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RESUMO

As proteases sdo as classes de enzimas hidroliticas mais importantes com aplicacédo
biotecnologica, correspondendo cerca de 65% de todas as enzimas comercializadas no mundo.
Essas enzimas hidrolisam ligacGes peptidicas e estdo presentes em todas formas de vida. A
producdo de residuos e substratos agroindustriais representa um sério problema de disposicéo
final e perda econbmica associada ao nao aproveitamento deste material, podendo ser
minimizada com utilizacdo da tecnologia de Fermentacdo em Estado Sélido (FES) para
obtengdo de proteases com aplicagOes industriais. O presente trabalho teve como objetivo
selecionar linhagens de Aspergillus spp para a produ¢do em Fermentacdo em Estado Solido e
purificacdo de proteases em Sistema de Duas Fases Aquosas (SDFA), bem como determinar as
caracteristicas bioguimicas da protease produzida. Neste estudo foram avaliados trinta e quatro
micro-organismos do género Aspergillus quanto ao seu potencial de producdo de proteases e
para a producdo da enzima foi realizado um planejamento fatorial 23. Para a purificacdo
utilizando SDFA (PEG-Citrato) foram preparados ensaios de acordo com o planejamento
fatorial tendo como variaveis independentes: massa molar do PEG (g/mol), concentracdo do
PEG (%), concentracdo de citrato (%) e pH. O Aspergillus tamarii URM4634 apresentou o
melhor desempenho na producdo de proteases, com atividade proteasica de 401,42 U/mL em
FES. A temperatura 6tima da enzima foi detectada a 40°C. O pH 6timo da protease foi 8,0. A
atividade protedsica apresentou maior inibi¢do pelo ion CuSOs (33,98%). A enzima foi inibida
pelo PMSF (65,11%), indicando que € uma serino protease. Os valores encontrados para 0 Km
e Vmax foram 18,7 mg/mL e 28,5 mg/mL/min, respectivamente. No SDFA a protease
particionou para fase ricaem PEG (K>1), apresentando recuperacao (Y) da atividade de 106,1%
e fator de purificacdo de 3,95, na mesma fase. A Fermentacdo em Estado Sélido proporcionou
0 desenvolvimento da producdo de proteases por Aspergillus tamarii URM4634 com baixo
custo e alta atividade em relacdo a outras técnicas de fermentagdo. A purificagdo com SDFA
(PEG-Citrato) foi eficiente e com altos valores de rendimento. Assim, a enzima exibiu

propriedades que fazem dela um potencial para aplicacGes biotecnoldgicas.

Palavras-chave: Aspergillus tamarii. Proteases. Fermentacdo em Estado Solido.

Caracterizacdo Bioquimica. SDFA. Purificacao.
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ABSTRACT

The classes of proteases are the hydrolytic enzymes most important biotechnological
applications, corresponding approximately 65% of all enzymes marketed worldwide. These
enzymes hydrolyse peptide bonds and are present in all life forms. Waste production and agro
industrial substrates represents a serious disposal and economic loss associated with non-
utilization of this material, which can be minimized with the use of Solid State Fermentation
(SSF) technology for obtaining proteases with industrial applications. The present work aimed
to select strains of Aspergillus spp for production in State Solid Fermentation and purification
of proteases in Aqueous Two Phase System (ATPS), and to determine the biochemical
characteristics of protease produced. In this study thirty-four microorganisms of the genus
Aspergillus as to their potential for production of proteases and were evaluated for the
production of the enzyme we performed a 22 factorial design. For purification, using ATPS
(PEG-citrate) were prepared according to tests factorial design having as independent variables:
PEG molar mass (g/mol), PEG concentration (%), citrate concentration (%) and pH. The
Aspergillus tamarii URM4634 showed the best performance in the production of proteases with
protease activity of 401.42 U/mL in SSF. The optimum temperature of the enzyme was detected
at 40°C. The optimum pH of the enzyme was 8.0. Protease activity showed greater inhibition
by CuSO4 ion (33.98%). The enzyme was inhibited by PMSF (65.11%), indicating that it is a
serine protease. The values found for the Ky and Vmax were 18.7 mg / mL and 28.5 mg/ml/min,
respectively. In ATPS, the protease partitioned in PEG-rich phase (K> 1) and recovered (Y) the
activity of 106.1% and purification factor of 3.95 in the same phase. The Solid State
Fermentation enabled the development of protease production by Aspergillus tamarii
URMA4634 with low cost and high activity in relation to other fermentation techniques.
Purification with ATPS (PEG-citrate) was efficient and high yield values. Thus, the enzyme
exhibited properties that make it a potential for biotechnological applications.

Keywords: Aspergillus tamarii. Proteases. Solid State Fermentation. Biochemical

Characterization. ATPS. Purification.



16

1. INTRODUCAO

A facilidade de obtencédo de enzimas tem sido alvo principal da industria global de como
a producéo de matéria-prima é uma fonte renovavel de energia. Dessa forma, é constatavel que
a geracdo de residuos é proprio a qualquer setor industrial. Devido a conscientizagdo ecoldgica,
iniciada em meados dos anos 70 (ODUM, 2012), ficou claro que a sociedade devera nas
préximas décadas equilibrar o setor produtivo, econémico, ambiental, agregacdo de valores aos
residuos e subprodutos industriais, principalmente, oriundos da cadeia agroindustrial.

E neste contexto que a utilizagdo de s6lidos ou liquidos agroindustriais como base de
producdo de enzimas microbianas de baixo custo tem recebido cada vez mais atencéo do setor
biotecnolégico (HERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2011). De uma forma particular, a
bioconversdo dos subprodutos e residuos da industria agraria representam, hoje, um recurso
possivel para a sintese de biomoléculas Gteis. Nesse contexto, a fermentacdo desempenha um
papel de destaque no aproveitamento de residuos sélidos ou liquidos, em virtude do crescimento
microbiano ocorre a sintese de diversos composto, dos quais muitos apresentam grande
interesse para segmentos industriais, além de valor agregado (ROCHA, 2010).

As proteases, ou enzimas proteoliticas, representam o0 grupo de enzimas mais
comercializadas no mundo, representando cerca de 60% a 65% do mercado mundial de enzimas
(VISHWANATHA; RAO; SINGH, 2010; DHANDAPANI et al., 2012; KRANTHI; RAO;
JAGANMOHAN, 2012; SANKEERTHANA; PINJAR; JAMBAGI, 2013). Elas sdo
conhecidas pela capacidade de hidrolisar ligacGes peptidicas e estdo presentes em todos 0s
organismos (ROSSO et al., 2012). Sua importancia em conduzir o metabolismo essencial e as
funcBes regulatdrias se torna evidente a partir da sua ocorréncia em todos 0s organismos Vivos,
sendo que as proteases hidrolisam proteinas em moléculas menores para consequentemente a
absorcéo da célula, bem como possuem um papel vital na regulagdo do metabolismo (RAO et
al., 1998)

Diante desse mercado de enzimas, o Brasil importa a maior parte das enzimas que utiliza,
0 pais possui um grande potencial para esta producdo, devido a abundéncia de matéria organica
que pode ser utilizada como substrato e no processamento de biomoléculas pelo método de
fermentacdo. Por outro lado, a diversidade biologica, ainda, & pouco explorada para descobertas
de novos micro-organismos produtores de enzimas de interesse industrial (ORLANDELLI et
al., 2012).
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Entre a diversidade de organismos, 0s micro-organismos séo as fontes preferidas para a
producdo de proteases por processos de fermentacdo, devido a sua diversidade bioquimica, a
susceptibilidade a manipulacdo genética, gerando novas enzimas com uma caracteristica
especifica ou simplesmente para superproducéo da enzima (HERNANDEZ-MARTINEZ et al.,
2011; ROSSO et al., 2012). Micro-organismos tais como bactérias e fungos filamentosos sdo
conhecidos por produzirem as enzimas proteoliticas de interesse industrial (KRANTHI; RAO;
JAGANMOHAN, 2012; RADHA et al., 2011). A aplicacdo de proteases para a producédo de
produtos bioativos tem recebido grande atencdo como uma alternativa viavel para a abordagem
biotecnoldgica.

Os fungos filamentosos, como o Aspergillus, sdo explorados para a producdo de proteases
devido a sua habilidade de colonizar os substratos e produzir uma ampla faixa de enzimas
extracelulares (VISHWANATHA; RAO; SINGH, 2010). Contudo, os Aspergillus spp crescem
em meios de baixo custo (subprodutos solidos agroindustriais) e secretam grandes quantidades
de enzimas (HERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2011), o que representa uma vantagem no
processo de substratos ou residuos proteicos da biomassa bem como a procura de novas espécies
com potencial biotecnolégico.

A utilizacdo de tecnologias nos processos fermentativos, como a Fermentacdo em Estado
Sélido (FES) e a Fermentacdo Submersa (FS), envolvendo Aspergillus spp é amplamente
estudado, devido aos seus potenciais na producao de proteases para as diversas industrias, desde
agraria a farmaco-quimica.

A aplicacdo de proteases requer um grau de purificacdo, para que a mesma seja aplicada
a industria, a0 mesmo tempo ndo necessite de equipamentos sofisticados para a purificagéo.
Entdo, o Sistema de Duas Fases Aquosas (SDFA) possui diversas vantagens em separagéo e
purificacdo. Estas vantagens incluem a biocompatibilidade, devido ao alto teor de agua em cada
fase do sistema, baixo tempo de processo, baixa tensdo interfacial e consumo de energia
(HERCULANO et al., 2011; PORTO et al., 2011), sendo uma técnica promissora a nivel de
pré-purificacdo, custo-beneficio em relacdo a outros métodos de purificacdo (PORTO et al.,
2011).

O setor da Biotecnologia é considerado uma das areas mais promissoras na industria
enzimatica. Enzimas proteoliticas sdo consideradas agentes propicios nos processos industriais,
ressaltando as areas de maior uso e demanda, como as industrias de detergentes, farmacéuticas
e de alimentos (HAJJI et al., 2010).
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CAPITULO |

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Proteases

As proteases sdo enzimas capazes de hidrolisar ligacdes peptidicas em uma molécula de
proteina, bem como um grupo complexo de enzimas que diferem em sua especificidade ao
substrato, mecanismo catalitico e sitio alvo (VISHWANATHA; APPURAO; SINGH, 2009).
Elas representam o0s maiores grupos de enzimas industriais com crescente exigéncia de
mercado, devido as suas aplicacBes na industria biotecnologica (SANDHYA et al., 2005). Tais
enzimas séo constituintes essenciais de todas as formas de vida na Terra, incluindo procariontes
(bactérias) e eucariontes (fungos, plantas e animais) (RAJIMALWAR; DABHOLKAR, 2009;
KRANTHI; RAO; JAGANMOHAN, 2012).

As proteases sao classificadas de acordo com o tipo catalitico, sendo esta que determina
0 pH 6timo em que as peptidases clivam a ligacdo peptidica; os tipos de proteases de acordo
com o pH sdo: &cidas, neutras e alcalinas (IQBAL; AHMED; KHAN, 2011; RADHA et al.,
2011; RAWLINGS, 2013). Na protedlise de uma ligacdo peptidica, uma molécula de dgua reage
com o grupo carbonila peptidico e a ligacdo do grupo amina do aminoacido seguinte é rompida,

conforme mostra a Figura 1:
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Figura 1. Representacdo esquematica da hidrélise de uma ligagéo peptidica catalisada por uma
protease. (Fonte:< http://www.google.com/patents/W0O1989009819A1?cl=en>)

As enzimas proteoliticas estdo intrinsecamente envolvidas em muitos processos

fisioldgicos, incluindo a digestdo de proteinas alimentares, a reciclagem de proteinas
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intracelulares, na coagulagdo sanguinea, apresentacdo de antigenos bem como ativacdo de
proteinas, incluindo enzimas, horménios peptidicos e neurotransmissores (MORYA et al.,
2012; UPADHYAY et al., 2010) até a iniciacdo da morte celular (YIKE, 2011).

As proteases sdo aplicadas em diversos processamentos industriais. A maior aplicacédo
dessas enzimas ocorrem na industria de detergentes (AHMED; ZIA; IQBAL, 2011), alimentos
(SHIEH; PHAN THI; SHIH, 2009), farmacéutico (CRAIK; PAGE; MADISON, 2011),
processamento de residuos de proteinas e sintese de peptideos (RAJIMALWAR,;
DABHOLKAR, 2009).

As proteases podem ser classificadas em diferentes grupos e subgrupos tendo como
caracteristicas importantes o seu sitio alvo e 0 mecanismo de ac¢éo. De acordo com a base de
dados MEROPS (banco de dados online sobre proteases) sdo reconhecidas sete grupos de
proteases: cisteino protease, treonino protease, serino protease, metaloprotease, aspartico
protease e proteases desconhecidas (MOFFITT; MARTIN; WALKER, 2010; RAWLINGS;
BARRETT; BATEMAN, 2010; RAWLINGS, 2013).

Tipicamente, treonino protease e metaloprotease tem uma faixa de pH neutro; Aspartico
protease e cisteino protease possuem pH 6timo acido, quanto a serino protease, a faixa de pH
6timo é do neutro ao basico. No entanto existem exce¢des como Meprin B, uma metaloprotease
com um pH 6timo &cido; renina e retropepsina de HIV-1 sdo aspartico protease com um pH
6timo neutro, bem como a calpaina e as caspases sao cisteino protease com um pH 6timo neutro
(RAWLINGS, 2013).

As serino proteases (EC 3.4.21) sdo 0 maior e 0 grupo de proteases mais estudadas,
existem mais de um terco de proteases conhecidas pertencentes a este grupo. Elas hidrolisam
as ligacdes peptidicas através de um residuo de serina nucleofilica no sitio ativo (PAGE; DI
CERA, 2008). Entre as serino proteases estdo as enzimas digestivas, tais como tripsina e
quimotripsina (YIKE, 2011). Um esquema do mecanismo de acdo de uma serina proteases esta
apresentado na Figura 2.

No mecanismo de reacdo dessa serino protease ocorre a formacdo de ligacdo covalente
da enzima ao grupo acila (R-CO-), para formar intermediario tetraédrico, onde envolve o ataque
nucleofilico na serina 195 ao atomo do carbono da carbonila da ligacdo peptidica. Nessa reacéo
é formada uma ponte de hidrogénio, no processo de estabilizacdo tetraédrica, entre o atomo de
oxigénio carregado negativamente da carbonila e o grupo NH, acarretando a transferéncia de
prétons da histidina 57 para o grupo amino cindivel, ou seja, separavel. A desacilacdo ocorre
nesse mesmo estagio. Desta vez uma molécula de dgua é que participa da hidrélise, ao invés do
ataque nucleofilico da serina 195 ( GRAYCAR, 1999; RAWLINGS, 2013).
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As cisteino proteases (EC 3.4.22) sdo uma familia que contém endo e exopeptidases,
como papaina, calpaina e caspases como as representantes mais conhecidas (YIKE, 2011).
Além de Bleomicina hidrolase produzida a partir de Saccharomyces cerevisiae (XU;
JOHNSTON, 1994) e um homologo de calpaina a partir de Aspergillus nidulans estdo entre 0s
exemplos de cisteino peptidases fungicas (FUTAI et al., 2001). Um esquema do mecanismo de
acdo de uma cisteino protease esta apresentado na Figura 3.

Figura 2. Esquema do mecanismo de acdo e ataque nucleofilico da serino protease por
hidrélise ao peptideo. Fonte: Adaptado de Graycar (1999).
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Na reacdo ocorre um ataque da cisteina 25 ao carbono da carbonila peptidica da ligacéo
ao substrato cindivel, ou seja, onde ocorrera a divisdo peptidica, para formar o intermediario

tetraedrico pela rotacdo do anel do imidazol ligado a histidina 159. A hidrolise do acil-enzima,
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no intermedidrio, desacila devido a transferéncia do préton da molécula de &gua para histidina
159, gerando o nucledfilo hidroxila (OH) ( GRAYCAR, 1999; RAWLINGS, 2013).

Figura 3. Esquema do mecanismo de acdo e ataque nucleofilico da cisteino protease por

hidrélise ao peptideo. Fonte: Adaptado de Graycar (1999).

Complexo Enzima-Substrato Transicio Tetraédrica - I
His 159 His 159
Asn 175 E‘l Cyx 28 Asn 1735 !EHI Cy= 2%
-9
0, e M —_— 0 o M
HH_M‘.E;N—H =1 I!l ‘“\.H_mﬁ?:ﬂ—li[ < )
(- a” Gin 19 i ',l Eﬂ: Gin 19
= n o
HomeM L] Pl
H H
'I!I E , \ /--_/ I!I' , \ /—_/
BoONTG B NG
H ] [ H o
Aril-enzima Intermediiria - Complexe H.0O Acil-enzima Intermediiria - Complexo Produto
Hix 159 His 159  Cyx 25
ASITS gy ix Asn 175wy, N
© - o %b“‘-; - M ? A Gin 19
a, P 11}
s H—N_ 4N, N H—N_ i-.:ﬁ"':"w,,H /.__/
S i y
N deo” Gin 19 " H’N_ C“o
0 — a
/ \...ﬁ = P HO H
H kR ‘.N_ R—N
Pl !
Transicio Tetrasdrica - II Complexo Produto - Enzima
Asn 175 . Hix 1549
™, E:IJ Cyx 28 Axn 173 NH, His 129 Cyx 28
0 o
=~ i IN—H N o - N
\.H—H‘;::jﬂ < E,{ HH—NLQH_" 1=} rlt
oD G aip o
H
Loy ~ i v
H.H' %ﬂ R'—C——OII H"" CQ'O

Aspartico protease (EC 3.4.24) contém dois residuos de acido aspartico que ativam a
molécula de 4gua, que medeiam o ataque nucleofilico sobre a ligacdo peptidica. A maioria delas
estdo ativas em pH é&cido (< 5,0) (YIKE, 2011), com excecdo da renina pH 55 a 7,0
(GRAYCAR, 1999). Os representantes mais conhecidos das aspartico proteases sdo pepsina e
catepsina D (YIKE, 2011). O esquema do mecanismo de a¢do de uma aspartico protease esta

ilustrado na Figura 4. Na reacdo, ocorre ataque nucleofilico da molécula de &gua ativada pela
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enzima aspartato 215 e aspartato 32 sobre o &tomo de carbono da carbonila da ligac&o peptidica
suscetivel para formar o intermedirio tetraédrico, formando produtos por uma catalise basica
geral pelo aspartato 215 e por uma catalise acida geral pelo aspartato 32 (GRAYCAR,
1999;RAWLINGS, 2013).

