos, utilizacdo de antibidtico-terapia sistémica e/ou intervencdo cirdrgica. Uma
medida menos invasiva para o animal seria a tentativa de solubilizar o trombo com farmacos
ativadores de plasminogénio, que, convertido em plasmina, degrada a fibrina, processo
conhecido como fibrindlise. A estreptoquinase, enzima bacteriana muito utilizada em
medicina humana para a tromboélise medicamentosa, ndo € efetiva em ativar o plasminogénio
no equino, restando, portanto, a uroquinase, apesar de seu custo elevado e dificil obtencg&o.

Proteases fibrinoliticas degradam a fibrina, a proteina que é o maior componente dos

coagulos de sangue. Ela ¢é dissolvida pela enzima fibrinolitica, plasmina (EC 3.4.21.7) que
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mantém o fluxo sanguineo em sitios de leséo vascular (Choi et al., 2009; Wang et al., 2011).
A formacdo do coagulo de fibrina é normalmente regulada pelo sistema bioldgico. Entretanto,
quando a fibrina ndo é hidrolisada em seu estado desequilibrado, ocorre a trombose, bem
como outros distarbios cardiovasculares (Choi, 2011).

Atualmente as industrias tém buscado eficiéncia industrial e econdmica nos
processos de separacdo e purificagdo de biomoléculas que garantam rendimento e pureza
elevados (Nalinanon et al., 2009). Fermentagao extrativa ou recupera¢do do produto “in situ”
tem sido sugerida como solugdo para superar a inibicdo dos produtos e baixa produtividade
dos processos biotecnoldgicos (Ashipala e He, 2008; Deloisa et al., 2009).

Na Fermentacdo Extrativa utilizando Sistema de Duas Fases Aquosas (SDFA), as
células sdo particionadas em uma das fases do sistema e o produto desejado é particionado
para a outra fase. Uma vez que os processos de producdo e separacdo do produto estdo
ocorrendo simultaneamente, a compreensdo dos mecanismos é essencial para a elaboragédo de
um sistema bem-sucedido (Banik et al., 2003).

O desenvolvimento eficiente de bioprocessos para a recuperacdo e purificacdo de
produtos bioldgicos representa uma das principais preocupacdes para a industria
biotecnoldgica. A necessidade crescente por compostos de alto valor na industria alimenticia,
farmacéutica e de cosméticos tem chamado a atengdo para novas estratégias de
desenvolvimento e producgdo de biomoléculas de interesse (Chavez-Santoscoy et al., 2010).

Diante disso, 0 objetivo desse trabalho foi produzir e purificar protease com atividade
fibrinolitica de Mucor subtilissimus UCP 1262 através de fermentacdo extrativa utilizando
PEG e sulfato de sodio, bem como a caracterizacdo bioquimica da enzima, visando uma

possivel aplicagdo em tromboflebite jugular em equinos.

MATERIAL E METODOS

O fungo Mucor subtilissimus UCP 1262 isolado do solo da Caatinga, obtido através do
Projeto RENNORFUN/CNPq/FACEPE, e autenticado taxondmicamente pela Universidade
Catolica de Pernambuco (UNICAP). A linhagem flngica foi mantida e repicada em Czapec
Dox Agar, incubada em estufa microbioldgica a 30°C e preservada em 6leo mineral.

Para a producao foi utilizado o meio MS-2 (Porto et al, 1996) composto por: 2,0%
(p/v) de farinha de soja, 0,06% (p/v) de MgS0O,4.7H,0, 0,1% (p/v) de NH,4CI, 0,435% (p/v) de
K;HPO,e 0,1 mL de solu¢do mineral (100mg de FeSO4, MnCl,.4H,0, ZnSO,, CaCl,.H,O em
100 mL de agua destilada, com pH inicial 7,2). E uma varia¢do alterando o substrato de soja

por trigo. A autoclavagem do meio de cultivo foi a 121°C/ 1 atm de pressdo, durante 20
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minutos. Logo apos utilizou-se Erlenmeyer (125 ml) contendo 50 ml de meio de producéo,
sendo o indculo correspondente a 10* esporos/mL. A fermentagdo homogénea foi realizada
em agitador orbital a 120rpm, 30°C, por 72 horas. O liquido metabolico obtido apés
centrifugacdo foi utilizado para determinagdes analiticas.

A fermentacdo extrativa utilizando Sistema de Duas Fases Aquosas (SDFA) foi
realizada misturando-se diferentes concentra¢es de PEG e sulfato de sddio (Na,SO,4) de
acordo com o planejamento experimental 2° (Tab. 1) em que se utilizou como variaveis
independentes a massa molar do PEG, concentracdo do PEG e concentragcdo do sal. O
planejamento fatorial foi composto por 8 ensaios e 4 repeti¢des do ponto central, totalizando
12 ensaios. As repeticdes do ponto central foram feitas para possibilitar o célculo do erro
experimental. Foi utilizado o meio MS-2 descrito por Porto et al. (1996), autoclavado a 121°C
por 20 minutos. Ao meio de soja (MS-2) foi adicionado concentracfes determinadas dos
componentes das fases do sistema de extracdo (PEG e sal) para que seja composto o sistema
para a fermentagéo extrativa.

A fermentacdo extrativa foi realizada em agitador orbital a 120rpm, 30°C, por 72
horas. Apds o periodo de cultivo, os ensaios da fermentacdo extrativa foram mantidos em
repouso por uma hora em temperatura ambiente para separacdo das fases. Ap0s a separagdo
das fases, verificou-se os volumes das mesmas, as separou em tubos e centrifugou-as para
garantir a idoneidade da amostra, assegurando amostras somente com fase PEG ou amostras
somente com fase sal do sistema. Ja as amostras da fermentacdo normal foram centrifugadas
para separacao da biomassa. Todas as analises estatisticas e graficos foram realizadas com o
auxilio do programa Statistica 8.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA).

A determinacdo da atividade fibrinolitica foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Wang et al., (2011). Em que consiste, inicialmente por 0,4 mL de fibrinogénio a
0,72%, 0,1mL de tampéo fosfato de sddio a 245 mM em pH 7, inserido em banho-maria por 5
minutos a 37°C. Logo apds coloca-se 0,1ml de trombina equivalente a 20U/mL, por fim esta
solugdo foi incubada a 37°C por 10 minutos. Depois disto insere-se 0,1mL do liquido
metabdlito livre de células, ap6s 60 minutos adiciona-se 0,7mL TCA a 0,2M na reacao e esta
sera centrifugada a 12.000 rpm por 20 minutos. Por fim, retira-se 1mL do sobrenadante para a
leitura em espectrofotbmetro no comprimento de onda a 275nm, portanto 1 unidade de
atividade enzimética (U) é definida como a variacdo da absorbancia de 0,01 por minuto. O
teor de proteinas dos extratos brutos foi determinado através do método de Bradford (1976),
utilizando-se albumina de soro bovino (BSA) como padréo.

A quantificacdo proteasica foi determinada pelo método de Ginther (1979), que utiliza
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azocaseina a 1% como substrato para reacdo, tendo como 1 unidade de atividade enzimética
(V) a variacdo de 0,01 na absorbancia a 420nm por 1 hora.

A atividade amidolitica foi determinada pelo meétodo de Chong et al. (2002),
utilizando o substrato cromogénico SApNA (succinyl phenylalanine proline alanine
aminotransferase pnitroanilide) para reagdo. Apo6s a incubagdo por 10 minutos, a 37°C. A
quantidade de p-anitroanilina liberada por mimuto foi mensurada pela variacdo da
absorbancia a 405nm, sendo 1 unidade (U) de atividade enzimatica definada pela quantidade
de enzima requerida para a producédo de 1 mol de p-anitroanilina por minuto.