Metaloproteases (EC 3.4.24) contém muitas familias com aminopeptidases de origem
humana que tem um ion de zinco no sitio ativo catalitico ligados por duas histidinas e um
glutamato no centro ativo (RAWLINGS, 1995). A familia fungalisina é representada por
endopeptidases de Aspergillus flavus capazes de hidrolisar a laminina, elastina e colageno. A
familia deuterolisina contém metaloproteases fungicas com duas histidinas de liga¢do de zinco
e um catalisador de glutamato (MARKARYAN et al., 1994;,CHANG; WERB, 2001). Esquema
do mecanismo de acao de uma metaloproteases esta ilustrada na Figura 5. A ligacdo do substrato
aos sitios ativos com o oxigénio da carbonila da ligacdo peptidica polarizada positivamente com
ion de zinco, desloca o préton da agua (nucleofilica) em direcdo ao glutamato 143, formando o
intermediéario tetraédrico. O residuo do glutamato 143 est4 presente em todas as etapas da
reacdo (GRAYCAR, 1999; RAWLINGS, 2013).

Figura 4. Esquema do mecanismo de acao da aspartico proteases. Fonte: Adaptado de Graycar
(1999).

Complexs Fozima-Substrato Intermediirio Tetraédrico Complexo Produto - Enzima
Asp 215 Asp 32 Asp 215 Asp 32 Aszp 215 Asp 32

O——-H I-t/. H =]

= A 5 0 0 S
- o7 H Qu----b"/ (;"_EI H
o'/ \ | i A T
R_’i’_c{ R—N—C—'g‘; RN /'!:“"‘
H B " | H =0
N R

Treonina proteases (EC 3.4.25) foram descritas pela primeira vez em 1995, sendo
classificadas como hidrolases nucledfilas N—terminal (SEEMULLER et al., 1995; LI et al.,
2012). A atividade enzimatica é fornecida por uma triade catalitica consistindo de treonina,
lisina e &cido glutamico, sendo que o grupo hidroxila de fun¢bes THR1 é o nucledfilo reativo
de hidroélise de peptideos. O exemplo mais bem descrito e documentado de proteases treonina
é o proteassoma endopeptidase, responsavel pela degradacéo de proteinas na célula eucariotica.

Resultados de hidrolise de proteinas para a producdo predominante de oligopeptidos, de cerca
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de nove aminoé&cidos, que estdo sujeitos a protedlise dentro da célula (MOFFITT; MARTIN;
WALKER, 2010).

Embora estas sejam as proteases mais conhecidas, outras com diferentes caracteristicas
cataliticas, tais como treonina proteases e outras proteases desconhecidas estdo tendo o seu
centro catalitico investigado. Estudos recentes mostram que a protease treonina, recém-
descoberta, tem sequéncias de aminoacidos e estruturas enziméticas semelhantes com muitas
serino proteases (LI et al., 2012). Por conseguinte, as proteases desconhecidas (E.C. 3.4.99),
assim denominadas devido ao tipo catalitico ndo ser conhecido, com 0s avancos de pesquisas
nos mecanismos de acdo, mostram que essas proteases estdo sendo reclassificadas para grupos
como serino proteases, aspartico proteases, metaloproteases e treonina proteases (RAWLINGS;
BARRETT; BATEMAN, 2010).

Figura 5. Esquema do mecanismo de acdo da metaloproteases. Adaptado de Graycar, (1999).
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2.2.0btencgéo de Proteases microbianas

A procura de enzimas, particularmente, as de origens microbianas, é crescente devido as
suas aplicacdes em uma ampla variedade de processos (PADMAPRIYA et al., 2012). Os micro-
organismos representam uma fonte atraente de proteases uma vez que podem ser cultivadas em
grandes quantidades num curto periodo de tempo, relativamente, por meio de métodos de
fermentacdo estabelecidos, e produzem uma abundante oferta e regular de produto desejado
(GUPTA et al., 2002).

Diante dessa diversidade, muitas dessas proteases tém sido obtidas a partir de diferentes
micro-organismos, incluindo o dominio Bactéria como o género Bacillus e Actinomicetos
(JAIN; AGRAWAL; JAIN, 2013), destacando-se com o0 género Streptomyces; Arqueobactéria
como a bactéria hipertermdfila Pyrococcus sp, revelando inibidores alostéricos na atividade
catalitica das proteases (ZHAN et al., 2014); e Eukaria com os fungos do género Aspergillus,
Penicillium e Rhizopus sendo dos fungos filamentosos mais utilizados em processos
biotecnologicos (GRIMM et al., 2005; OYELEKE; EGWIM; AUTA, 2010).

A producdo de proteases € uma capacidade inerente a todos 0s micro-organismos, assim
somente aqueles que produzem em grandes quantidades de enzimas extracelulares sdo os que
possuem importancia industrial. No entanto, muitas proteases aplicadas a fins industriais
enfrentam algumas limitagdes, sendo que cerca de 30 — 40% da producdo de custo das enzimas
industriais estao relacionados ao meio de crescimento (JOO; CHANG, 2005).

As proteases produzidas por micro-organismo sdo altamente influenciadas pelos
componentes ou parametros do meio de cultivo. A avaliacdo de carbono, nitrogénio e ions
metalicos bivalentes tanto em nivel de substrato quanto de custo podem aumentar a
produtividade enzimatica. Entre outros fatores que sdo importantes estdo a aeracdo, densidade
do in6culo, pH, temperaturas e o tempo de incubacdo também afetam a producéo de proteases
(BEG; SAHAI; GUPTA, 2003).

Portanto, é de grande importancia procurar ou desenvolver alternativas de producéo
economicamente viaveis como os residuos agroindustriais. E o interessante € notar que estes
substratos e residuos podem render uma pesquisa de custo-beneficio para o fornecimento de
matéria-prima. Assim, as proteases microbianas sdo Uteis em varias areas de aplicagéo, sendo

considerada uma ferramenta para pesquisa e desenvolvimento da ciéncia.
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2.3. Aplicacdo das Proteases na Industria

Verifica-se pelo mercado de enzimas que as proteases sdo as biomoléculas mais
comercializadas no mundo (DUDHAGARA et al., 2014), havendo um interesse renovado no
estudo de enzimas proteoliticas, principalmente por causa de seu importante papel nos
processos metabolicos celulares que ganhou a atencdo substancial na comunidade industrial
(DUDHAGARA et al., 2014; GUPTA; BEG; LORENZ, 2002). Varios setores industriais como
detergentes, alimentos, farmacia, couro e recuperacéo de ions metalicos, tém utilizado proteases
como uma ferramenta de producdo, recuperacao de produtos e subprodutos (GUPTA; BEG;
LORENZ, 2002).

A industria de enzimas, é o resultado de um répido desenvolvimento da evolucdo da
biotecnologia moderna. Conhece-se desde os tempos antigos que as enzimas ja eram utilizadas
de forma empirica na producdo de alimentos, como queijo, fermento, cerveja, vinho e vinagre,
e no fabrico de produtos tais como couro, indigo e linho. Por outro lado, especificamente para
a producdo de enzimas, o uso de linhagens selecionadas, tornou-se possivel purificar e
caracterizar as enzimas em larga escala (KIRK; BORCHERT; FUGLSANG, 2002).

Na industria de alimentos, as proteases sdo usadas em muitos produtos, incluindo, cerveja,
vinho, cereais, panificacbes e queijos com a utilizagdo da quimosina (EC 3.4.23.4)
(MONTEIRO; SILVA, 2009). No que concerne a fabricacdo de queijos, a coagulacdo do leite
é o0 passo fundamental na producdo (SHIEH; PHAN THI; SHIH, 2009). A quimosina € usada
convencionalmente como agente coagulante do leite na inddstria de laticinio
(NEELAKANTAN; MOHANTY; KAUSHIK, 1999) e obtida através de DNA recombinante
do gene pro-quimosina bovina inserida nos gens de Escherichia coli K-12 (MONTEIRO;
SILVA, 2009). Devido, a producdo e ao consumo de queijos, 0 setor biotecnolégico tem
estimulado pesquisas para fontes alternativas de producdo de enzimas coagulantes do leite.
Ademais, estudos com extratos da flor da alcachofra (Cynara scolymus) como substituto da
quimosina, tem sido reportado na literatura como sendo adequado para substituir o coalho
animal (abomaso bovino) para a producéo de queijo do tipo Gouda (LLORENTE et al., 2014).

No entanto, a atencdo tem sido voltada para a producdo de enzimas coagulantes do leite
de fontes microbianas, devido a reducéo de oferta de coalho animal e a otimizacéo da tecnologia
de DNA recombinante. Embora haja diversos micro-organismos que produzem enzimas de
interesse na industria de laticinios, apenas as enzimas de coagulagdo de leite produzidas por
linhagens de Aspergillus orizae, Rhizomucor miehei, Rhizomucor pusillus var. Lindt e
Enthothia parasitica sdo amplamente utilizadas (SHIEH; PHAN THI; SHIH, 2009).
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As proteases com alta atividade e estabilidade na faixa alcalina e temperatura sdo
interessantes para aplicacfes nos setores de bioengenharia e biotecnologia. Sua principal
aplicacdo é na industria de detergentes, devido seu pH ser geralmente na faixa de 9,0 - 12,0 e
usualmente resistem a elevadas temperaturas o que permite o uso de detergentes em sistemas
de lavagem a quente. As proteases alcalinas séo utilizadas como aditivos em detergentes para
facilitar a liberacdo de proteinas (HAJJI et al., 2010).

A industria farmacéutica € um dos maiores consumidores de proteases. Elas podem ser
aplicadas tanto na producdo de medicamentos e desenvolvimentos de outros produtos
farmacoquimicos, quanto em  diagndsticos e terapias(MONTEIRO; SILVA,
2009)(MONTEIRO; SILVA, 2009)(MONTEIRO; SILVA, 2009)(MONTEIRO; SILVA,
2009)(MONTEIRO; SILVA, 2009)(MONTEIRO; SILVA, 2009)(MONTEIRO; SILVA,
2009). Diante da diversidade de aplicacdo das proteases, atualmente vai desde o auxilio em
digestdo, debridamento e cicatrizagdo até terapias antitumorais (MONTEIRO; SILVA, 2009).
As principais proteases utilizadas em terapias estdo descritas na Tabela 1 de acordo com a sua

funcéo:

Tabela 1. Relacédo de principais proteases com aplicaces na industria farmacéutica.

ENZIMA FUNCAO REFERENCIAS
Plasmina (EC 3.4.21.7) Com  aplicagdo como  agente ISMAIL;NIELSEN, 2010
fibrinolitico e cicatrizante de feridas.

Papaina (EC 3.4.22.2) Como auxilio na digestdo de proteinas, BERTI; STORER, 1995

desempenham um papel importante no
amaciamento de carnes.

Quimiotripsina (EC 3.4.21.1) Auxilia na digestéo. WISNIEWSKI; MANN,

2012

Bromelina (EC 3.4.22.32) E empregada em processos SECOR et al., 2005
inflamatdrios, digestdo e queimaduras
de grau elevado

Colagenase (EC 3.4. 24.3) E aplicada em cicatrizacdo de feridase MONTEIRO; SILVA,
debridamento de queimaduras e Glceras 2009

dérmicas
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2.3.1. O género Aspergillus

Aspergillus foi catalogado pela primeira vez pelo bidlogo italiano, Pietro Micheli em
1729. O nome Aspergillus foi dado devido a sua forma quando observado ao microscépio,
parecendo-se com um aspergillum (aspersério — um borrifador de dgua benta) e nomeou o
género de acordo com o objeto. Dentre os fungos filamentosos ndo ha um género mais adequado
para ser estudado, além de compor uma ampla distribuicdo mundial estando presente na
superficie, no ar, na 4gua, tanto em organismos vegetais como em animais. Os Aspergillus estdo
associados a deterioracdo da matéria organica, bem como muitas espécies sao utilizadas para a
producdo de enzimas, na biossintese quimica e na transformacéo de compostos. Entretanto, ha
espécies de Aspergillus que sdo patogénicas para 0 homem, para 0s outros animais, plantas e
existem aquelas que durante seu metabolismo produzem toxinas (GIBBONS; ROKAS, 2013).
Os Aspergillus sdo capazes de produzir em condi¢Bes naturais e laboratoriais, metabolitos
secundarios toxicos como aflotoxinas B1, B2, G1 e G2, Ocratoxina A e Acido Ciclopiazonico.
Esses metabolitos sdo denominados de micotoxinas (GONCALEZ et al., 2013).

Os fungos do género Aspergillus pertencem a Familia das Trichocomaceae, Ordem
Eurotiales, a Classe Eurotiomycetes e ao Filo Ascomycota. Existem mais de 260 espécies
dentro deste género, mas apenas cerca de 20 tém sido encontradas como causas de doencas em
organismos (HUBKA et al., 2013). As colbnias desses micro-organismos, geralmente tém
crescimento rapido e densamente distribuidos nos substratos, inicialmente apresentam-se com
coloracdes esbranquicadas, amareladas, passando para 0 marrom, o esverdeado ou para 0 negro.
As col6nias sdo compostas por micélios aéreos com conididéforos eretos sobre a superficie do
meio (BENNETT, 2010; HUBKA et al., 2013).

As estruturas morfoldgicas sdo caracteristicas para a sua classificacdo. A estrutura
aspergillar ou aspergillum, consiste de uma haste asseptada que termina em uma vesicula, na
qual nascem as estruturas reprodutivas, denominadas células conidiogénicas (fialides e
métulas). As fidlides produzem os conideos com diferentes pigmentacdes e ornamentacdes.
Quanto as métulas sdo estruturas estéreis que geram as fidlides. Ademais, quando a “cabeca
aspergillar” apresenta métulas denomina-se bisseriado, quando ndo, unisseriado. A anatomia
da estrutura reprodutiva de um Aspergillus esta representada na Figura 6.

Em relacdo a morfologia do género, as col6nias apresentam uma ampla variacdo na
coloracdo, sendo entdo principal caracteristica macroscopica utilizada para a classificagéo.
Espécies pertencentes ao género Aspergillus podem ser divididas em sec¢des: Flavi, Circundati,

Nigri, Restricti, Fumigati, Cervini, Clovati, Cremei, Nidulantes, Flavipedes, Versicolores, Usti,
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Terrei, Candidi, Sparsi e Wentii. As espécies mais comuns estudadas pertencem as secGes
Flavi, Circundati e Nigri, sdo economicamente importantes (KLICH, 2002; VARGA et al.,
2004)

Existem uma inter-relacdo mutualistica, predatoria, patogénicos e competitivos entre 0s
Aspergillus e o ambiente. Isso tem produzido um nivel elevado da diversidade fungica. Para
driblar os diversos desafios ecoldgicos, Kempken; Rohlfs (2010) argumentaram que selecao
natural no Reino Fungi favoreceu a formacdo de metabolitos secundarios e um magquinario
regular de biossintese, atraves do ambiente antagénico. Os autores afirmaram ainda que o
ambiente foi o agente crucial para evolugdo dos fungos e subsequentes a producdo de
metabolitos secundarios.

Os metabolitos secundarios fungicos sdo separados em quatro grupos: alcaloides,
peptideos nao-ribossomais, policetideos e terpenos (ROHLFS et al.,, 2007). O género
Aspergillus sdo exemplos de adaptacdo ao ambiente bem como na biossintese de metabdlitos
secundarios e regulacdo. As linhagens de Aspergillus tamarii, Aspergillus nidulans, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus orizae, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, 0s conjuntos de
metabolitos secundarios tem sido bem caracterizado a nivel genético bem como a producéo de
micotoxinas como a aflatoxina, tendo, através desses estudos, a descoberta de seu precursor,
esterigmatocistina (KEMPKEN; ROHLFS, 2010).

Figura 6. Morfologia representativa de espécie de Aspergillus. (Fonte:<

http://www.uprm.edu/biology/profs/betancourtc/Lab/Aspergilosis.htm>)

ConidiaTars

Espécies de Aspergillus spp asseguram um enorme potencial para a producéo de enzimas,

obtendo niveis de atividades enzimaticas superiores aos fungos geralmente considerados como
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os melhores produtores de proteases (IANDOLO et al., 2011). As espécies de Aspergillus spp

que se destacam na producéo de proteases estdo relacionadas na Tabela 2 de acordo com o tipo

de proteases produzidas.

Tabela 2. Diferentes espécies de Aspergillus produtoras de proteases.

Micro-organismo

Tipo de
proteases

Tipo catalitico

Referéncias

> r»r rr Trr P>

> >

>

>

> >

A
A
A

A.

. niger

orizae

. orizae HN3042
. niger CICC2377
. orizae LK-101

. carbonarius

. orizae KSK-3

. niger 11

. funiculosus

. awamorii
. orizae MTCC5341

. Sojae
. flavus

. parasiticus
. tamarii

. fumigatus

. flavus

. flavus

. tamarii

. niger

. clavatus ES1
. terreus (UIRAG6.2)

nidulans HA-10
parasiticus

niger C-15
versicolor

Protease acida
Protease acida
Protease acida
Protease acida
Protease acida
Protease acida
Protease acida
Protease acida
Protease acida

Protease acida
Protease acida

Protease neutra
Protease neutra

Protease neutra
Protease neutra
Protease neutra
Protease alcalina
Protease alcalina
Protease alcalina
Protease alcalina

Protease alcalina
Protease alcalina

Protease alcalina
Protease alcalina

Protease alcalina
Protease alcalina

Aspartico proteases

Aspartico proteases
Aspartico proteases
Serino proteases
Cisteino proteases

Serino proteases
Aspartico proteases

Aspartico proteases

Metaloproteases

Serino proteases

Serino proteases
Serino proteases
Serino proteases
Serino proteases

Metaloproteases

Serino proteases

Serino proteases
Serino proteases

Metaloproteases

Lletal. (2014)
KARTHIC et al.(2014)
XU et al., (2013)
XU etal., (2013)
LEE et al., (2010)
IRE; OKOLO;
(2011)
SHIRASAKA et al., (2012)
SIALA et al., (2009)
SHAHINA;
HAKIM, (2013)
NEGI; BANERJEE, (2010)
VISHWANATHA; APPURAO;
SINGH, (2009)

SILVESTRE et al., (2012)
SANKEERTHANA; PINJAR;
JAMBAGI, (2013)

ANITHA,; PALANIVELU,
(2013)
SHAHINA;
HAKIM, (2013)
HERNANDEZ-MARTINEZ et
al., (2011)

KRANTHI,;
JAGANMOHAN, (2012)
YADAV; BISHT; DARMWAL,
(2011)
ANANDAN;
DUDLEY, (2007)
SANKEERTHANA;PINJAR;JA
MBAGI, (2013a)

HAJJI et al., (2008)
CHAKRABARTI;MATSUMU
RA;RANU,(2000)

CHARLES et al., (2008)
TUNGA; SHRIVASTAVA,;
BANERIJEE, (2003)
JEONG-DONG KIM, (2004)
CHOUDHARY; JAIN, (2012)

MONEKE,

HOSSAIN;

HOSSAIN;

RAO;

MARMER;

As espécies de Aspergillus spp estudadas envolveram processos de Fermentagdo em

Estado Sélido e Fermentacdo Submersa, devido ao seu potencial em produzir proteases. Com

0 avanco da biotecnologia, principalmente na area de engenharia enzimatica aplicada, abriu
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uma nova era de aplicacOes de enzimas a partir de micro-organismos em Mmuitos processos
industriais, resultando, ndo apenas, no desenvolvimento de uma série de produtos, mas na
melhoria no processo de producdo e desempenho de vérias técnicas ja existentes (BINOD;
PALKHIWALA, 2013).