O coeficiente de particdo da protease fibrinolitica (K) foi determinado pela razdo entre
as atividades da protease fibrinolitica na fase superior (AFsyperior) € Na fase inferior (AFinferior)

K= AFsyperior
AFinferior

A recuperagdo enzimatica () foi determinada por Chouyyok et al., (2005) de acordo

com a equacao seguinte:
100
1+ (D))

Sendo Vr, a razdo entre os volumes das fases superior e inferior.

Y =

Para estudo do efeito do pH na reacdo, o substrato para a atividade proteasica foi
solubilizado em diferentes tampdes - acetato de sodio (pH 3,0-5,0), fosfato-citrato (pH 5,0-
7,0), TRIS-HCI (pH 7,0-8,5) e NaOH-glicina (pH 8,5-11,0), enquanto que no estudo da
estabilidade ao pH, o extrato enzimatico purificado foi exposto aos mesmos tampdes na
proporcao de 1:100 e incubados a 37°C por 2h, sendo retirada aliquotas a cada 30 minutos. O
efeito da temperatura foi determinado pela incubacdo da reacdo para determinar a atividade
protedsica em temperaturas variando entre 10 e 100°C, por um periodo de 1lh. Para
determinacdo da estabilidade a temperatura, foram retiradas aliquotas a cada 30min, durante
um periodo de exposicdo de 2h a varias temperaturas. Todas as aliquotas foram submetidas a
determinacéo da atividade proteasica pelo método de Ginther (1979).

A influéncia das solugGes ibnicas foi avaliada na concentracdo de 2,5mM, 5mM e
10mM. O extrato enzimatico purificado foi exposto aos seguintes ions: sulfato de zinco
[(ZnSQO,4).7H,0], sulfato de magnésio [MgSQ,], sulfato de cobre [CuSQ,], sulfato de ferro
[FeSOy], cloreto de célcio [CaCl,], cloreto de potéssio [KCI], cloreto de sodio (NaCl), cloreto
de ferro (FeCls), cloreto de zinco (ZnCl,), e incubados a 37°C por 1h. Os ions foram
dissolvidos em tampdo TRIS-HCI NaCl pH 7,75 a 0,15 M. A atividade proteasica foi
determinada segundo Ginther (1979).
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Foram realizados ensaios para avaliar o efeito de algumas substancias na atividade da
enzima. O extrato enzimatico purificado foi exposto a diferentes inibidores: PMSF (fluoreto
de metilfenilsulfonil - C;H;FO,S), Pepstatina A (C34Hs3NsOg), B-mercaptoetanol (B-Hidroxi-
1-etanotiol - C;HsSO) e EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético - C1oH16N2Og) € incubados
por 1h a 37°C. Os inibidores foram dissolvidos em tampédo TRIS-HCI NaCl pH 7,75 a 0,15
M, a concentragdo das solugdes foi padronizada em 10mM. A metodologia de determinacgao
da atividade protedsica foi determinada pelo método de Ginther (1979).

A influéncia do SDS (dodecil sulfato de sédio - Ci,H2sSO4Na) foi estudada nas
concentragOes de 0,5; 1,0 e 2,0 mM; O efeito do Triton X-100 (C14H2,0 (C,H40),), Tween 20
(monopalmitato de polioxietileno sorbitano - CsgH;114026) € Tween 80 (monopalmitato de
polioxietileno sorbitano -Cg4H124026), foram testados a 0,5; 1,0 e 2,0%. O extrato enzimatico
purificado foi exposto aos surfactantes e incubados a 37°C por 1h. Os surfactantes foram
dissolvidos em tampdo Tris-HCI NaCl pH 7,75 a 0,15 M. A atividade proteésica foi
determinada pelo método de Ginther (1979).

A eletroforese SDS-PAGE foi determinada utilizando-se gel de concentracdo com 5%
de poliacrilamida e gel de corrida com 12% de poliacrilamida. A corrida foi realizada a
25mA, segundo Laemmli (1970). A coloracdo das proteinas foi realizada pela imersdo do gel
por 2h em uma solucéo contendo 0,1% de Coomassie Blue R-250 (Fluka Fine Chemical Co.,
Ltd., Tokyo, Japan). Para descoloracdo, o gel foi imerso em uma solucdo de acido acético,
metanol e 4gua, na proporc¢éo de 7:40:53.

O zimograma foi realizado em gel de fibrina a 11% contendo 0,12% (p/v) de
fibrinogénio e solucdo de trombina (1 unidade/mL) (Kim, 1998). Apl6s a corrida da
eletroforese, o gel foi lavado com uma solucdo 2,5% de Triton X-100 durante 1 hora, sendo
submetido a lavagem com agua destilada por 3 vezes e incubado em tampéao de reacédo (0,1M
de glicina, pH 8,4) a 37°C, por 18h. Os procedimentos de coloracdo e descoloracdo foram
como descrito para a SDS-PAGE.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do crescimento da biomassa na fermentacdo homogénea, contendo como
fonte de nitrogénio a farinha de soja ou a farinha de trigo, por Mucor subtilissimus UCP 1262
durante 120 horas. Houve um aumento na producéo de proteases, juntamente com a producao
da protease fibrinolitica. A producéo de protease obteve valores entre 9,33 e 64,3 U/mL, no
decorrer do cultivo de 120 horas com farinha de trigo e 50,67 e 77,0 U/mL, no cultivo com

farinha de soja, sendo o melhor valor (77,0 U/mL) de atividade proteasica obtida com 72h em



201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234

27

meio contendo farinha de soja. Os resultados encontrados por Palanivel et al. (2013) foram
semelhantes aos obtidos neste trabalho, tais autores avaliaram a producdo de protease
extracelular, e obtiveram valores de atividade proteasica de 80 U/mL, 40 U/mL e 35 U/mL
para os géneros Aspergillus, Mucor e Curvularia, respectivamente, ap6s 168 horas, com
agitacdo de 220 rpm, a 37°C. Deste modo, com 0 mesmo género, o presente trabalho obteve
quase o dobro da atividade e menos da metade do tempo de fermentacao.

Em relacdo a atividade fibrinolitica total no cultivo submerso homogéneo, o melhor
valor para fermentacdo com farinha de trigo foi de 4,83 U/mL, apds 96 horas. Enquanto que
na fermentacdo com farinha de soja, o pico da producdo da protease fibrinolitica foi de
13,43U/mL e atividade especifica de 749,27U/mg apds 72 horas de cultivo. Bajaj et al.
(2014), avaliando a otimizacdo de uma protease fibrinolitica produzida por Bacillus subtilis I-
2, obteve 280,2U/mg de atividade fibrinolitica em seu extrato bruto contendo soja, apés 24
horas de cultivo sob agitacdo de 180rpm e 37°C.

O grande potencial para producdo de proteases pelo género Mucor ja foi descrito por
inimeros autores, como Yegin et al (2012) que usou Mucor mucedo DSM 809 para producéo
de protease aspartica extracelular, Santos-Ribeiro et al., (2015) que produziram e
caracterizaram protease de Mucor hiemalis URM3773, e Nascimento et al., (2015) obtiveram
éxito ao utilizar o Mucor subtilissimus UCP 1262 para producéo de protease com atividade
fibrinolitica em fermentacGes em estado solido utilizando residuos agro-industriais. Desta
forma os resultados desta etapa reforcam o potencial deste género como produtor de proteases
fibrinolitica.