Aspergillus tém sido utilizados para produgdo ampla de produtos de valor, tais como
produtos farmacéuticos, produtos agroindustriais e alimenticios. Este micro-organismo é
importante na producdo de enzimas e utilizados para pesquisas em engenharia metabdlica bem
como na engenharia genetica (WANG et al., 2005). Com advento da engenharia metabolica,
tornou-se evidente que estes fungos possuem um potencial consideravel para a producdo de
proteinas e outras biomoléculas (LUBERTOZZI; KEASLING, 2009). Isso é devido a sua
caracteristica de secretar proteinas em técnicas de fermentacdo em estado sélido e em
fermentacdo submersa serem diferentes. Foi observado que em culturas de cultivo submerso,
algumas atividades enziméticas encontram-se principalmente na parede celular do micélio.
Contudo, em cultivos em estado s6lido, estas atividades enzimaticas sdo observadas no meio
celular, enquanto pouca atividade é observada na parede da célula. Isto sugere que a secrecao
de proteinas é fortemente influenciada pelas condi¢des de técnicas de cultivo (NEVALAINEN;
TE’O; BERGQUIST, 2005; WANG et al., 2005).

Estudos ainda apontaram que a secrec¢do de proteinas em fungos filamentosos do género
Aspergillus ocorrem nas zonas apicais das hifas em crescimento, uma vez que as pontas das
hifas em crescimento sdo mais porosas, tornando-se mais facil para as enzimas extracelulares
se deslocarem atraves da parede celular (MCINTYRE et al., 2001; O’'DONNELL et al., 2001;
MULLER et al.,, 2002). O género Aspergillus se destaca em relagdo aos outros fungos
filamentosos devido a sua ubiquidade em crescer em ampla faixa de temperaturas (5 — 50°C),
pH (2,0 — 11,0) e osmolaridade de até 34% de sal (LUBERTOZZI; KEASLING, 2009).

Um estresse causado no ambiente que mude as condi¢cBes 6timas para crescimento e
desenvolvimento dos fungos podem afetar a dindmica populacional do micro-organismo,
consequentemente fornecendo uma limitacdo ou seletividade na sintese de metabdlitos, uma
vez que as enzimas microbianas sdo de interesse industrial biotecnoldgico (ROHLFS et al.,
2007).

2.4. Fermentacdo em Estado Sélido (FES)

Fermentacdo em Estado Solido (FES) é definida como a fermentagdo envolvendo

substratos solidos na auséncia (ou quase auséncia) de agua livre; no entanto, o substrato deve
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possuir umidade suficiente para apoiar o crescimento e metabolismo de micro-organismo. FES
estimula o crescimento de micro-organismos na natureza, em substratos imidos e foi creditado
como a técnica responsavel para o inicio da fermentacdo em tempos antigos. Quase todo o
processo de fermentacdo utilizado nos tempos antigos eram baseados nos principios de FES
(PANDEY, 2003). Sendo uma técnica antiga no oriente, datada aproximadamente de 2.600 a.C.
(RODRIGUEZ COUTO; SANROMAN, 2005), a FES oferece inimeras oportunidades no
processamento de substratos agroindustriais.

A partir de 1940, houve um grande desenvolvimento da fermentacdo a nivel industrial.
Sendo adaptada a tecnologia de Fermentagdo Submersa (FS). A FS foi aplicada para produzir
a penicilina e o crescimento da importancia deste antibidtico durante a Segunda Guerra
Mundial, a FS se tornou uma tecnologia de modelo para a producao de qualquer composto por
fermentacao. Assim, os processos de FES foram praticamente negligenciados. Entretanto, entre
1960-1970 a descoberta de micotoxinas, produzidas por fungos em FES, fez ressurgir o
interesse neste tipo de processo (PANDEY, 2003; RODRIGUEZ COUTO; SANROMAN,
2005). A partir de 1980, alimentacéo para animais enriquecidas com fontes de proteinas e varios
outros produtos como alcool e acido giberélico tem sido desenvolvido por processos de FES.
Pandey; Soccol; Mitchell, (2000) desenvolveram novas técnicas de Biorremediacdo e
Degradacdo de compostos tdxicos por FES, obtendo étimos resultados. Subsequente, com a
producéo de tanases com novos residuos agroindustriais, utilizando o fungo Aspergillus niger
ATCC16620 por FES (SABU et al. 2005).

Martins et al., (2011) apresentaram compostos bioativos e bioprocessos de conversao de
residuos agroindustriais por FES em producdo e extracdo de compostos fendlicos de fontes
naturais, sendo divididos em dois grupos: &cidos hidroxibenzdicos e o0s acidos
hidroxicinamicos. Os autores concluiram que a FES é uma tecnologia limpa, com grande
potencial de aplicacdo na producdo ou extracdo de compostos biologicamente ativos de fontes
naturais, tal como os residuos agroindustriais reutilizados nesta area é de grande interesse
devido a sua disponibilidade, baixo custo e caracteristicas que permitem obtencdo de diferentes
compostos fendlicos, além de ser uma alternativa favoravel ao meio ambiente para a sua
eliminacéo.

Como visto a fermentacdo tem sido amplamente utilizada para a producdo de uma grande
variedade de substancias que sdo altamente beneficas para os individuos e as industrias. Ao
longo dos anos, as técnicas de fermentacdo ganharam grande importancia devido a sua situacdo
econdmica e vantagens ambientais. Técnicas antigas foram mais modificadas e aperfeicoadas

para maximizar a produtividade. Isto envolveu o desenvolvimento de novas maquinas e



32

processos. As descobertas de varios metabdlitos secundarios produzidos por micro-organismos
(compostos bioativos) resultou na exploracdo de processos fermentativos como resultado de
uma técnica de producdo para estes compostos (SUBRAMANIYAM; VIMALA, 2012). Ao
nivel de estudo, tanto FES e FS tem sido estudada; no entanto, algumas técnicas obtiveram
melhores resultados do que outros. Muitas pesquisas ainda precisam ser feitas para identificar
a melhor técnica de fermentagdo para cada composto e/ou processos.

Com base em pesquisas, certos compostos bioativos tém encontrado a FES como técnica
de producéo, enquanto que outros compostos foram extraidos utilizando FS. A fermentacéo foi
classificada em FES e FS baseado principalmente na quantidade de &gua utilizado durante a
fermentacdo. Subramaniyam; Vimala, (2012) descreveram que a diferenca entre os dois
bioprocessos refere-se a utilizacdo, na FES, do substrato solido umido, rico em nutrientes e
podendo ser utilizados por periodos longos de fermentacdo, o qual, o substrato, insolivel em
agua e ndo se encontra suspenso no liquido, esta técnica suporta a liberagdo controlada de
nutrientes ao contrario da FS, em que se utilizam substratos sélidos dissolvidos ou submersos
no liquido, no qual os compostos bioativos sdo secretados para o caldo de fermentacéo; quanto
aos substratos, sendo, utilizados muito rapidamente. Portanto, precisam ser suplementados com
nutrientes e em alguns casos ser substituidos.

Para Couto; Sanroman (2006) encontram fatores que limitam o desenvolvimento do
bioprocesso em FES em larga escala como controle de pardmetros de pH, temperatura,
arejamento, transferéncia de oxigénio e umidade. Corroborando com 0s mecanismos
sofisticados que sdo normalmente associados a FS que possui controle dos parametros ja
mencionados anteriormente. Por outro lado, os autores ressaltam as vantagens da FES em
relacdo a FS como uma técnica mais simples e de menor custo, além de alta produtividade, mais
circulacdo de oxigénio, menos processos no upstream, tecnologia simples e um dos mais
importantes que se assemelha com a habitat natural de varios micro-organismos.

Zanphorlin et al., (2010) utilizaram o fungo Myceliophtora sp em dois bioprocessos
fermentativos: FES e FS, caracterizando as proteases em seguida. Obtendo em FES (1,78
U/mL) resultados 4,5 vezes maior do que em FS (0,38 U/mL). Concluindo que a FES foi efetiva
na producdo de proteases, utilizando o farelo de trigo como substrato.

Pandey et al., (2002) acreditam que a tecnologia FES ndo deve ser encarada como um
bioprocesso que substitui a FS. Na verdade, cada uma dessas técnicas possui suas
potencialidades e particularidades. Portanto, existe o consenso de estudo e/ou investigacao
continua dos fatores relacionados a FES para permitir que o pleno potencial desta tecnologia

seja utilizada cada vez mais.
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Na FES as enzimas s&o produzidas pelos fungos diretamente sobre substrato insolivel em
agua. Para que isso ocorra é necessario que apos a esporulacao as hifas desenvolvam como um
tapete de micélio se espalhando por todo o meio. Enquanto algumas hifas aéreas se sobressaem
outras penetram no substrato por crescimento em espacos entre os grédos dos soélidos
padronizados. As atividades metabdlicas ocorrem principalmente perto da superficie do
substrato e no interior dos poros; no entanto, regides expostas do micélio mostram também o
metabolismo e podem haver um transporte de substancias a partir da penetracéo de hifas aéreas.
Enzimas hidroliticas, que sdo produzidas pelo micélio, difundem para a matriz sélida e
catalisam a degradacao de macromoléculas em unidades menores. Assim, o substrato é tomado
pelo fungo para servir como nutrientes. O oxigénio é consumido e o gas carbdnico, agua, calor
e outros produtos biogquimicos s&o produzidos durante a fermentagdo (HOLKER; LENZ, 2005).

O desenvolvimento de calor leva a um aumento rapido da temperatura, que é um problema
sério durante FES. O calor é, portanto, removido a partir do substrato ndo sé através de
conducdo, mas também por meio de evaporacdo, que é parte do balanco de &gua no sistema. Ao
lado de evaporacdo, o equilibrio de &gua inclui a absor¢do pelo micélio no percurso do
crescimento. Essa absorcdo se da através do consumo de agua durante as reacdes de hidrolise e
producdo de &gua através da respiracdo. Como outro fator importante o pH local pode ser
alterado devido a liberacdo de &cidos de carbono e a troca de aménia. Os produtos bioquimicos
de interesse que séo liberados na matriz so6lida durante a fermentagdo podem ser extraidos para
uso posterior no final do bioprocesso. Todos estes e muitos outros fenémenos podem influenciar
fortemente o desempenho do processo durante FES (HOLKER; LENZ, 2005). A Figura 7

ilustra o crescimento de um fungo filamentoso em substrato sélido.

Hifas aéreas

— Superfice do substrato

Poros do sushirato Figura 7.  Representacdo
- esquematica do crescimento
Hifas penetrativas

~~ Produtos de um fungo filamentoso em

DY, @ @ ,_
Polimeros r':,"uJ b ... Mondmeros de HOIker, LenZ, (2005)

W

substratos solidos. Adaptado
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Tabela 3. Proteases obtidas por Fermentacdo em Estado Sélido a partir de diferentes micro-

organismos e substratos.

Micro-organismos Substratos Referéncias
A. awamori 10C-3914 Torta de babagu. DE CASTRO et al., (2011)
A. flavus Torta de sementes de gergelim, KRANTHI; RAO;

amendoim, mostarda, algoddo e JAGANMOHAN, (2012)
farelo de trigo

A. niger ATCC16620 Sementes de tamarindo e tortade SABU et al., (2005)
dendé

A. orizae Farelo de trigo e Farelo de arroz CHUTMANORP et al., (2008)
suplementado com Farinha de
trigo

A. orizae Farelo de trigo, casca de arroz, SANDHYA et al., (2005)

grdos de arroz, torta de gergelim
e dendé e semente de jaca

Bacillus subtilis Sementes de mostarda, grdos de MUKHERJEE; ADHIKARI;
trigo, grdos de arroz e casca de RAlI, (2008)
batata.

Fusarium oxysporum Gréos de arroz SAJEED ALIl; VIDHALE,

(2013)

Penicillium sp Gréos de soja GERMANO et al., (2003)

Pseudomonas aeruginosas PseA Torta de sementes de pinhdo- MAHANTA; GUPTA,;
manso (Jatropha curcas) KHARE, (2008)

2.4.1. Substratos Agroindustriais

Os substratos agroindustriais sdo 0s recursos mais abundantes e renovaveis do planeta. O
acumulo de biomassa presente em grandes quantidades, a cada ano, resultam ndo s6 na
deterioracdo do meio ambiente, mas também na perda de material potencialmente valioso que
pode ser processado para produzir uma série produtos adicionais, tais como alimentos,
combustiveis, produtos quimicos, as enzimas e outras biomoléculas. (SINGH; GUPTA;
ANTHWAL, 2009). Sendo, geralmente, os melhores substratos para processos de fermentacéo,
seja ela em Estado Sdélido, Semi-Sélido ou Submersa, e a producdo de enzimas ndo é uma
excecao.

Geralmente, o pré-tratamento € uma ferramenta importantissima para a quebra da
estrutura destes substratos para melhoria da utilizagdo do substrato pelo micro-organismo.
Pode-se também incorporar solugfes nutritivas ao substrato, visando adequé-lo as condicbes
nutricionais do micro-organismo para a fermentacdo desejada, como no caso de enriquecimento
proteico quando sdo utilizados fontes de nitrogénio como cloreto de amonio ou sulfato de
amonio; fontes de carbono quando se utiliza a glicose e o substrato; os minerais quando se

utiliza fésforo e enxofre; e elementos tracos como potassio e magnésio.
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Quando se trata de substrato € importante salientar a granulometria. Essas técnicas
permitem ter um tamanho e volume de particula padronizada. Pois, elas afetam diretamente a
relacdo da area superficial e o ataque microbiano. Por outro lado, particulas muito menores dos
substratos podem interferir a respiracdo microbiana e podem resultar na diminuicdo de
crescimento ou nenhum. Ao contrario de particulas maiores que oferecem melhor aeragéo,
devido aos espacos entre as particulas e 0 mesmo limitam a superficie ao ataque do micro-
organismo (SINGHANIA et al., 2009).

Diante dessas propriedades dos substratos agroindustriais, a industria biotecnologica
avanca com um potencial de oferecer oportunidades de aproveitamento econdmico para o setor
de produtividade. Isso é devido a sua disponibilidade abundante no meio ambiente que pode
servir como substrato ideal para processos de producdo com valor agregado a partir de micro-
organismos (PANDEY et al., 2000).

Barros et al., (2013), realizaram um estudo de inclusdo de manipueira, em aguas, como
meio de cultura para a producdo de amilases, proteases e lipases por Bacillus subtilis, sendo
identificado como bons identificadores para analises de aguas.

Jeronimo; Camacho; Coelho, (2013), fizeram um balanco da situacdo das industrias de
beneficiamento de polpas de frutas do estado Rio Grande do Norte, Brasil, com relagdo a
disposicao final dos subprodutos e o impacto associado pelas atividades desenvolvidas por
estas. O resultado demonstrou um nivel de criticidade com a disposicdo inadequada de
subprodutos em locais inapropriados e baixos indices de praticas preventivas ou de (re)usos
desses. Os mesmos autores propuseram uma alternativa para o reaproveitamento dos
subprodutos dessas industrias como alimentagdo humana ou como um alimento de origem
animal e utilizac@o para a producdo de enzimas de origem microbianas.

Estudos voltados a producdo de enzimas de degradacdo de biomassa a partir de residuos
ou substratos agricolas baratos tem sido utilizados como substratos para fermentacdo em estado
solido. Delabona et al., (2013), avaliaram o efeito do teor de umidade inicial em duas linhagens
de Aspergillus (A. niger P47C3 e A. fumigatus P40M2) isoladas da floresta Amazonica, Brasil,
em substratos como fonte de carbono (farelo de trigo, bagaco de cana, farelo de soja, bagago de
laranja) e observaram que as fontes de carbonos mais eficazes para a producdo de enzimas de

degradacéo de biomassa foram farelo de trigo e de soja.
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2.4.2. Fatores que influenciam a Fermentagdo em Estado Sélido

Ha diversos fatores que podem influenciar a Fermentacdo em Estado Sélido. Estes
incluem a selecdo do micro-organismo adequado e substrato, umidade, atividade de &gua,
temperatura, oxigénio, pH e concentragdo de nutrientes (SINGHANIA et al., 2009). Essas
condigOes afetam significativamente o crescimento celular e a formacdo do produto. Dessa
forma se pode afirmar que a observacdo desses fatores traz um resultado significativo ao
processo de fermentacdo em estado sélido (Figura 8).

Segundo Pandey (2003), todos os processos de fermentacdo em estado solido, necessitam
das seguintes etapas: selecdo da matéria-prima, tratamento do substrato bem como a selecdo do
micro-organismo, a fermentacdo, além do controle dos pardmetros da fermentacdo
propriamente dita, extracdo e a purificacdo do extrato enziméatico. Contudo, 0 mesmo autor
relata que devido a exigéncia de alta atividade de agua, culturas bacterianas poderiam nédo ser
adequada para FES. N&o obstante, no mesmo trabalho demonstrou que as culturas bacterianas
podem ser bem geridas e manipuladas para os processos de FES.

Assim sendo, é essencial o monitoramento e controle nos varios processos de fermentagéo

para o sucesso da exploracdo da FES.

2.4.3. Umidade e Atividade de Agua (aw)

O nivel de umidade do substrato é um dos principais fatores que influenciam o processo
e varia pela sua natureza, bem como o0s requisitos do micro-organismo para seu crescimento.
Um alto nivel de umidade resulta em diminuicdo da porosidade, baixa difusdo do oxigénio, um
risco grande de contaminacao, a reducdo no volume de géas e reducéo de troca gasosa. Além do
gue o baixo nivel de umidade leva a um crescimento abaixo do ideal e um menor grau de
absorcéo pelo substrato (LONSANE et al., 1985; NIGAM; PANDEY, 2009).