Sistemas de duas fases aquosas compostos por PEG e sulfato de sodio (Na,SO,) foram
utilizados para a fermentagédo extrativa visando a producgéo e o particionamento da protease
fibrinolitica de forma integrada em uma Unica etapa, como mostra a matriz do planejamento
com os resultados (Tab. 1). Foi observado que a biomassa migrou para fase PEG e em todos
os experimentos foram obtidas atividades fibrinoliticas. Apesar de alguns autores relatarem
que a presenca do polimero (PEG) pode desacelerar o crescimento das células microbianas,
ou seja, ocorrendo a fase estaciondria tardiamente e possivelmente diminuicao na producéo de
protease (Yasinok et al., 2010), este fendmeno ndo interferiu no desempenho de crescimento
do Mucor subtilissimus UCP 1262, o qual manteve a produgdo da protease fibrinolitica no
mesmo tempo que a fermentacdo homogénea.

A protease fibrinolitica particionou preferencialmente para a fase superior do sistema
(rica em PEG) na maioria dos ensaios do planejamento, tendo valores de coeficiente de

partigio maiores que 1 (K >1) (Tab. 1), estatisticamente as variaveis estudadas ndo foram
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significativas para esta varidvel resposta. Entretanto, 0 maior valor em atividade fibrinolitica
(15,40 U/mL) foi obtido na fase inferior do sistema rica em sulfato de sodio no ensaio 2 (Tab.
1).

Ashipala e He (2008) ao verificarem a producdo da protease fibrinolitica por Bacillus
subtilis DC-2 em fermentagdo extrativa utilizando PEG e sulfato de sodio, apresentaram
resultados semelhantes aos obtidos no presente trabalho. Os autores também relataram que o
aumento da atividade foi atribuido a uma maior secre¢do da protease na presenca de PEG.
Embora o PEG seja necessario para a liberacdo da protease, sua presenca em concentracdes
mais altas pode ser um fator limitante na producdo, pois tal molécula restringe o crescimento
do micro-organismo.

Os indices de recuperacdo enzimatica (Y) indicam uma alta recuperacdo da protease
fibrinolitica atingindo rendimentos com mais de 80% (Tab. 1). Dentre as variaveis
independentes utilizadas nesse processo, estatisticamente, apenas a interagdo entre a massa
molar do PEG (Mpgg) € a concentragdo de PEG (Cpeg) teve efeito significativo e positivo
(Fig. 1A), ou seja, o sinergismo entre 0s maiores valores dessas variaveis contribuiu para o
aumento do rendimento enzimatico (Fig. 1B), sendo assim, quando combinadas as menores

concentracOes de Mpgg € da Cpeg, Obteve-se maiores valores de rendimento.

Tabela 2. Resultados do planejamento fatorial 2° para producéo e extragdo integrada de
protease fibrinolitica produzida por Mucor subtilissimus UCP 1262 por fermentacao extrativa
(PEG/Sulfato de Sodio).

Mpec Cpec Csa  AFPEG AF SAL AEPEG AESAL
Ensaio Kar Y (%)

(g/mol) (%) (%) (U/mL) (U/mL) (U/mg) (U/mg)
1 4000 18 10 11,21 9,00 125 89,21 3,68 3,00
2 8000 18 10 10,47 15,40 0,68 63,34 4,60 5,37
3 4000 30 10 9,88 7,83 1,26 38,68 5,79 4,54
4 8000 30 10 11,12 10,16 1,09 71,74 4,48 7,81
5 4000 18 13 12,91 6,71 1,92 79,08 8,37 3,06
6 8000 18 13 11,61 7,38 1,57 71,50 4,07 3,16
7 4000 30 13 13,12 12,39 1,06 61,36 521 16,16
8 8000 30 13 11,49 10,25 1,12 86,40 3,41 34,17
9C 6000 24 11,5 11,04 7,43 149 79,33 6,50 4,13
10C 6000 24 11,5 10,68 9,02 1,18 76,95 5,60 4,90
11C 6000 24 11,5 11,28 8,55 1,32 77,48 6,50 5,03