A &gua apresenta um fator importantissimo na FES, pois € responsavel pela difusdo dos
solutos adicionais bem como dos metabdlitos produzidos pelo micro-organismo. A presenca da
agua tem influéncia em parametros cinéticos e termodinamicos relativos a FES que devem ser
constantemente estudadas para a avaliagdo dos efeitos causados no processo (NIGAM,;
PANDEY, 2009).
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Figura 8. Fluxograma do processo fermentativo em estado sélido. Fontes: *hamidi-Esfahani,
Shojaosadati, Rinzema, 2004; 2Pandey, 2003; *Mitchell; Berovic; Krieger, 2000.
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A relacdo da agua e a FES é criticamente avaliada. Conforme Pandey (2003) relatou em
seu estudo em Fermentacdo em Estado Sdélido que a atividade da &gua (aw) no substrato tem
influéncia determinante na atividade microbiana. Em geral, o tipo de micro-organismo que pode
crescer em processo de FES séo determinados por aw. A importancia da aw tem sido amplamente
estudado por varios autores. A aw do meio tem sido atribuida como um paradmetro fundamental

para a transferéncia de massa de agua e de solutos através das células microbianas. O controle



38

deste parametro pode ser utilizado para modificar a producdo metabdlica ou excrecdo de
bioproduto de um micro-organismo.

Para cada espécie de micro-organismo existe um valor étimo de umidade do substrato
para o crescimento celular em consonancia com a temperatura. 1sso foi comprovado em estudos
feitos por Hamidi-Esfahani; Shojaosadati; Rinzema (2004), que o aumento de teor de 4gua em
55% em culturas de Aspergillus niger nas temperaturas de 35 e 40°C diminuiu o crescimento
microbiano. Todavia, a concentracdo da umidade do substrato pode ou nao coincidir com o
melhor valor para a expressao do produto que se pretende obter no processo, como por exemplo,
enzimas. Esta constatacdo pode ser avaliada no estudo por De Paris et al. (2012), no qual
averiguaram que as maiores atividades enziméticas no estudo para a protease foi maior quando
utilizou o substrato soja convencional com umidade inicial de 50% frente ao Aspergillus niger
em FES. Mahanta; Gupta; Khare (2008) confirmaram esta conclusdo mostrando, em seu
trabalho, experimentos com umidades variando de 28,6%, 50%, 66,7%, 75% e 80% para a
producdo de protease e lipase por Pseudomonas aeruginosa PseA, a partir de tortas de sementes,
observando que a producdo maxima foi a umidade de 50% com 6560 e 620 U/g de substrato,
respectivamente. Concluindo que o baixo teor de umidade conduz a um menor crescimento e
absorcéo do substrato que levou a diminuir a producéo de enzimas pelo micro-organismo.

Para Nigam; Pandey (2009) e Pandey; Soccol; Mitchell (2000), entre os varios fatores
que sdo importantes para crescimento microbiano devem levar em conta a atividade de agua, a
granulometria do substrato em particular e o nivel de umidade ideal. A adicdo de nutrientes ao

meio pode ser utilizada de forma a alcancar os niveis ideais para o desenvolvimento do cultivo.

2.4.4. Transferéncia de Calor e Temperatura

Uma grande quantidade de calor metabolico é produzido durante a FES e isso esta
diretamente relacionado com as atividades metabdlicas do micro-organismo e da quantidade do
substrato. O calor gerado deve ser dissipado imediatamente ja que a temperatura afeta a
germinacao de esporos, o crescimento, a formacéo de produto e esporulagédo (LONSANE et al.,
1985; PANDEY, 2003). Para Raju; Divakar (2014) a temperatura é um parametro critico que
deve ser controlada e variada de organismo para organismo.

Estudos feitos por Mitchell; Berovic; Krieger (2000) e constatado posteriormente por
Holker; Lenz (2005) que a temperatura e a concentragdo de oxigénio estdo intrinsicamente
ligados. Isso ocorre devido o oxigénio se difundir nas reacbes metabolicas e liberando calor que

ndo é facilmente dissipado por causa da baixa condutividade térmica do substrato e as
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dificuldades feitas com o progresso da fermentacdo. Consequentemente, pode se formar um
gradiente de temperatura e de concentracdo de oxigénio excessivos dependendo dos parametros
de controle do processo. Holker; Lenz (2005) afirmaram ainda que o aumento da temperatura
é desejavel quando se aplica em compostagem da matéria, por outro lado em processos
biotecnoldgicos sdo muitas vezes fatais porque uma grande maioria de enzimas pode se
desnaturar pelo calor ao final do processo.

Bhunia et al. (2013) avaliaram a influéncia de diferentes parametros sobre a estabilidade
de uma serino protease alcalina (70 kDa) produzida pelo Bacillus licheniformis NCIM-2042,
variando as temperaturas em 60, 65, 70, 75 e 80°C. Nesse estudo, verificou-se que a protease
foi estavel a 75°C, concluindo que a enzima teve um potencial para ser utilizada como um

biocatalisador na industria.

2.4.5. Aeracdo e Transferéncia de Oxigénio

A aeracdo cumpre as fungdes basicas em um sistema como manter a aerobiose, eliminar
o dioxido de carbono, regular a temperatura do substrato, ajustar o nivel de umidade, além do
ar circular fécil e livremente entre as particulas do substrato faz com que misture as particulas
presentes no meio. A técnica de FES tem carater heterogéneo e a transferéncia de oxigénio é
limitada por uma pelicula de liquido na superficie do substrato (Nigam; Pandey, 2009)

Viccini; Mitchell; Boit (2001) descreveram o processo da passagem de ar pela pelicula
de liquido, exemplificando a aera¢do em um biorreator (Figura 9), em que permite elevadas
taxas de crescimento e produtividade, todavia o excesso de veiculacdo de ar compromete o
desenvolvimento do substrato, um fenémeno chamado de secagem em que consiste na produgéo
lenta ou nula de transferéncia de nutrientes e metabdlitos. Para que nao haja esse fenémeno €
necessario controlar ou minimizar o ar, através de saturacdo em vapor de dgua (MITCHELL,
BEROVIC; KRIEGER, 2000). Visto que o arejamento desempenha um papel importante em
fermentacdes de estado solido em relacdo a FS onde, apenas, ajuda na transferéncia de gas no

processo.

2.4.6. pH

O crescimento microbiano € geralmente afetado significativamente pelo pH da
fermentacdo. Isso tem importantes consequéncias para 0s processos de FES devido os

gradientes de pH surgirem dentro das particulas de substrato, e embora as corre¢des do pH nas
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solugdes nutritivas podem ser adicionadas para diminuir a faixa de variacdo e nao prejudicar o
crescimento celular e a producdo da biomolécula. Entretanto, o controle de pH, durante a FES,
ndo é facil de ser realizado (MITCHELL; BEROVIC; KRIEGER, 2000).

A boa capacidade de tamponamento de alguns substratos utilizados na FES como tampéo
Fosfato, Citrato, Sais de amonio, Ureia, entre outros, ajudam eliminar a necessidade de controle
de pH durante a fermentagdo (LONSANE et al., 1985). Um outro problema relatado pelo autor
sdo as mudancas de pH em locais do substrato, produzindo aglomerados em cima de uma
pelicula sobre o solido, verificando a baixa produtividade e desenvolvimento do micro-

organismo.

Figura 9. Processos em micro e macroescala envolvidos em um processo de FES. Adaptado de
Viccini; Mitchell; Boit, (2001).
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Nigam; Pandey, (2009) reafirmaram que mesmo sendo dificil o controle de pH durante a
FES, essa variavel € significativa para 0 meio em que o micro-organismo pretende ser cultivado.
Essa variavel como outras s@o especificas para cada processo da FES e para o produto a ser
obtido. A dificuldade relata por Mitchel; Berovic; Krieger (2000) e Nigam; Pandey (2009) em
relacdo ao controle de pH nos substratos solido se resume na medida no teor da umidade dos

solidos sem qualquer liquido livre no meio da fermentagdo associados a temperatura de



41

crescimento do micro-organismo cultivado que é diferente da temperatura 6tima para a
formacéo do produto.

Nigam; Pandey (2009) afirmaram ainda que os niveis de pH locais em superficies sélidas
perto da qual a atividade bioldgica ocorre, pode ser consideravel diferente do pH da fase liquida,
ou seja dos metabolitos que sdo produzidos no bioprocesso. Ha diferencas em niveis de pH em
relacdo aos efeitos de carga de superficie do substrato e equilibrios i6bnicos modificados pelo
transporte de solutos através da umidade, aeracdo e crescimento das hifas adjacentes do micro-
organismo. N&o ha um método adequado para medir o pH preciso da fermentacdo dos residuos

solidos. Contudo, € mais facil de medir a temperatura do sistema da FES a medicéo de pH.

2.5. Purificacdo de Proteinas

A purificacdo de proteinas e de outros compostos biotecnoldgicos, produzidos por micro-
organismos, vegetais ou animais, compdem etapas complexas devido a natureza de
biomoléculas produzidas como as proteinas, aos carboidratos, antibidticos e aminoacidos
(SILVA, 2013). Além disso, as proteinas sdo produzidas juntamente a outras de menor
interesse, tornando-se a etapa mais desafiante do que a producdo, pois ndo ha processos de
purificacdo de aplicacdo geral (PORTO et al., 2008). Essas limitagdes deixam o processo de
separacdo mais dispendioso por necessitarem muitas etapas até que se tenha a molécula pura
(SILVA, 2013).

Entretanto, as separa¢des dos produtos obtidos nos processos de purificacdo podem ser
limitadas, devido a sua dificuldade e complexidade dos processos aplicados a produtos que séo
sensiveis ao pH, temperatura e concentragdes do substrato ao longo do bioprocesso. A
separacao de um produto bioldgico custa cerca de 50 a 80% de todo o processo de purificacao
(PEI et al., 2009), essas porcentagens podem, ainda, ser maiores, constituindo 90% de todo o
processo de purificagdo (PORTO et al., 2008) o que deixa oneroso para a induastria
biotecnologica.

A literatura reporta purificagdo de proteinas envolvendo técnicas, tais como
cromatografia por afinidade (PINA; BATALHA; ROQUE, 2014), cromatografia por troca
ionica (MARKELY et al., 2014), “cutting-gel” de eletroforese (CAl et al., 2012) e Sistema de
Duas Fases Aquosas (DING et al., 2014).

Porto et al.(2008) afirmaram que os métodos tradicionais para isolar e purificar proteinas
envolvem varios passos, 0 que tornam ao final do produto dispendioso; asseverando o SDFA

como alternativa. A pesquisa corrobora com um estudo feito por Pei et al. (2009) que sugerem



42

processos e aplicagdes utilizando extracdo liquido-liquido de proteinas como método de
purificacdo, ao invés dos métodos tradicionais. Neste caso requerem tempo e alto custo de
consumo, pois podem induzir a perda da atividade bioldgica e reduzir o rendimento de todo o
processo. Os mesmo autores sugerem como alternativa interessante o Sistema de Duas Fases
Aquosas, devido a combinacgdo de varias etapas de processamento e caracteristicas numa Gnica
operacdo. Asenjo; Andrews (2011) acrescenta que o SDFA tém sido utilizados cada vez mais
para desenvolver bioprocessos para a recuperacdo e purificacao de varios produtos biolégicos,
incluindo proteinas, material genético, bionanoparticulas, células e organelas.

Diante do exposto, o desenvolvimento de técnicas e métodos de separacdo e purificacdo
de proteinas ou outros compostos bioativos sdo um importante pré-requisitos para a maioria dos
avancos da inddstria biotecnoldgica que visam producdo em larga escala, altos graus de
purificacdo, atividade biologica estavel e baixo custo de purificacdo (ASENJO; ANDREWS,
2011)

2.5.1. Sistema de Duas Fases Aquosas (SDFA)

O Sistema de Duas Fases Aquosas foi descrito pela primeira vez por Martinus Beijerinck
em 1896, quando ele ao misturar duas solucdes aquosas imisciveis a base de &gar e solugdes de
amido ou gelatina descobriu que formavam um sistema de duas fases (RESCHKE;
BRANDENBUSCH; SADOWSKI, 2014). Depois de sua descoberta, em 1956, Per-Ake
Albertsson descreveu o uso de SDFA, observando a mistura de 1% de dextrana e 1% de
metilcelulose dando origem ao sistema de duas fases; uma fase, contendo mais dextrana e a
outra fase mais metilcelulose. Posteriormente, Albertsson descobriu ao misturar polietileno
glicol (PEG), dextrana e 4gua, e assim como PEG, cloreto de sddio e &gua formavam um sistema
de duas fases aquosas (ALBERTSSON, 1962) para a purificacdo de biomoléculas e particulas
celulares (RESCHKE; BRANDENBUSCH; SADOWSKI, 2014).

Observa-se que desde 1950 os processos biotecnoldgicos tem se desenvolvidos em
técnicas e metodos cada vez mais importantes para separa¢do de compostos como proteinas,
organelas e células como mostra um trabalho classico de Albertson (1986) e a particdo de
hemoglobina, lisozima, e glicose-6-fosfato desidrogenase por Johansson et al. (2008), além de
um estudo com técnicas de separacdo de 15 proteinas de Ferreira et al. (2014), utilizando
extracdo liquido-liquido. Nos Ultimos anos, a separacdo de proteinas e outras biomoléculas tem
sido estudada por muitos pesquisadores como reportado por Salmon et al. (2014) que utilizaram

um sistema de duas fases aquosas para a purificacdo parcial de fitase produzida por
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Schizophyllum comuna por FES, concluindo que a extracdo liquido-liquido pode ser utilizada
COmo 0 primeiro passo para o processo de purificacao.

Foi diante da possivel utilizacdo do sistema, melhor descrito por Albertsson, que varios
grupos de pesquisadores, atualmente, focados na aplicacdo do SDFA para a purificacdo de alto
valor de bioprodutos como polipeptideos, enzimas, proteinas terapéuticas e outras biomoléculas
como DNA, RNA, antibiéticos além de ions metélicos (RESCHKE; BRANDENBUSCH,;
SADOWSKI, 2014), conseguiram fixar como promissor para separar e purificar varios
produtos bioldgicos.

Os sistemas de duas fases aquosas séo formados geralmente por uma solucéo aquosa pela
mistura de dois polimeros ou de um polimero e um sal. De acordo com a concentracéo critica
dos componentes no sistema induz a separacdo de fases, predominando em cada fase um
polimero ou um sal ou, ainda, um polimero e um polimero (HATTI-KAUL, 2001).

O SDFA tem algumas vantagens em comparagdo com outras técnicas comumente
utilizadas de separagéo e purificagdo. As vantagens podem ser resumidas como o alto teor de
agua de ambas as fases 70-85% (m/m), alta biocompatibilidade, baixa tensdo interfacial, baixa
degradacdo de biomoléculas, boa resolucdo e alto rendimento de separacdo, baixo custo de
material e a possibilidade de reciclagem de polimero e de sal (MOKHTARANI et al., 2008).
Para Gavasane; Gaikar (2003) o teor de agua no sistema pode chegar até 90% (m/m),
confirmando que em ambas as fases é altamente biocompativel com as técnicas de
biosseparacédo, permitindo condi¢des ndo desnaturantes para as biomoléculas.

As 6timas condicdes para o rendimento e fatores de purificacdo tem sido verificado em
varias pesquisas. Isso é devido aos estudos experimentais dos efeitos das variaveis que
influenciam o sistema, através de um planejamento. Pericin; Madarev-Popovi¢; Radulovi¢-
Popovi¢ (2009) purificaram Aspergilopepsina 1, uma protease acida, utilizando SDFA
composto por varias combinag6es de PEG, Fosfato de Sodio Bibasico (NaH2PO4) e Cloreto de
Sodio (NaCl), obtendo um rendimento de 99% na fase em uma Unica vez. O SDFA foi utilizado
por Rosso et al. (2012) para extragdo de uma colagenase produzida por Penicillium
aurantiogriseum URM4622, o sistema mostrou-se satisfatorio com um rendimento de 242% e
fator de purificacdo 23,5, constituindo uma ferramenta vidvel para recuperar enzimas. O
resultado desse estudo viabilizou uma perspectiva de trabalhos futuros, permitindo condigdes
de trabalhos ja operados para extracdo da colagenase.

O desenvolvimento da extragdo liquido-liquido estd na constituicdo do sistema e por
vezes muito limitado. Sistemas aquosos de Polimero-Sal diferem ao tradicional sistema de

Polimero-Polimero devido a uma viscosidade mais baixa, a maior densidade e menor custo da
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fase de sal, quando comparado com o fase polimero. Assim, o polietilenoglicol (PEG) tem sido
combinada com citrato de sédio ou fosfato de sddio para formar SDFA. Esses sistemas possuem
propriedades fisicas favoraveis na separacdo das fases (NEVES et al., 2012). A escolha do
sistema é muito influenciada por questdes legais, no que diz respeito ao meio ambiente, tanto o
PEG e a Dextrana sdo atoxicos e ndo causam problemas ambientais. Por outro lado, a Dextrana
é 0 polimero mais comum utilizado com o PEG, mas é de custo elevado o que inviabiliza o seu
uso em larga escala. No que concerne aos sistemas PEG-sais sdo mais atrativos devido ao baixo
custo, rapida separacao de fases e baixa viscosidade. Sendo que podem aumentar a desnaturacdo
da biomolécula em altas concentracdes (PADILHA et al., 2011).

A escolha do SDFA composto por PEG-sal pode ser realizada utilizando sais de citrato/
fosfato/sulfato, os mais utilizados nesse processo. Aos que optam para um sistema com fase de
citrato visam um composto biodegradavel e ndo tdxico ao ambiente, formando um SDFA
ambientalmente seguro que sdo adequados para extracdo de materiais biolégicos (NEVES et
al., 2012). Subsequente, aos que preferem sais de fosfato é baseado em seu baixo custo e alto
coeficiente de parti¢cdo de biomoléculas em relacdo a outros sais (PADILHA et al., 2011).

Existe grande interesse em métodos de separacdo de moléculas bioldgicas, tanto através
de técnicas cromatogréficas, como de métodos ndo convencionais. A cromatografia envolve
altos custos, operagdo em lote, baixo rendimento ¢ complexidade em “scale-up”. Sistemas de
duas fases aquosas tém sido propostos para a purificacdo de anticorpos, enzimas e outras
biomoléculas (LOW; O’LEARY; PUJAR, 2007). Rosa et al. (2011) estudaram a
sustentabilidade econémica e ambiental de extracdo de uma proteina A por SDFA que
atualmente se utiliza a técnica de cromatografia por afinidade para o processo de purificagéo.
O processo SDFA é considerado vantajoso em termos de economia. No mesmo trabalho a
equipe de pesquisadores afirmam que sdo capazes de purificar continuamente a mesma
guantidade de proteina reduzindo os custos operacionais de 14,4 para 8,5 milhdes de ddlares
por quilo de cultura de células processadas com a proteina A nos Estados Unidos da América,
EUA.

A formacdo de duas fases durante o processo de mistura de solugdes aquosas de dois
polimeros (ou de um polimero ou de um sal) dependerd das interagdes intermoleculares,
expressas em energia livre entre os constituintes formadores do sistema. Serdo também estas
mesmas interacOes as responsaveis por todas as propriedades fisico-quimicas presentes nas duas
fases, sendo necessario o conhecimento do comportamento das fases (SILVA; LOH, 2006).

Para este comportamento segregativo, pode-se dizer, ou associativo dos componentes
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formadores de SDFA sé&o geralmente efetuados diagramas de fases, mostrando a composigéo
dos constituintes em cada regido, como mostra a Figura 10.

Como representado na Figura 10, o diagrama de fases, pode ser dividido em duas regides
por uma linha convexa chamada binodal ou curva de equilibrio. Sistemas cuja composicao fica
abaixo da binodal formam uma fase somente, enquanto que sistemas cuja composi¢ao se situa
acima da binodal formam duas fases homogéneas. Convencionalmente, 0s componentes
presentes em maior quantidade nas fases inferior e superior sdo representados no eixo das
abscissas e das ordenadas, respectivamente. A quantidade de agua € calculada por diferenca (LI
etal., 2010).

Figura 10. Diagrama de fases para Sistemas de Duas Fases Aquosas, expressas em coordenadas
retangulares. Adaptado de Costa, (2010).
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Na Figura 10, a linha amarracdo (ponto A) determina a composicdo global do sistema,
fornecendo a concentragdo dos solutos nas duas fases em equilibrio, representadas pelos pontos
C (fase superior) e B (fase inferior). Qualquer conjunto de pontos globais ou de mistura (A, A’,
A”) que pertenga a regido bifasica e que esteja sobre a mesma linha de amarracao fornecera
fases superiores que possuirdo propriedades termodinamicas intensivas iguais (composicéo,
densidade, volume molar, entalpia molar, etc.), entretanto, sendo distintas as suas variaveis
termodinamicas extensivas (massa, volume, etc.). Aplica-se 0 mesmo raciocinio para as fases

inferiores formadas a partir de composicdes globais localizadas sobre uma mesma linha de
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amarracdo. O ponto critico (Pc) é uma particularidade do sistema, teoricamente, as propriedades
fisico-quimicas das duas fases sdo iguais (ASENJO; ANDREWS, 2011)

2.5.1.1. Fatores que influenciam no Sistema de Duas Fases Aquosas

Sao diversas varidveis que influenciam no sistema de duas fases aquosas para a particdo
da biomolécula. Entretanto, as propriedades fisico-quimicas influenciam fortemente o seu
particionamento em SDFA, sendo que para cada sistema formado por polimero-polimero ou
polimero-sal existe um diagrama de fases que define as proporgdes entre seus componentes.
Todavia, ao iniciar um trabalho com um novo sistema, recomenda-se a construgdo de um
diagrama adequado as condi¢6es de trabalho a serem utilizados na extracdo como temperatura,
pH, massa molar do PEG e adicdo de suspensao biolégica (ALBERTSON, 1986).

Asenjo e Andrews (2012) acrescentaram que essas condi¢fes que influenciam o
particionamento pode ser explorado individualmente ou em conjunto para atingir uma
separacao eficaz de uma biomolécula especial. As propriedades ou condi¢des a que o autor se
refere sdo a hidrofobicidade, onde as propriedades hidrofobicas de uma fase do sistema sdo
utilizadas para a separagdo de acordo com a hidrofobicidade da biomolécula; eletroquimica,
onde o potencial elétrico entre as fases sdo usadas para moléculas ou particulas separadas de
acordo com a sua carga; o particionamento dependente do tamanho das moléculas ou da area
de superficie das moléculas, constituindo um fator preponderante; e a afinidade bioespecifica,
em que a afinidade entre os locais nas biomoléculas e ligantes dos polimeros de fase sdo
utilizadas para a separacdo, levando em consideragdo a conformacgdo, no qual é um fator
determinante.

No trabalho de Asenjo e Andrews (2011), o efeito da massa molar dos polimeros depende
da massa molar da biomolécula a ser separada. Por exemplo, as proteinas com massas molares
maiores sao mais influenciadas pelas mudancas na massa molar dos polimeros que as proteinas
com pequena massa molar. Posteriormente, Asenjo e Andrews (2012) reforcaram que os fatores
como peso molecular e tamanho de polimeros é crucial no particionamento de uma proteina em

sistema de duas fases aquosas, seguidos das condi¢des ja mencionadas.

2.5.1.1.1. Efeitos da carga (pH)

As interacOes eletroquimicas pode ter um papel importante sobre 0 comportamento de

particdo de proteinas(ASENJO; ANDREWS, 2011). Como cargas opostas se atraem, a presenca
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de constituintes carregadas pode gerar um fracionamento seletiva de solutos e proteinas com
cargas opostas para uma fase especifica. A influéncia do pH sobre as interacdes eletroquimica
é fundamental. Portanto, o pH do sistema pode ser manipulado, a fim de promover a separagdo
seletiva da biomolécula. A utilizacdo de valores de pH acima do ponto isoelétrico (pl) da
proteina pode induzir uma afinidade adicionais para a fase rica em PEG. Correlagcfes para
descrever o efeito de carga e densidade de carga (medido quer por unidade de superficie da
proteina (Sp) ou por unidade de volume da proteina (Vp)) de proteinas com os seus coeficientes
de particdo em SDFA tém sido investigados (ASENJO; ANDREWS, 2011).

Pesquisadores tém investigado as influéncias eletroquimicas da biomolécula em sistemas
de duas fases aquosas formados por PEG com massa molar 4000g/mol e fosfato, sulfato, citrato
e dextrana, na presenca de baixos e altos niveis de NaCl (0,6 - 8,8 % m/m, respectivamente)
para um estudo de 12 proteinas (ANDREWS; SCHMIDT; ASENJO, 2005). A carga e
densidade da superficie das proteinas foram determinadas ao longo de uma gama de valores de
pH (3,0 — 9,0). Foi observado que na auséncia de NaCl, o coeficiente de parti¢do (K) diminuiu
ligeiramente com o0 aumento da carga positiva. Em concentracfes elevadas de NaCl, K
aumentou em funcdo de carga positiva. Isto sugere que a fase rica em PEG, superior, tornou-se
mais negativa do que a concentracdo alta de NaCl nos sistemas e, por conseguinte, atraiu as
proteinas carregadas positivamente (ANDREWS; SCHMIDT; ASENJO, 2005; ASENJO;
ANDREWS, 2011). Os sais provocam mudancas na carga eletrostatica do SDFA e influenciam

na distribuicdo de proteinas e aminoacidos em ambas as fases (SHANG et al., 2004).

2.5.1.1.2. Efeitos do peso molecular da biomolécula

As proteinas possuem um tamanho, peso molecular e didmetro hidrodindmico que
conferem 0 seu particionamento no SDFA, bem como a geometria (conformacéo
tridimensional) sdo submetidas aos efeitos estéricos impostos pelos componentes do sistema.
Estes efeitos estéricos sdo tipicamente relacionados com o volume disponivel para os solutos a
ser fracionado para uma fase particular e sdo geralmente conhecidos como o efeito de volume
excluido ou efeito de excluséo pelo volume ou efeito do volume livre (ASENJO; ANDREWS,
2011).
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2.5.1.1.3. Efeitos da massa molar do polietilenoglicol

O efeito da massa molar dos polimeros depende da massa molar da biomolécula a ser
separada. Por exemplo, as proteinas com massas molares maiores sdo mais influenciadas pelas
mudancas na massa molar dos polimeros que as proteinas com pequena massa molar (ASENJO;
ANDREWS, 2011).

Por sua vez, um aumento da massa molar do polimero geralmente diminui a parti¢ao de
material bioldgico para a fase rica nele. Contudo, quanto maior for esta massa, menor sera o
volume de solvente disponivel, o que implica em uma diminuicéo de solubilidade das proteinas
na fase rica em polimero (ALBERTSSON, 1986).

Ainda em relacdo ao polimero, tem sido demonstrado que o sistema de fases desloca-se
em direcdo a regido bifasica com o aumento de sua concentracdo e da viscosidade das fases,
consequentemente, isto influencia a particdo da proteina-alvo. Além disso, a concentragdo do
polimero a ser usada para a separagdo de fases depende da massa molar do mesmo (ASENJO;
ANDREWS, 2012).

2.5.1.1.4. Efeitos da adi¢ao de sais

A composicdo do sal € outra variavel de grande importancia na particdo de todas as
espécies de moléculas e particulas celulares. Embora os sais se separem igualmente entre as
fases, existem diferencas significativas no coeficiente de particdo das proteinas em fungédo do
tipo de sal (HATTI-KAUL, 2001; ASENJO; ANDREWS, 2011).

Os sais de fosfato tém maior afinidade pela fase inferior do sistema de duas fases, o litio
tem maior afinidade pela fase superior e 0 NaCl tem afinidade para ambas as fases. Portanto,
0s sais que possuem distribuicdo diferenciada entre as duas fases sdo importantes para o
sistema, pois eles terdo grande influéncia na diferenca de potencial elétrico entre as fases. Por
exemplo, a particdo dos ions fosfato para a fase inferior cria um potencial elétrico com uma
carga negativa nesta fase que forca a particdo das macromoléculas ou células carregadas
negativamente para a fase superior. Com o aumento da concentragdo de NaCl, o efeito da
distribuicdo desigual dos ions fosfato pode ser reduzido ou eliminado. Com isto, a mudanca na
composi¢do idnica pode influenciar, e muito, o coeficiente de particio de uma molécula
(HATTI-KAUL, 2001; ASENJO; ANDREWS, 2012).
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2.5.1.1.5. Efeitos da temperatura

O efeito da temperatura varia de acordo com o tipo de sistema utilizado. Para o sistema
PEG/dextrana, foi constatado que para que ocorra a separacdo das fases € necessaria uma
concentra¢do maior dos polimeros & medida que a temperatura é elevada. Neste caso, para que
a separacgéo das fases seja favorecida, deve-se trabalhar em temperaturas inferiores a ambiente.
Ja para PEG/sal, ocorre justamente o contrario, pois em temperaturas maiores ou préximas a
ambiente a separacdo das fases do sistema é facilitada e 0 aumento da temperatura favorece o
aumento da concentracdo de PEG na fase superior do sistema e consequentemente ocorre uma
reducdo da concentracdo do polimero na fase inferior (ZASLAVSKY, 1992; HATTI-KAUL,
2001).

Portanto, deve-se compreender como essas variaveis atuam de forma a influenciar as
caracteristicas do SDFA e a particdo das moléculas para se obter éxito no processo de

purificagéo.

2.5.1.1.6. Efeitos da hidrofobicidade na particdo da biomolécula

As interacdes hidrofébicas tém um papel importante no fracionamento de proteinas na
maioria do SDFA. Dois efeitos, conhecidos, estdo envolvidos em tais interacdes: o efeito da
hidrofobicidade da fase e o efeito salting-out (ASENJO; ANDREWS, 2011). O efeito
hidrofobico da fase esta diretamente relacionado com a identidade quimica dos componentes
do sistema, bem como a sua concentragdo. Embora, os constituintes de um SDFA sdo em
principio hidrofilicos, sendo que, relativamente, a sua hidrofobicidade ira variar. Assim, apesar
de ambas as fases do SDFA sdo bastante hidrofilicas, a fase superior (geralmente de PEG) é
mais hidrofdbica. Isso favorece a parti¢do proteinas hidrofobicas para essa fase particular. Em
sistemas de polimero-sal a hidrofobicidade da fase pode ser manipulada deslocando a curva
binodal, consequentemente variando as linhas de amarragédo, com o peso molecular do polimero
e/ou por adig¢do de um sal. Quando a linha de amarragdo aumenta uma reducéo intrinseca de o
teor de agua é alcangada. Portanto, o sistema torna-se mais hidrofobico devido ter menos agua
disponivel no SDFA. Com relagdo ao peso molecular do polimero, tal como o peso molecular
do polimero aumenta, a razdo dos grupos hidrofilicos/hidrofobicos diminui, provocando um
aumento na hidrofobicidade. Na maioria dos casos a divisdo da proteina hidrofobica pode ser
aumentada até varias ordens de grandeza; enquanto o particionamento de contaminantes, em

tais condicOes, ndo seriam afetados ou tende a preferirem a fase inferior(ASENJO; ANDREWS,
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2012). As proteinas que tém sido separadas com sucesso em tais sistemas incluem a taumatina,
a-amilase, tPA (ativador de plasminogénio tecidual) e anticorpos monoclonais (ASENJO;
ANDREWS, 2011).

2.6. Caracterizacdo Enzimatica

A caracterizacdo enzimatica se faz necessario para conhecer as particularidades dos
catalisadores como a termoestabilidade e variac@es ao pH, atrelando-se as condi¢es ideais para
uma atividade catalitica e aplica¢des industriais (HAKI, 2003; NIGAM, 2013).

A caracterizagdo das proteases varia de acordo com 0s organismos que as produzem.
Sabendo que as proteases podem ser produzidas de diversas origens, tais como micro-
organismos, plantas e animais. (RAO et al., 1998). Conhecer bioquimicamente a enzima
viabiliza 0 emprego da mesma em reacOes industriais que necessitam de producdo e duracdo
em larga escala em raz&o do tempo (NIGAM, 2013).

Estudos vém sendo desenvolvidos para caracterizar enzimas de fungos do género
Aspergillus a fim de determinar sua aplicacdo ou viabilidade no desenvolvimento de produtos
de interesses industriais. Karthic et al. (2014) mostraram o potencial de producdo, através da
caracterizacdo, de uma protease extracelular com pH e temperatura 6tima, 6,0 e 35°C,
respectivamente, por Aspergillus orizae, a fim de isolar de diferentes micro-organismo do solo,
para aplicacGes biotecnoldgicas que o bioprocesso ndo demande em pH e temperatura muito
altas. Sankeerthana; Pinjar; Jambagi (2013) compararam a caracterizacdo da producdo de
proteases por duas linhagens de Aspergillus (A. niger e A. flavus) frente a otimizacdo da
temperatura e pH, 37°C e 9,0, respectivamente, concluindo que a compatibilidade do A. niger
com as necessidades de producdo da industria de detergente € bastante elevada e, portanto, pode
ser explorada com sucesso.

Delabona et al. (2013) caracterizaram as enzimas envolvidas na degradacdo da biomassa,
utilizando diferentes substratos, sob a influéncia de pH e temperatura, por Aspergillus niger
P47C3 e Aspergillus fumigatus P4A0M2, da Floresta Amazonica, Brasil. Nesse trabalho, 0s
autores apontaram um interesse para estudos relacionados com a aplicacdo industrial do
Aspergillus fumigatus P4A0M2 por apresentar atividades maximas em pH &cido, faixa entre 3,0
e 6,0, e temperaturas entre 50 e 65°C, 0 que demonstrou o potencial do micro-organismo para

a producdo de enzimas acidofilas e termdfilas para a degradacéo da biomassa agroindustrial.
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2.6.1. Cinética Enziméatica

O estudo cinetico da enzima purificada constitui a informacdo relativa as taxas de ativacédo
e inativacao de enzimas e realmente da velocidade de como um processo ocorre. Os parametros
cinéticos que controlam as taxas de uma reacdo catalisada por enzimas sdo as seguintes: O
tempo de incubag&o; a concentragéo inicial de substrato; a concentragdo inicial da enzima; o
pH; e a temperatura da reacdo (DUTTA; DUTTA; BANERJEE, 2005; NEJAD et al., 2014).

Monteiro e Silva (2009), afirmam que a Equacdo de Michaelis-Menten é de grande
importancia no campo da enzimologia, pois permite célculos de velocidade e valores de
afinidade de ligagdes entre enzimas obtidas de diferentes extratos e com um determinado
substrato. Assim, a atividade das enzimas pode ser escrita em termos de Vmax, OU Seja, quando
a velocidade da reacdo aumenta com a concentracdo do substrato até a saturacao da enzima pelo
substrato. O K (Constante de Michaelis-Menten) permite compreender a funcdo da enzima
que catalisa uma reacao especifica, isto €, onde menores valores dessa constante significa maior
afinidade pelo substrato (SIQUEIRA et al., 2011). A Equacéo (1) de Michaelis-Menten pode
ser descrita da seguinte forma:

_ Vméx[S]
K, +[S]

(1)

A equacdo de Michaelis-Menten expressa a relagcdo quantitativa entre a velocidade inicial
(Vo), a velocidade méaxima (Vmax) € a concentracdo inicial do substrato, todas relacionadas
através da constante de Michaelis-Menten (Km).

Aplicando-se a este esquema cinético a aproximacao do estado estacionario (aproximacao
de Bodenstein) para a concentracdo do complexo enzima-substrato obtemos a famosa equagéo
de hipérbole retangular de Michaelis-Menten para a velocidade inicial da reacdo que esta
descrita na Equacao (1).

As proteases, como as demais enzimas, sdo catalisadores biol6gicos, e agem em grupos
funcionais especificos, catalisando reagdes de forma estereoespecificas, formando um ou dois
enantidbmeros possiveis (NELSON; COX, 2011; NEJAD et al., 2014). Ademais, diminui a
energia de ativacdo (Ea) da reacdo de degradacdo de substancias proteicas que é a energia
minima para formacé&o do estado de transicdo enzima-substrato e por fim o produto.

A equacéo de Michaelis-Menten pode ser transformada algebricamente em componentes
inversos simplesmente tomando as reciprocas dos dois lados da equagéo, obtendo-se a Equacéo

de Lineweaver-Burk (Equagao 2), também denominada de “duplo-reciproco”. A representagao
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duplo-reciproca tem a vantagem de permitir uma determinagdo mais acurada de Vmaxe a Vo. A
utilidade de plotar o gréafico duplo-reciproco é compreender a diferenga entre certos tipos de
mecanismos de reacdo enzimatica e na andalise da inibicdo de enzimas (NELSON; COX, 2011,
NEJAD et al., 2014).

K 1

m

1 L1
VO Vméx [S] Vméx

)

Onde, Vo é a velocidade inicial da reacdo (U/mL), Vmax € a velocidade mé&xima, [S] a
concentracédo do substrato (mg/mL) e K a constante de Michaelis-Menten.