12C 6000 24 11,5 11,41 12,32 0,93 59,62 6,65 13,20
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AF - atividade fibrinolitica na fase PEG e Sal (Sulfato de Sodio), coeficiente de particéo (K),
rendimento (), atividade especificas (AE) nas fases PEG e Sal, e C = pontos centrais.
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Figura 1. (A) Grafico de Pareto dos principais efeitos das variaveis independentes e suas
interagOes (Massa molar PEG — MPEG; Concentracdo de PEG — CPEG; Concentragdo de
Na,SO, — CNa,SO,4) para a recuperacdo enzimatica (Y); (B) Diagrama para interpretacdo
geométrica dos efeitos da interacdo entre Concentracdo (CPEG) e Massa Molar do PEG

(MPEG) tendo como variavel resposta o rendimento ().

Para verificar a pureza da protease fibrinolitica produzida por Mucor subtilissimus
UCP 1262 em fermentacdo extrativa foi realizado uma eletroforese SDS-PAGE e um
zimograma de fibrina (Fig. 2). Verificou-se que apds a corrida no gel que a banda referente a
protease fibrinolitica ficou entre os marcadores de massa molecular 52 e 76 kDa, sendo
calculado como 52kDa, utilizando-se a fase rica em sal (sulfato de sédio). Pode-se observar a
area clara no zimograma de fibrina correspondente a protease fibrinolitica. Tal massa esta de
acordo com o valor obtido de uma protease com atividade fibrinolitica de Asterina pectinifera
(40 a 55 kDa) (Choi et al, 2014) e da enzima fibrinolitica produzida por Petasites japonicus
(50 a 70 kDa) (Kim et al, 2015).

Figura 2. Representacdo da eletroforese SDS-PAGE (12%) e do zimograma de fibrina. (1)
Marcador de massa molecular da proteina; (2) Fase sal da fermentacdo extrativa com PEG
8.000 e Sulfato de sodio; (3) Extrato bruto obtido através da fermentacdo homogénea; (4)
Zimograma de fibrina da fase sal da fermentagéo extrativa, a seta indica a zona de degradacéo

da fibrina (area clara).
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Comparando o perfil eletroforético da fermentacdo homogénea e da fase sal da
fermentacao extrativa, observa-se uma diminui¢do do contetudo protéico indicando que houve
uma selecdo das biomoléculas produzidas pelo micro-organismo. Através do zimograma de
fibrina pode-se confirmar que a protease pré-purificada pela fermentagdo extrativa é ativa e
tem atividade fibrinolitica degradando o substrato até o peso molecular correspondente a
protease no gel SDS-PAGE.

Foi verificado com o substrato SApNA que a protease fibrinolitica produzida por
Mucor subtilissimus UCP 1262 apresenta especificidade semelhante a enzima quimiotripsina,
obtendo atividade de 20,03U/mg. Majumdar et al (2014), também comprovou que a protease
fibrinolitica obtida de Brevibacillus brevi FFO2B possui caracteristicas semelhantes as da
quimiotripsina quando obteve 14,3U/mg de atividade amidolitica ao utilizar o substrato
SApNA. Choi et al. (2011) pequisando enzima fibrinolitica extraida de estruturas de
frutificacdo do Cordyceps militaris também verificou que acdo especifica para o substrato N-
succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA, que a caracteriza como uma quimiotripsina.