No estudo da cinética de inativacdo térmica de enzimas faz-se necessario o conhecimento
de alguns parametros, que tornam possivel a determinacdo do melhor bindmio
tempo/temperatura. O valor de reducdo decimal (D) representa a resisténcia a uma determinada
temperatura, enquanto o valor (z) é expresso em °C e equivale a dependéncia da mudanca de
temperatura para a desnaturacdo do fator termodegradavel. Esse parametro indica o intervalo
em que a temperatura, sendo aumentada ou diminuida, gera a mudanca de um ciclo logaritmico
no valor D (HEIDTMANN et al., 2012).

O coeficiente de temperatura (Q1o) por sua vez denota o quanto mais rapido uma reagdo
(no caso a inativacdo enzimatica) ocorre quando a temperatura é elevada de 10°C. O bom
entendimento do significado destes parametros aliado a correta manipulacdo matematica
permite prever o comportamento da cinética de inativacdo para condi¢fes ndo executadas
experimentalmente, ou seja, a partir dos dados de alguns ensaios, é possivel predizer resultados
em sistemas reais ndo estudados (FONTAN et al., 2012).

2.6.2. Termodinamica Enzimatica

A termodinamica é um dos ramos da fisica diretamente aplicados a bioquimica.
Variaveis como entropia, entalpia e energia livre sdo os pilares da compreensdo de varios
processos biolodgicos, como o dobramento de proteinas, a interacdo proteina-DNA e o
enovelamento do DNA. Esses conceitos sdo de grande importancia no entendimento do
mecanismo de desnaturacdo enzimatica. Entretanto, para que se interprete o significado dessas
variaveis em processos enzimaticos, torna-se importante a compreensdo de suas definicdes
(QIAN; BEARD, 2005).
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A Termodinamica € a ciéncia que estuda as trocas de energia que ocorrem entre o
sistema e a vizinhanga durante uma mudanca de estado. Est4 baseada em quatro generalizacdes,
conhecidas como Principios ou Leis da Termodinamica, que governam as transformacdes de
um tipo de energia em outro (OLIVEIRA; DECHOUM, 2003).

A Primeira Lei da Termodindmica ndo é transposicao da lei da conservagdo da energia
em Fisica e em Quimica. A sua formulagdo matemaética traduz que a variagdo da energia interna
de um sistema, AU, ¢ igual a soma do calor com o trabalho que o sistema troca com a sua
vizinhanca, ou seja, essa lei estabelece que ha um fluxo de energia durante uma mudanca de
estado, impondo para isso, uma Unica condigdo restritiva: a conservagdo de energia, podendo

ser expressa na seguinte Equacgéo (3):

AU=Q+W (3)

Na Equacéo (3), Q e W assumem valores positivos sempre que correspondem a energia
que entra no sistema. Do ponto de vista matematico, a simplicidade da Equacao (3) é evidente.
Talvez por essa razdo, o seu significado fisico ndo seja suficientemente explorado, originando
duvidas, ou mesmo confusdes, na sua interpretacdo e aplicacdo a situacdes fisico-quimicas
(ANACLETO; ANACLETO, 2007).

A determinacdo dos parametros termodinamicos ajuda a entender o mecanismo de
desnaturacdo da enzima, o qual é muito importante em processos enzimaticos, bem como o
efeito da temperatura na taxa de desnaturacdo enzimatica. Os parametros entalpia (AH) e
entropia (AS) fornecem o nimero de ligacGes ndo covalentes quebradas e a mudanca na
desordem enzima/solvente associada com a formacao do estado de transicdo, respectivamente
(HEIDTMANN et al., 2012).

Entretanto, em relagdo a uma enzima, a energia livre de Gibbs (AG) de uma enzima ¢
diferente para cada estado: forma nativa e forma desnaturada, e indica quanto da conformacao
inicial ainda esta preservada ou ativa. A desnaturagdo ocorre quando AG assume valor baixo,
indicando que o estado assumido apresenta menos energia disponivel, em fungdo da
desnaturacdo, quando comparado com o estado inicial (HEIDTMANN et al., 2012). Podendo

concluir que quando a enzima estiver totalmente desnaturada, a AG seré igual a zero.
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3. OBJETIVOS

3.3. Objetivo Geral

Selecionar linhagens de Aspergillus spp quanto ao seu potencial para a producdo de
proteases, caracteriza-las bioquimicamente e purificar em Sistemas de Duas Fases Aquosas
(PEG/Sal).

3.4. Objetivos Especificos

e Selecionar quantitativamente as linhagens produtoras de proteases;

e Produzir proteases por Fermentacdo em Estado Solido utilizando substratos
agroindustriais;

e Estudar a influéncia das variaveis: quantidade de residuo, umidade e temperatura sobre a
producdo das proteases por fermentacdo em estado solido, utilizando um planejamento
fatorial (2%);

e Caracterizar bioquimicamente a protease no extrato enzimético, em relagdo ao pH 6timo,
temperatura 6tima e estabilidade ao pH;

e Purificacdo da protease utilizando sistema de duas fases aquosas PEG-Sal;

e Estudar a influéncia das variaveis (massa molar e concentracdo do PEG, pH e concentracdo

de citrato) sobre a extracdo da protease.



55

REFERENCIAS

AHMED, I.; ZIA, M. A.; IQBAL, H. M. N. Purification and Kinetic Parameters
Characterization of an Alkaline Protease Produced from Bacillus subtilis through Submerged
Fermentation Technique. World Applied Sciences Journal, v. 12, n. 6, p. 751-757, 2011.

ALBERTSON, P.-A. Partition of Cell Particles and Macromolecules. 3. ed. Wiley-
Interscience, 1986. p. 346

ALBERTSSON, P.-A. Methods of Biochemical Analysis: Partition Methods for Fractionation
of Cell Particles and Macromolecules. John Wiley & Sons, 1962. p. 399

ANACLETO, J.; ANACLETO, A. Sobre a primeira lei da termodindmica. As diferenciais do
calor e do trabalho. Quim. Nova, v. 30, n. 2, p. 488-490, 2007.

ANANDAN, D.; MARMER, W. N.; DUDLEY, R. L. Isolation, characterization and
optimization of culture parameters for production of an alkaline protease isolated from
Aspergillus tamarii. Journal of industrial microbiology & biotechnology, v. 34, n. 5, p. 339—
47, maio. 2007.

ANDREWS, B. A.; SCHMIDT, A. S.; ASENJO, J. A. Correlation for the partition behavior of
proteins in aqueous two-phase systems: effect of surface hydrophobicity and charge.
Biotechnology and bioengineering, v. 90, n. 3, p. 380-90, 5 maio. 2005.

ANITHA, T. S.; PALANIVELU, P. Purification and characterization of an extracellular
keratinolytic protease from a new isolate of Aspergillus parasiticus. Protein expression and
purification, v. 88, n. 2, p. 214-20, abr. 2013.

ASENJO, J. A.; ANDREWS, B. A. Aqueous two-phase systems for protein separation: a
perspective. Journal of chromatography. A, v. 1218, n. 49, p. 882635, 9 dez. 2011.

ASENJO, J. A.; ANDREWS, B. A. Aqueous two-phase systems for protein separation: phase
separation and applications. Journal of chromatography. A, v. 1238, p. 1-10, 18 maio. 2012.

BARROS, F. F. C. et al. Production of Enzymes from Agroindustrial Wastes by Biosurfactant-
Producing Strains of Bacillus subtilis. Biotechnology research international, v. 2013, p.
103960, jan. 2013.

BEG, Q.; SAHAI, V.; GUPTA, R. Statistical media optimization and alkaline protease
production from Bacillus mojavensis in a bioreactor. Process Biochemistry, v. 39, n. 2, p. 203—
209, 2003.

BENNETT, J. W. An Overview of the Genus. Molecular Biology and Genomics, p. 1 — 19,
2010.

BERTI, P. J.; STORER, A. C. Alignment/Phylogeny of the Papain Superfamily of Cysteine
Proteases. j. Mol. Biol., v. 246, p. 273-283, 1995.



56

BHUNIA, B. et al. Effect of pH and temperature on stability and kinetics of novel extracellular
serine alkaline protease (70 kDa). International journal of biological macromolecules, v. 54,
p. 1-8, mar. 2013.

BINOD, P.; PALKHIWALA, P. Industrial Enzymes-Present status and future perspectives for
India. Jornal of Scientific & Industrial Research, v. 72, n. May, p. 271-286, 2013.

CAl, Y. etal. Expression and purification of recombinant Trail protein in E.coli and the optimal
conditions for Trail purification. Chinese journal of cellular and molecular immunology, v.
28, n. 6, p. 596-600, jun. 2012.

CHAKRABARTI, S. K.; MATSUMURA, N.; RANU, R. S. Purification and Characterization
of an Extracellular Alkaline Serine Protease from Aspergillus terreus (IJIRA6.2). Current
Microbiology, v. 40, p. 239-244, 2000.

CHANG, C.; WERB, Z. The many faces of metalloproteases: cell growth, invasion,
angiogenesis and metastasis. Trends in cell biology, v. 11, n. 11, p. S37-43, nov. 2001.

CHARLES, P. et al. Purification, characterization and crystallization of an extracellular alkaline
protease from Aspergillus nidulans HA-10. Journal of basic microbiology, v. 48, n. 5, p. 347—
52, out. 2008.

CHAUHAN, B.; GUPTA, R. Application of statistical experimental design for optimization of
alkaline protease production from Bacillus sp. RGR-14. Process Biochemistry, v. 39, n. 12, p.
2115-2122, out. 2004.

CHOUDHARY, V.; JAIN, P. C. Optimization of process parameters for alkaline protease
production by Aspergillus versicolor PF/F/107. J. Acad. Indus. Res., v. 1, n. June, p. 8-14,
2012.

CHUTMANOP, J. et al. Protease production by Aspergillus oryzae in solid-state fermentation
using agroindustrial substrates. Journal of Chemical Technology & Biotechnology, v. 83, n.
7, p. 1012-1018, jul. 2008.

COUTO, S. R.; SANROMAN, M. A. Application of solid-state fermentation to food industry
- A review. Journal of Food Engineering, v. 76, n. 3, p. 291-302, out. 2006.

CRAIK, C. S.; PAGE, M. J.; MADISON, E. L. Proteases as therapeutics. The Biochemical
journal, v. 435, n. 1, p. 1-16, 1 abr. 2011.

DE CASTRO, A. M. et al. Multiresponse Optimization of Inoculum Conditions for the
Production of Amylases and Proteases by Aspergillus awamori in Solid-State Fermentation of
Babassu Cake. Enzyme research, v. 2011, p. 457392, jan. 2011.

DE PARIS, L. D. et al. Produgédo de complexos enzimaticos por A. niger a partir de soja por
fermentagdo em estado sélido. Acta Scientiarum. Technology, v. 34, n. 2, p. 193-200, 7 mar.
2012.

DELABONA, P. D. S. et al. Effect of initial moisture content on two Amazon rainforest
Aspergillus strains cultivated on agro-industrial residues: Biomass-degrading enzymes



57

production and characterization. Industrial Crops and Products, v. 42, p. 236-242, mar.
2013.

DHANDAPANI, B. et al. Impact of aeration and agitation on metabolic heat and protease
secretion of Aspergillus tamarii in a real-time biological reaction calorimeter. Applied
microbiology and biotechnology, v. 94, n. 6, p. 1533-42, jun. 2012.

DING, X. et al. Design of functional guanidinium ionic liquid aqueous two-phase systems for
the efficient purification of protein. Analytica chimica acta, v. 815, p. 22-32, 7 mar. 2014.

DUDHAGARA, P. et al. Isolation, Characterization and investing the Industrial Applications
of Thermostable and Solvent Tolerant Serine Protease from Hot Spring Isolated Thermophililic
Bacillus licheniformis U1. International Journal of Applied Sciences and Biotechnology, v.
2,n. 1, p. 75-82, 25 mar. 2014.

DUTTA, J.; DUTTA, P.; BANERJEE, R. Kinetic study of a low molecular weight protease
from newly isolated Pseudomonas sp. using artificial neural network. Indian Journal of
Biotechnology, v. 4, n. January, p. 127-133, 2005.

FERREIRA, L. et al. Structural features important for differences in protein partitioning in
aqueous dextran-polyethylene glycol two-phase systems of different ionic compositions.
Biochimica et biophysica acta, v. 1844, n. 3, p. 694704, mar. 2014.

FONTAN, R. D. C. I. et al. Cinética de inativacdo da peroxidase em &gua de coco. Semina:
Ciéncias Agrarias, v. 33, n. 1, p. 249-258, 5 abr. 2012.

FUTALI, E. et al. Molecular cloning of PalBH, a mammalian homologue of the Aspergillus
atypical calpain PalB. Biochimica et biophysica acta, v. 1517, n. 2, p. 316-9, 26 jan. 2001.

GAVASANE, M. R.; GAIKAR, V. G. Aqueous two-phase affinity partitioning of penicillin
acylase from E. coli in presence of PEG-derivatives. Enzyme and Microbial Technology, v.
32, n. 6, p. 665-675, maio. 2003.

GERMANO, S. et al. Characterization and stability of proteases from Penicillium sp. produced
by solid-state fermentation. Enzyme and Microbial Technology, v. 32, n. 2, p. 246-251, fev.
2003.

GIBBONS, J. G.; ROKAS, A. The function and evolution of the Aspergillus genome. Trends
in microbiology, v. 21, n. 1, p. 14-22, jan. 2013.

GONGALEZ, E. et al. Producdo de aflatoxinas e acido ciclopiazdnico por cepas de Aspergillus
flavus isoladas de amendoim. Arquivos do Instituto Biologico, v. 80, n. 3, p. 312-317, set.
2013.

GRIMM, L. H. etal. Morphology and productivity of filamentous fungi. Applied microbiology
and biotechnology, v. 69, n. 4, p. 375-84, dez. 2005.

GUPTA, R. et al. An overview on fermentation, downstream processing and properties of
microbial alkaline proteases. Applied microbiology and biotechnology, v. 60, n. 4, p. 381-
95, dez. 2002.



58

GUPTA, R.; BEG, Q. K.; LORENZ, P. Bacterial alkaline proteases: molecular approaches and
industrial applications. Applied microbiology and biotechnology, v. 59, n. 1, p. 15-32, jun.
2002.

HAJJI, M. et al. Optimization of alkaline protease production by Aspergillus clavatus ES1 in
Mirabilis jalapa tuber powder using statistical experimental design. Applied microbiology
and biotechnology, v. 79, n. 6, p. 915-23, jul. 2008.

HAJJI, M. et al. Gene cloning and expression of a detergent stable alkaline protease from
Aspergillus clavatus ES1. Process Biochemistry, v. 45, n. 10, p. 1746-1752, out. 2010.

HAKI, G. Developments in industrially important thermostable enzymes: a review.
Bioresource Technology, v. 89, n. 1, p. 17-34, ago. 2003.

HAMIDI-ESFAHANI, Z.; SHOJAOSADATI, S. A.; RINZEMA, A. Modelling of
simultaneous effect of moisture and temperature on A. niger growth in solid-state fermentation.
Biochemical Engineering Journal, v. 21, n. 3, p. 265-272, nov. 2004.

HATTI-KAUL, R. Aqueous two-phase systems. Molecular biotechnology, v. 19, p. 1 — 20,
2001.

HEIDTMANN, R. B. et al. Caracterizagdo cinética e termodinamica de [ -galactosidase de
Kluyveromyces marxianus CCT 7082 fracionada com sulfato de aménio. Brazilian Journal of
Food Technology, v. 15, n. 1, p. 41-49, 2012.

HERCULANO, P. N. et al. Cellulase production by Aspergillus japonicus URM5620 using
waste from castor bean (Ricinus communis L.) under solid-state fermentation. Applied
biochemistry and biotechnology, v. 165, n. 3-4, p. 1057-67, out. 2011.

HERNANDEZ-MARTINEZ, R. et al. Purification and characterization of a thermodynamic
stable serine protease from Aspergillus fumigatus. Process Biochemistry, v. 46, n. 10, p. 2001—
2006, out. 2011.

HOLKER, U.; LENZ, J. Solid-state fermentation: are there any biotechnological advantages?
Current opinion in microbiology, v. 8, n. 3, p. 301-6, jun. 2005.

HUBKA, V. et al. Taxonomic revision of Eurotium and transfer of species to Aspergillus.
Mycologia, v. 105, n. 4, p. 912-37, 2013.

IANDOLO, D. et al. Enzyme production by solid substrate fermentation of Pleurotus ostreatus
and Trametes versicolor on tomato pomace. Applied biochemistry and biotechnology, v. 163,
n. 1, p. 40-51, jan. 2011.

IQBAL, H. M. N.; AHMED, I.; KHAN, M. A. Partial Characterization of Purified Protease
Produced from Rhizopus oligosporus Using a by-products of Oil Industry. World Applied
Sciences Journal, v. 13, n. 3, p. 600-605, 2011.

IRE, F.; OKOLO, B.; MONEKE, A. Purification and characterization of an acid protease from
Aspergillus carbonarius. African Journal of Food Sciences, v. 5, n. 12, p. 695-709, 2011.



59

ISMAIL, B.; NIELSEN, S. S. Invited review: Plasmin protease in milk: current knowledge and
relevance to dairy industry. Journal of dairy science, v. 93, n. 11, p. 4999-5009, nov. 2010.

JAIN, R.; AGRAWAL, S.; JAIN, P. Proteolytic actinomycetes from Indian habitats. Jornal of
Culture Collections, v. 6, p. 28-37, 2013.

JERONIMO, C. E. DE M.; CAMACHO, F.; COELHO, M. S. Impacts Caused By The
Inadequate Deposition Of The Residue Of The Rio Grande Do Norte Agroindustries. Revista
de Ciéncias ..., v. 6, n. 2, p. 49-60, 2013.

JOHANSSON, H.-O. et al. Protein partitioning in poly(ethylene glycol)/sodium polyacrylate
aqueous two-phase systems. Journal of chromatography. A, v. 1178, n. 1-2, p. 145-53, 18
jan. 2008.

JOO, H.-S.; CHANG, C.-S. Production of protease from a new alkalophilic Bacillus sp. 1-312
grown on soybean meal: optimization and some properties. Process Biochemistry, v. 40, n. 3-
4, p. 1263-1270, mar. 2005.

KARTHIC, J. et al. Research Article An Approach On Isolation , Screening And Production
Of Protease From Aspergillus oryzae. Jornal of Drug Delivery & Therapeutics, v. 4, n. 2, p.
86-89, 2014.

KEMPKEN, F.; ROHLFS, M. Fungal secondary metabolite biosynthesis — a chemical defence
strategy against antagonistic animals? Fungal Ecology, v. 3, n. 3, p. 107-114, ago. 2010.

KIM, J. Purification and Characterization of an Extracellular Alkaline Protease from
Aspergillus niger C-15. Mycobiology, v. 32, n. 2, p. 74-78, 2004.

KIRK, O.; BORCHERT, T. V.; FUGLSANG, C. C. Industrial enzyme applications. Current
Opinion in Biotechnology, v. 13, n. 4, p. 345-351, ago. 2002.

KLICH, M. A. Identification of common Aspergillus species. llustrada ed. [s.I: s.n.]. p. 510

KRANTHI, V. S.; RAO, D. M.; JAGANMOHAN, P. Production of Protease by Aspergillus
flavus Through Solid State Fermentation Using Different Oil Seed Cakes. International
Journal of Microbiological, v. 1, n. 1, p. 12-15, 2012,

LEE, S.-K. et al. Purification and characterization of Aspergillus oryzae LK-101 salt-tolerant
acid protease isolated from soybean paste. Food Science and Biotechnology, v. 19, n. 2, p.
327-334, 30 abr. 2010.

LI, C. etal. Production optimization, purification, and characterization of a novel acid protease
from a fusant by Aspergillus oryzae and Aspergillus niger. European Food Research and
Technology, 6 fev. 2014.

LI, Y. et al. The Threonine Protease Activity of Testes-Specific Protease 50 (TSP50) Is
Essential for Its Function in Cell Proliferation. PLOSONE, v. 7, n. 5, p. 1-14, 2012.



60

LI, Z. et al. lonic liquid-based aqueous two-phase systems and their applications in green
separation processes. TrAC Trends in Analytical Chemistry, v. 29, n. 11, p. 1336-1346, dez.
2010.

LLORENTE, B. E. et al. Use of artichoke (Cynara scolymus) flower extract as a substitute for
bovine rennet in the manufacture of Gouda-type cheese: Characterization of aspartic proteases.
Food Chemistry, v. 159, p. 55-63, set. 2014.

LONSANE, B. K. et al. Engineering aspects of solid state fermentation. Enzyme and
Microbial Technology, v. 7, n. 6, p. 258-265, jun. 1985.

LOW, D.; O’LEARY, R.; PUJAR, N. S. Future of antibody purification. Journal of
chromatography. B, Analytical technologies in the biomedical and life sciences, v. 848, n.
1, p. 48-63, 15 mar. 2007.

LUBERTOZZI, D.; KEASLING, J. D. Developing Aspergillus as a host for heterologous
expression. Biotechnology advances, v. 27, n. 1, p. 53-75, 20009.

MAHANTA, N.; GUPTA, A.; KHARE, S. K. Production of protease and lipase by solvent
tolerant Pseudomonas aeruginosa PseA in solid-state fermentation using Jatropha curcas seed
cake as substrate. Bioresource technology, v. 99, n. 6, p. 1729-35, abr. 2008.

MARKARYAN, A. et al. Purification and characterization of an elastinolytic metalloprotease
from Aspergillus fumigatus and immunoelectron microscopic evidence of secretion of this
enzyme by the fungus invading the murine lung. Infect. Immun., v. 62, n. 6, p. 2149-2157, 1
jun. 1994,

MARKELY, L. R. A. et al. High-throughput ion exchange purification of positively charged
recombinant protein in the presence of negatively charged dextran sulfate. Biotechnology
progress, v. 30, n. 2, p. 516-20, mar. 2014.

MARTINS, S. et al. Bioactive phenolic compounds: production and extraction by solid-state
fermentation. A review. Biotechnology advances, v. 29, n. 3, p. 365-73, 2011.

MCINTYRE, M. et al. Metabolic engineering of the morphology of Aspergillus. Advances in
biochemical engineering/biotechnology, v. 73, p. 103-28, jan. 2001.

MITCHELL, D.; BEROVIC, M.; KRIEGER, N. Biochemical engineering aspects of solid
state bioprocessing. Springer Berlin Heidelberg, 2000. v. 68p. 61-138

MOFFITT, K. L.; MARTIN, S. L.; WALKER, B. Proteases implicated in apoptosis: old and
new. The Journal of pharmacy and pharmacology, v. 62, n. 5, p. 563-76, maio. 2010.

MOKHTARANI, B. et al. Partitioning of Ciprofloxacin in aqueous two-phase system of
poly(ethylene glycol) and sodium sulphate. Biochemical Engineering Journal, v. 38, n. 2, p.
241-247, fev. 2008.

MONTEIRO, V. N.; SILVA, R. N. Aplicagdes Industriais da Biotecnologia Enzimaética.
Revista Processos Quimicos, p. 9-23, 2009.



61

MORYA, V. K. et al. In silico characterization of alkaline proteases from different species of
Aspergillus. Applied biochemistry and biotechnology, v. 166, n. 1, p. 243-57, jan. 2012.

MUKHERJEE, A. K.; ADHIKARI, H.; RAI, S. K. Production of alkaline protease by a
thermophilic Bacillus subtilis under solid-state fermentation (SSF) condition using Imperata
cylindrica grass and potato peel as low-cost medium: Characterization and application of
enzyme in detergent formulation. Biochemical Engineering Journal, v. 39, n. 2, p. 353-361,
abr. 2008.

MULLER, C. et al. Metabolic Engineering of the Morphology of Aspergillus oryzae by Altering
Chitin Synthesis. Applied and Environmental Microbiology, v. 68, n. 4, p. 1827-1836, 1 abr.
2002.

NEELAKANTAN, S.; MOHANTY, A. K.; KAUSHIK, J. K. Production and use of microbial
enzymes for dairy processing. Current Science, v. 77, n. 1, p. 143 — 148, 1999.

NEGI, S.; BANERJEE, R. Optimization of culture parameters to enhance production of
amylase and protease from Aspergillus awamori in a single fermentation. African Journal of
Biochemistry Research, v. 4, n. 3, p. 73-80, 8 mar. 2010.

NEJAD, Z. G. et al. Some Investigations on Protease Enzyme Production Kinetics Using
Bacillus licheniformis BBRC 100053 and Effects of Inhibitors on Protease Activity.
International Journal of Chemical Engineering, v. 2014, p. 1-6, 2014.

NEVALAINEN, K. M. H.; TE’O, V. S.J.; BERGQUIST, P. L. Heterologous protein expression
in filamentous fungi. Trends in biotechnology, v. 23, n. 9, p. 468—74, set. 2005.

NEVES, M. L. C. et al. Partition and recovery of phytase from Absidia blakesleeana URM5604
using PEG—citrate agueous two-phase systems. Fluid Phase Equilibria, v. 318, p. 34-39, mar.
2012,

NIGAM, P. Microbial Enzymes with Special Characteristics for Biotechnological Applications.
Biomolecules, v. 3, n. 3, p. 597-611, 23 ago. 2013.

NIGAM, P. S. NEE’; PANDEY, A. Solid-State Fermentation Technology for Bioconversion
of Biomass and Agricultural Residues. Dordrecht: Springer Netherlands, , 2009. (Nota
técnica).

O’DONNELL, D. et al. Enhanced heterologous protein production in Aspergillus niger through
pH control of extracellular protease activity. Biochemical Engineering Journal, v. 8, n. 3, p.
187-193, out. 2001.

OLIVEIRA, P. M. C. DE; DECHOUM, K. Facilitando a Compreensdo da Segunda Lei da
Termodindmica. Revista Brasileira de Ensino de Fisica, v. 25, n. 4, p. 359-363, 2003.

ORLANDELLLI, R. C. et al. Enzimas de Interesse Industraial - Revisdo de Literatura. Rev.
Saude e Biol., v. 7, n. 3, p. 97-109, 2012.



62

OYELEKE, S. B.; EGWIM, E. C.; AUTA, S. H. Screening of Aspergillus flavus and
Aspergillus fumigatus strains for extracellular protease enzyme production. Journal of
Microbiology and Antimicrobials, v. 2, n. 7, p. 83-87, 2010.

PADILHA, G. S. et al. Avaliacdo da lipase extracelular de Pseudomonas cepacia para
purificacdo em sistema bifasico aquoso. Ciencia e Tecnologia de Alimentos, v. 31, n. 1, p. 16—
22, 2011.

PADMAPRIYA, B. et al. Production and Purification of Alkaline Serine Protease from Marine
Bacillus Species and Its Application in Detergent Industry. v. 4, n. 1, p. 21-26, 2012.

PAGE, M. J.; DI CERA, E. Serine peptidases: classification, structure and function. Cellular
and molecular life sciences : CMLS, v. 65, n. 7-8, p. 1220-36, abr. 2008.

PANDEY, A. et al. Biotechnological potential of agro-industrial residues. I: sugarcane bagasse.
Bioresource Technology, v. 74, n. 1, p. 69-80, ago. 2000.

PANDEY, A. et al. Solid State Fermentation in Biotechnology: Fundamentals and
Applications. Bioresource technology, v. 82, n. 305, p. 8524, 2002.

PANDEY, A. Solid-state fermentation. Biochemical Engineering Journal, v. 13, p. 81-84,
2003.

PANDEY, A.; SOCCOL, C.R.; MITCHELL, D. New developments in solid state fermentation:
I-bioprocesses and products. Process Biochemistry, v. 35, n. 10, p. 1153-1169, jul. 2000.

PEI, Y. etal. lonic liquid-based aqueous two-phase extraction of selected proteins. Separation
and Purification Technology, v. 64, n. 3, p. 288-295, jan. 20009.

PERICIN, D. M., MADAREV-POPOVIC, S. Z.; RADULOVIC-POPOVIC, L. M.
Optimization of conditions for acid protease partitioning and purification in aqueous two-phase
systems using response surface methodology. Biotechnology letters, v. 31, n. 1, p. 43-7, jan.
2009.

PINA, A. S.; BATALHA, 1. L.; ROQUE, A. C. A. Affinity tags in protein purification and
peptide enrichment: an overview. Methods in molecular biology (Clifton, N.J.), v. 1129, p.
147-68, jan. 2014.

PORTO, C. S. et al. Partition of lectin from Canavalia grandiflora Benth in aqueous two-phase
systems using factorial design. Biochemical Engineering Journal, v. 53, n. 2, p. 165-171, jan.
2011.

PORTO, T.S. et al. Liquid-liquid extraction of proteases from fermented broth by PEG/citrate
aqueous two-phase system. Chemical Engineering and Processing: Process Intensification,
v.47,n. 4, p. 716-721, abr. 2008.

QIAN, H.; BEARD, D. A. Thermodynamics of stoichiometric biochemical networks in living
systems far from equilibrium. Biophysical chemistry, v. 114, n. 2-3, p. 213-20, 22 maio. 2005.



63

RADHA, S. et al. Production and optimization of acid protease by Aspergillus spp under
submerged fermentation. Scholars Research Library, v. 3, n. 2, p. 155-163, 2011.

RAJIMALWAR, S.; DABHOLKAR, P. Production of protease by Aspergillus sp. using solid-
state fermentation. African Journal of ..., v. 8, n. 17, p. 4197-4198, 2009.

RAJU, E. V. N.; DIVAKAR, G. An Overview on microbial fibrinolytic proteases.
International Journal of Pharmaceutical Sciences and Research, v. 5, n. 3, p. 643-656,
2014.

RAO, M. B. et al. Molecular and Biotechnological Aspects of Microbial Proteases.
Microbiology and Molecular Biology Reviews, v. 62, n. 3, p. 597-635, 1998.

RAWLINGS, N. D. Evolutionary families of metallopeptidases. Methods Enzymol., v. 248,
p. 183-228, 1995.

RAWLINGS, N. D. Protease Families, Evolution and Mechanism of Action. Vienna:
Springer Vienna, , 2013. (Nota técnica).

RAWLINGS, N. D.; BARRETT, A. J.; BATEMAN, A. MEROPS: the peptidase database.
Nucleic acids research, v. 38, n. Database issue, p. D227-33, jan. 2010.

RESCHKE, T.; BRANDENBUSCH, C.; SADOWSKI, G. Modeling aqueous two-phase
systems: 1. Polyethylene glycol and inorganic salts as ATPS former. Fluid Phase Equilibria,
v. 368, p. 91-103, abr. 2014.

RODRIGUEZ COUTO, S.; SANROMAN, M. A. Application of solid-state fermentation to
ligninolytic enzyme production. Biochemical Engineering Journal, v. 22, n. 3, p. 211-219,
fev. 2005.

ROHLFS, M. et al. Secondary chemicals protect mould from fungivory. Biology letters, v. 3,
n. 5, p. 523-5, 22 out. 2007.

ROSA, P. A. J. et al. Aqueous two-phase extraction as a platform in the biomanufacturing
industry: economical and environmental sustainability. Biotechnology advances, v. 29, n. 6,
p. 559-67, jan. 2011.

ROSSO, B. et al. Partitioning and extraction of collagenase from Penicillium aurantiogriseum
in poly (ethylene glycol)/phosphate aqueous two-phase system. Fluid Phase. v. 335, p. 20-25,
2012.

SABU, A et al. Tamarind seed powder and palm kernel cake: two novel agro residues for the
production of tannase under solid state fermentation by Aspergillus niger ATCC16620.
Bioresource technology, v. 96, n. 11, p. 1223-8, jul. 2005.

SAJEED AL, S.; VIDHALE, N. N. Protease Production by Fusarium oxysporum in Solid-
State Fermentation Using Rice Bran. American Journal of Microbiological Research, v. 1,
n. 3, p. 45-47, 5 maio. 2013.



64

SALMON, D. N. X. et al. Aqueous two-phase extraction for partial purification of
Schizophyllum commune phytase produced under solid-state fermentation. Biocatalysis and
Biotransformation, v. 32, n. 1, p. 45-52, 22 jan. 2014.

SANDHYA, C. et al. Comparative evaluation of neutral protease production by Aspergillus
oryzae in submerged and solid-state fermentation. Process Biochemistry, v. 40, n. 8, p. 2689—
2694, jul. 2005.

SANKEERTHANA, C.; PINJAR, S.; JAMBAGI, R. Production and Partial Characterization
of Protease from Aspergillus flavus using Rice Mill Waste as a Substrate and its Comparision
with Aspergillus niger. International Journal of Current Engineering and Techonology, p.
143 — 147, 2013.

SECOR, E. R. et al. Bromelain exerts anti-inflammatory effects in an ovalbumin-induced
murine model of allergic airway disease. Cellular immunology, v. 237, n. 1, p. 68-75, set.
2005.

SEEMULLER, E. et al. Proteasome from Thermoplasma acidophilum: a threonine protease.
Science (New York, N.Y.), v. 268, n. 5210, p. 579-82, 28 abr. 1995.

SHAHINA, Z.; HOSSAIN, M.; HAKIM, M. Characterization of protease producing fungi
Aspergillus funiculosus and A. tamarii, and their proteases. Chittagong University Journal of,
v. 4, p. 91-98, 2013.

SHANG, Q. . et al. Partitioning behavior of amino acids in aqueous two-phase systems
containing polyethylene glycol and phosphate buffer. Fluid Phase Equilibria, v. 219, n. 2, p.
195-203, maio. 2004.

SHIEH, C.-J.; PHAN THI, L.-A.; SHIH, I.-L. Milk-clotting enzymes produced by culture of
Bacillus subtilis natto. Biochemical Engineering Journal, v. 43, n. 1, p. 85-91, jan. 2009.

SHIKHA; SHARAN, A.; DARMWAL, N. S. Improved production of alkaline protease from a
mutant of alkalophilic Bacillus pantotheneticus using molasses as a substrate. Bioresource
technology, v. 98, n. 4, p. 881-5, mar. 2007.

SHIRASAKA, N. et al. Purification and characterization of a fibrinolytic protease from
Aspergillus oryzae KSK-3. Mycoscience, v. 53, n. 5, p. 354-364, 24 jan. 2012.

SIALA, R. et al. Extracellular acid protease from Aspergillus niger 11: purification and
characterization. African Journal os Biotechonology, v. 8, n. 18, p. 4582-4589, 2009.

SILVA, L. DA; LOH, W. Sistemas aquosos bifasicos: fundamentos e aplicacbes para
particdo/purificacdo de proteinas. Quim. Nova, v. 29, n. 6, p. 1345-1351, 2006.

SILVESTRE, M. P. C. et al. Acdo Da Protease Do Aspergillus sojae e da Pancreatina na
Hidrdlise Do Concentrado Proteico De Soro De Leite. Revista Brasileira de Pesquisa em
Alimentos, v. 3, p. 19-27, 2012.

SINGH, P.; GUPTA, N.; ANTHWAL, A. Pre-treatment of Agro-Industrial Residues.
Biotechnology for Agro-Industrial Residues Utilisation, p. 13-33, 2009.



65

SINGHANIA, R. R. et al. Recent advances in solid-state fermentation. Biochemical
Engineering Journal, v. 44, n. 1, p. 13-18, abr. 2009.

SIQUEIRA, A. J. S. et al. Determinagdo do Km e Vmax: reviséo e uma nova proposta. Ciéncia
em Movimento, v. 27, n. Ano XIII, p. 1 -6, 2011.

SUBRAMANIYAM, R.; VIMALA, R. Solid State And Submerged Fermentation For The
Production Of Bioactive Substances : A Comparative Study. International Journal of Science
and Nature, v. 3, n. 3, p. 480-486, 2012.

TUNGA, R.; SHRIVASTAVA, B.; BANERJEE, R. Purification and characterization of a
protease from solid state cultures of Aspergillus parasiticus. Process Biochemistry, v. 38, n.
11, p. 1553-1558, jun. 2003.

UPADHYAY, M. K. et al. Optimization and characterization of an extracellular proteases from
Aspergillus flavus MTCC 277. v. 5, n. 14, p. 1845-1850, 2010.

VARGA, J. et al. Molecular Diversity of Agriculturally Important Aspergillus Species.
European Journal of Plant Pathology, v. 110, n. 5/6, p. 627640, jun. 2004.

VICCINI, G.; MITCHELL, D.; BOIT, S. Analysis of growth kinetic profiles in solid-state
fermentation. Food Technology and Biotechnology, v. 39, n. 4, p. 271-294, 2001.

VISHWANATHA, K.; APPURADO, A; SINGH, S. Characterisation of acid protease expressed
from Aspergillus oryzae MTCC 5341. Food Chemistry, v. 114, n. 2, p. 402407, 15 maio.
2009.

VISHWANATHA, K. S.; RAO, A G. A.; SINGH, S. A. Acid protease production by solid-
state fermentation using Aspergillus oryzae MTCC 5341: optimization of process parameters.
Journal of industrial microbiology & biotechnology, v. 37, n. 2, p. 129-38, fev. 2010.