Em relacdo a caracterizacdo biogquimica, a protease fibrinolitica purificada atuou em
sua maxima eficiéncia na temperatura de 50°C (Fig. 3). A atividade da protease foi mantida
no intervalo entre 10°C e 50°C, mantendo-se estavel por 60 minutos a 37°C com atividade
residual de 110,62%. Devido ao aumento de temperatura (maior ou igual 60°C), aos 15

minutos, a protease sofreu uma reducao de 19% da sua atividade devido a desnaturagéo.
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Figura 3: Efeito da temperatura sobre a atividade da protease fibrinolitica produzida
por Mucor subtilissimus UCP 1262 na fase sal da Fermentacdo extrativa utilizando
PEG/Sulfato de sodio. (@) Temperatura 6tima e (m) estabilidade enzimatica em 60 min

O pH otimo foi 7,0, obtido no tampéo citrato-fosfato (atividade residual de 136,58%)
(Fig. 4). A atividade da protease foi conservada no intervalo entre o pH 6,0 e 8,5, sendo a
atividade residual em torno dos 100% apds 60 minutos de reacdo. Em pH muito &cido ou
muito basico nota-se a diminuicdo da atividade residual da protease que tem seu ponto
minimo com pH 4,0.

A enzima fibrinolitica do Bacillus subtilis TKUOO7 apresentou pH 6timo de 8,0 e
temperatura 6tima de 40°C. A protease foi estavel entre os pH 4,0 e 11,0, conservando sua
atividade em temperaturas proximas a 50°C (Lu et al., 2010). Kim et al., (2015), utilizando
uma protease fibrinolitica produzida por Petasites japonicus obtiveram um pH étimo em
torno de 7,0, sendo estavel entre o pH 5,0 e 8,0. Em relacdo a temperatura, conseguiram

méaxima eficiéncia com 60°C e estabilidade entre 30°C e 60°C.
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Figura 4: Efeito do pH sobre a atividade da protease fibrinolitica produzida por Mucor
subtilissimus UCP 1262 na fase sal da Fermentacdo extrativa utilizando PEG/Sulfato de

sodio. (@) pH 6timo e (m) estabilidade enzimatica em 60 min.



320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352

32

O efeito dos ions foi avaliado sobre a atividade enzimatica e observou-se que todos 0s
fons, na concentragdo de 2,5mM, estimularam o aumento da atividade da protease. A inibicdo
da atividade foi verificada ao utilizar os ions de Sulfato de Zinco ((ZnS0O,).7H,0) (89,56% e
54,52%), Sulfato de cobre (CuSQO,) (93,46%), Cloreto de ferro (FeCl3) (84,89%) e Cloreto de
zinco (ZnCly) (56,07%) nas concentra¢des de 5mM e 10mM.

O efeito dos surfactantes sobre a atividade proteasica foi avaliado e verificou-se que
com o aumento da concentracdo do surfactante, a atividade residual diminui. Esse efeito
inibitério apenas ndo aconteceu com o SDS (dodecil sulfato de sédio - C1,H25SO4Na).

A inibicdo da atividade da protease foi observada e constatou-se a seguinte ordem de
inibicdo: PMSF (55,61%), B-Mercaptoetanol (47,82%) e EDTA (5,76%). A Pepstatina A e
Acido lodoacético ndo apresentaram agao inibitoria sobre a atividade da protease. Os indices
de inibicdo sugerem que a protease avaliada seja pertencente a classe das serino-proteases.
Tais resultados corroboram com os resultados apresentados por Nascimento et al (2015), que
caracterizou a protease fibrinolitica produzida por Mucor subtilissimus UCP 1262, obtida
através da fermentacdo em estado sélido, o qual observou também uma significativa inibicédo
por PMSF de 81%.

CONCLUSAO

Considerando as potencias aplicagdes protease fibrinoliticas no tratamento de doencas
tromboliticas, foram obtidos resultados promissores com a producdo e extracdo integrada de
protease fibrinolitica por Mucor subtilissumus UCP 1262. E possivel produzir enzima
fibrinolitica em um processo de baixo custo e de consideravel rapidez quando comparado a
outras técnicas de producdo e purificacdo isoladas. A protease fibrinolitica é ativa e estavel
em pH e temperatura fisioldgicos o que propicia uma possivel aplicacdo como terapia
enzimatica.
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