WANG, L. et al. Bioprocessing strategies to improve heterologous protein production in
filamentous fungal fermentations. Biotechnology advances, v. 23, n. 2, p. 115-29, mar. 2005.

WISNIEWSKI, J. R.; MANN, M. Consecutive proteolytic digestion in an enzyme reactor
increases depth of proteomic and phosphoproteomic analysis. Analytical chemistry, v. 84, n.
6, p. 26317, 20 mar. 2012.

XU, D. et al. Characterisation of acid proteases from a fusant F76 and its progenitors
Aspergillus oryzae HN3042 and Aspergillus niger CICC2377. International Journal of Food
Science & Technology, v. 48, n. 4, p. 678-684, 11 abr. 2013.

XU, H.; JOHNSTON, S. Yeast bleomycin hydrolase is a DNA-binding cysteine protease.
Identification, purification, biochemical characterization. J. Biol. Chem., v. 269, n. 33, p.
21177-21183, 19 ago. 1994.

YADAYV, S. K.; BISHT, D.; DARMWAL, N. S. Oxidant and solvent stable alkaline protease
from Aspergillus flavus and its characterization. african Journal of Biotechnology, v. 10, n.
43, p. 8630-8640, 2011.



66

YIKE, I. Fungal Proteases and Their Pathophysiological Effects. Mycopathologia, v. 171, n.
5, p. 299-323, 23 jan. 2011.

ZANPHORLIN, L. M. et al. Production, partial characterization, and immobilization in alginate
beads of an alkaline protease from a new thermophilic fungus Myceliophthora sp. Journal of
microbiology (Seoul, Korea), v. 48, n. 3, p. 331-6, jun. 2010.

ZASLAVSKY, B. Y. Bioanalytical Applications of Partitioning in Agueous Polymer Two-
Phase Systems. Analytical Chemistry, v. 64, n. 15, p. 765A-773A, 31 ago. 1992.

ZHAN, D. et al. Theoretical study on the allosteric regulation of an oligomeric protease from
Pyrococcus horikoshii by CI- lon. Molecules (Basel, Switzerland), v. 19, n. 2, p. 1828-42, jan.
2014.



CAPITULO I

PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE PROTEASES DE Aspergillus tamarii
URMA4634 POR FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

Artigo a ser submetido a revista Process Biochemistry

67



68

PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE PROTEASES DE Aspergillus tamarii
URM4634 POR FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

Osmar Soares da Silva?, Rodrigo Lira de Oliveira®, Cristina Maria Souza-Motta®, Ana Lucia

Figueiredo Porto?, Tatiana Souza Porto®?”

2 Departamento de Morfologia e Fisiologia. Universidade Federal Rural de Pernambuco. Rua
Dom Manoel de Medeiros, s/n, Dois Irméos — CEP: 52171-900, Recife, PE, Brasil.

b Unidade Académica de Garanhuns, Universidade Federal Rural de Pernambuco. Av. Bom
Pastor, s/n, Boa Vista — CEP: 55296-901, Garanhuns, PE, Brasil.

¢ Departamento de Micologia. Universidade Federal de Pernambuco. Av. Prof. Moraes Rego,
1235 — CEP: 50670-901, Recife, PE, Brasil.

*Autor para Correspondéncia: Tel.: +55 81 33206345. Endereco de e-mail:

portots@yahoo.com.br (T.S. Porto)


mailto:portots@yahoo.com.br

69

RESUMO

As proteases constituem um componente importante de vendas globais de enzimas, e uma parte
relevante desse mercado é constituido de proteases microbianas. Os fungos filamentosos, tais
como Aspergillus séo fontes de producdo de varias enzimas de interesse biotecnologico, devido
a possivel aplicacdo em uma ampla faixa de produtos e processos industriais. Neste estudo,
diferentes substratos agroindustriais foram avaliados para verificar a possibilidade do potencial
de producéo de proteases de Aspergillus tamarii URM4634 por fermentacdo em estado solido
(FES) e caracterizacdo bioquimica da protease produzida. Foram avaliados trinta e quatro
micro-organismos do género Aspergillus quanto a producdo de proteases em meio de soja 2%,
apresentando atividades proteasicas entre 0,43 a 34,13 U/mL. Um planejamento fatorial 22 foi
realizado para a producdo de proteases em FES. O extrato enzimatico de Aspergillus tamarii
URM4634 apresentou alta producdo de proteases por FES, com atividade maxima de 401,42
U/mL. Este valor foi obtido utilizando 59 de farelo de trigo, 40% de umidade em 72 horas de
cultivo a 30°C. A protease no extrato bruto exibiu uma cinética de Michaelis-Mentem com K,
= 18,7 mg/mL e Vmax = 28,5 mg/mL/min utilizando azocaseina como substrato. O pH 6timo da
enzima foi de 8,0. No entanto, as proteases foram estaveis em ampla faixa de pH durante 24
horas. A temperatura 6tima da atividade proteolitica foi a 40°C, a qual manteve a sua atividade
residual em 90% durante 180 minutos. A atividade proteolitica apresentou maior inibicdo pelo
fon Cu?* (33,98%), seguido pelo ion de Hg?** (22,69%). A enzima foi inibida pelo PMSF
(65,11%), indicando que a enzima é uma Serino Protease. Estas propriedades sugerem que
proteases de A. tamarii URM4634 sejam adequadas para aplicacdo na industria de detergentes,

farmacéutica e processamento de couro.

Palavras-chave: Aspergillus tamarii. Protease. Caracterizacdo Bioquimica. Fermentacdo em
Estado Solido.
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1. INTRODUCAO

A procura de proteases, particularmente aquelas de origem microbiana, esta aumentando
devido a sua aplicacdo nas industrias de detergente, de alimentos e farmacéuticas [1,2]. As
proteases sdo as enzimas mais importantes para aplica¢fes industriais, 0 que corresponde,
aproximadamente, 65% de todas as enzimas comercializadas em todo o mundo [3,4] e entre
estas enzimas as proteases alcalinas se destacam por possuir um amplo potencial biotecnologico
para aplicacdes nos setores industriais [1] e podem ser produzidas tanto por fermentacédo
submersa (FS) quanto por fermentacdo em estado solido (FES).

Uma grande quantidade de micro-organismos, incluindo Aspergillus tamarii [5],
Aspergillus oryzae MTCC 5341 [3], Mucor pusillus [6] e Bacillus sp [7] tem a capacidade de
produzir proteases sob condi¢des de crescimentos adequadas. Entre esses micro-organismos,
Aspergillus e Mucor foram estudados intensivamente como produtores de protease. A grande
diversidade de proteases, em contraste com o seu modo de acéo e especificidade, tem adquirido
grande atencdo para explorar suas aplicacdes fisiologicas e biotecnoldgicas [8]. A exigéncia
mundial para estas enzimas, com aplicacdes especificas, esta aumentando rapidamente [3].

Os fungos filamentosos, como Aspergillus, sdo explorados para a producdo de enzimas
industriais, devido a sua capacidade de crescer em substratos solidos ou liquidos e possuir uma
ampla producdo de enzimas extracelulares. Dentre as vantagens da producdo de enzimas por
fungos, o seu baixo custo, a alta produtividade e a facilidade com que as enzimas podem ser
modificadas sdo as causas pela escolha desses micro-organismos [9]. Embora a producdo de
proteases seja uma propriedade inerente de todos 0s organismos, apenas 0S micro-organismos
sdo capazes de produzir com uma quantidade substancial de enzimas extracelulares para
exploracdo comercial [10].

A FES é especialmente adequada para o crescimento de fungos porque 0s seus requisitos
de umidade geralmente s@o mais baixos em comparacdo com as bactérias. Nesta técnica, as
enzimas produzidas sdo mais concentradas do que os de culturas submersas. Os problemas com
a fermentacdo em estado solido incluem a utilizacdo incompleta dos nutrientes devido a falta
de oxigénio e transferéncia de calor no substrato. A FES é uma técnica barata e pode ser
amplamente aplicada com produtos ou subprodutos agricolas como substratos [11]. Além disso,
0 substrato tem que ser de facil manipulacéo, baixo custo e facil aquisi¢do. O farelo de trigo é
um subproduto com tem teor de umidade na faixa de 10 - 13%, dependendo do teor de umidade
inicial do trigo antes de moagem. Conforme demonstrado por Zanine [12] o farelo de trigo é

um subproduto com grande potencial de retencdo de umidade bem como melhora o perfil



71

fermentativo devido a reducédo de perda de matéria seca, além de ser composto basicamente de
fibra insoltvel, células da aleurona e parte do germe, resultando num subproduto com teor
energético elevado e bom teor proteico [13]. Com uma proporc¢éo de hidrato de carbono para
proteina na gama de 3-4, isto é, potencialmente, um excelente substrato para a producédo de
enzimas [14].

Contudo, FES consiste em uma técnica de crescimento de micro-organismos sobre e no
interior de particulas porosas, na qual o conteudo de liquido contido na matriz sélida deve ser
mantido em valores de atividade de agua que assegure O conveniente crescimento e
metabolismo celular, mas que ndo exceda a capacidade maxima de retencdo de 4gua na matriz
[15,16]. Na FES os fungos representam 0s micro-organismos mais promissores pela variedade
de produtos de seu metabolismo. Isso é devido ao desenvolvimento das hifas que permitem
maior penetracao no substrato e nas regides porosas entre particulas da matéria-prima, sendo a
espécie de Aspergillus tamarii de grande destaque, devido a sua alta producdo de proteases
qguando comparados a outros micro-organismos do género e pela auséncia de liberagéo de
aflotoxinas [17].

A FES se apresenta como uma tecnologia capaz de propor caminhos alternativos para os
residuos gerados, diminuindo possiveis problemas ambientais. Além de agregar valor a essas
matérias-primas, por meio da producdo de substancias de interesse econémico, como enzimas,
hormonios, &cidos organicos, aromas, pigmentos e agentes de controle bioldgico de pragas,
entre outros, e com isso contribuir para uma maior diversificacdo do agronegocio nacional
[16,18,19].

O objetivo deste estudo foi produzir e caracterizar bioquimicamente, determinando os
parametros cinéticos de proteases extracelulares produzidas por Aspergillus tamarii URM4634

em Fermentacdo em Estado Sélido.
2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Micro-organismos
Os trinta e quatro fungos do género Aspergillus utilizados para a selecdo foram cedidos
pela Micoteca URM, Departamento de Micologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas da

Universidade Federal de Pernambuco e preservado com 6leo mineral (Sherf, 1943), contendo

meio Czapek Dox Agar.
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2.2.Selecéo e condigéo de cultura para micro-organismos do género Aspergillus

Os micro-organismos foram cultivados em caldo glicosado para reativacdo: peptona
1%; extrato de carne 0,3%; glicose 2% e 1000 mL de agua destilada (pH 7,0). Apds 5 dias de
crescimento em caldo glicosado, os micro-organismos foram inoculados em Czapeck Dox Agar
por 7 dias a 30°C.

Para a realizacdo das linhagens de Aspergillus foram utilizados o meio a base de soja
MS-2 [20]. A constituicdo do meio foi de 4% (p/v) de meio de soja; K2PO4 (0,435%) e 0,1 mL
de solucdo mineral (100mg de FeSO4 . 7H>0, 100mg MnCl> . 4H20, 100 mg ZnSO4 . H20 e
agua destilada g.s.p.100mL); NH4Cl (0,1%); MgSOa . 7H20 (0,06%); glicose (1%). O processo
fermentativo ocorreu em frascos tipo Erlenmeyer de 250mL, com tendo 50mL de meio de
producdo, a pH 7,2, durante 72horas, 120 rpm a 30°C.

No final do processo fermentativo, os meios de cultivo foram centrifugados a 3.000 x g
por 15 minutos para obtencdo do sobrenadante (extratos enziméticos) e submetidos a
determinac6es analiticas (proteinas totais e atividade proteasica). A selecdo do melhor micro-
organismo foi submetida a técnica de Fermentacdo em Estado Sdlido para a producdo de

proteases em diferentes substratos.

2.3. Producdo de proteases por Fermentacao em Estado Sélido

Os substratos utilizados para selecdo por fermentacdo em estado solido foram: Gréos de
trigo, Farelo de trigo, Farelo de aveia, Soja em graos, Lentilhas canadenses, Flocos de amaranto,
Quinoa em flocos e Pepitas de Girassol, obtidos no comércio local. Estes substratos foram
padronizados com um tamanho de particula entre 0,5 - 2,0 mm e seco a 65°C em estufa, em
seguida, armazenados em recipientes hermeticamente fechados. Em seguida, foram verificados
a capacidade de absor¢édo de agua de cada substrato. Os esporos foram coletados com adi¢éo de
10mL de solucdo de NaCl (0,9% p/v) e Tween 80 (0,01%v/v) e inoculados para uma
concentracéo final de 10’esporos/mL em frascos de Erlenmeyer de 125 mL contendo 5 g de
substrato, autoclavado a 121°C por 20 minutos, com um teor de 40% de umidade. A
fermentacdo em estado solido foi concluida apos 72 horas a 30°C em camara climatica para
producéo de proteases. Apds a fermentacao o extrato proteolitico foi obtido por adi¢do de 7,5
mL/g de fosfato de sddio 0,1M pH 7,0 de material fermentado e homogeneizado na mesa

agitadora por 2 horas, para extrair a enzima. Em seguida a mistura foi macerada durante 1
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minuto, seguido por filtragdo. Os sélidos do filtrado foram removidos por centrifugagdo a 5000
rpm durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado para ensaio analitico.

2.4. Planejamento Fatorial 22 para producéo de proteases

Os experimentos para a producdo proteases foram realizados de acordo com um
planejamento fatorial completo 23, mostrado na Tabela 1, para avaliar as influéncias das
variadveis: quantidade de substrato, umidade e temperatura, para determinacédo das condicdes de
cultivo para a produgéo de protease por FES. O delineamento experimental foi de 8 ensaios e 4
repeti¢des no ponto central. A analise estatistica foi realizada com o software Statistica 8.0
(StatSoft, Inc., Tulsa, OK, EUA) [25].

2.5. Determinacédo de proteinas totais

O teor de proteinas totais foi determinado pelo método de Bradford [21], utilizando

albumina de soro bovino (BSA) como padréo.

2.6.Determinacdo da Atividade proteolitica

A atividade de protease foi determinada pelo método Ginther [22], usando Azocaseina
1% (p/v) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), solubilizada em tampé&o Tris-HCI 0,2M pH 7,2, a
temperatura ambiente, contendo CaCl> 10 mM. A reacdo consistiu em 0,15 mL de extrato da
enzima e 0,25 mL de Azocaseina 1% (p/v), incubada por 1 hora a 25°C. Ap0s este periodo, a
reacao foi interrompida pela adi¢cdo de 1 mL de acido tricloroacético 10% (p/v) - TCA. As
amostras foram centrifugadas 3.000xg por 20 minutos a 4°C e 0,8 mL do sobrenadante foi
adicionado a 0,2 mL de NaOH 1,8 N. Uma unidade de enzima proteolitica foi definida como a
quantidade de enzima para produzir um aumento na absorbancia de 0,1 em 1 h a 420nm.

2.7.Determinacao dos parametros cinéticos (Km, Vimax)
O teste dos parametros cinéticos da protease foi determinado de acordo com a secao 2.6,

utilizando diferentes concentragdes de azocaseina (2 <So<100 mg/mL). Todos os testes foram

realizados em triplicata, e os resultados foram expressos como valores médios. A analise
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estatistica foi feita utilizando desvios-padrdo dos dados experimentais a partir dos valores
medios.

Foram determinados Km e Vmax através da equagao (2) duplo-reciproco de Lineweaver-
Burk [23] a partir da velocidade de reacdo e concentracdo de substrato.

Equacdo de Michaelis-Menten:

Vmax [S]
0= 1)
Kn +[8]
Tomando o duplo-reciproco:
1 K 1
VREVANTRVAN @)
VO Vmax [S] Vmax

2.8.Efeito do pH e estabilidade da atividade proteolitica

O pH 6timo para a atividade da protease foi determinado utilizando diferentes tampdes a
0,2 M de citrato-fosfato (pH 5,0 - 7,0); Tris-HCI (pH 7,0 a 8,5); e glicina-NaOH (pH 8,5-11,0)
e incubou-se 25° C por 60 minutos. A determinacéo da atividade da protease foi realizada como
descrito na secdo 2.6. A estabilidade do pH foi verificada submetendo a enzima aos tampdes
descritos acima e incubou-se a 5°C. Aliquotas foram retiradas para determinar a atividade

protedsica residual em intervalos de tempo 0, 4h, 8h e 24h.

2.9.Efeito da temperatura e estabilidade da atividade proteolitica

O efeito da temperatura foi determinado através da realizagdo da atividade protedsica em
temperaturas que variaram de 5 a 90°C. A estabilidade temperatura foi medida mantendo o
extrato enzimatico na auséncia de substrato a temperaturas de 5°C a 90°C, onde foram retiradas
aliquotas para determinacdo da atividade residual em diferentes tempos (0, 60, 120 e 180
minutos) e rapidamente arrefecidos a 25°C, para assegurar a re-enovelamento eficiente das

moléculas da enzima, eventualmente inativada reversivelmente.

2.10. Efeitos de ions metélicos na atividade proteolitica
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A atividade proteasica foi avaliada na presenca de ions, pois estes foram os ions de metais
descritos na literatura como inibidores ou ativadores de atividade. O efeito de solugdes iGnicas
foi avaliado nas concentracdes de 5 mM e 10 mM. Foram utilizados os seguintes ions: sulfato
de zinco (ZnSO4 . 7H,0), Sulfato de magnesio (MgSOs . 7H20), Sulfato de cobre (CuSQOs .
5H,0), Sulfato ferroso (FeSO4 . 7H20), Cloreto de célcio (CaCl»), cloreto de mercurio (HgCl
. 4H,0), cloreto de potéssio (KCI) e cloreto de sodio (NaCl) e incubados a 28°C durante 30
minutos. Os ions foram dissolvidos em Tris-HCI 0,2M pH 7,2. A atividade de protease foi

determinada pelo método descrito na secéo 2.6.

2.11. Efeitos de inibidores na atividade proteolitica

Para avaliar o efeito dos inibidores sobre a atividade da enzima, o extrato bruto foi
exposto aos seguintes inibidores de protease: PMSF (10 mM), 2-mercaptoetanol (10 mM)),
EDTA (10 mM), pepstatina A (1 uM) e &cido iodoacético (10 mM) e foram realizadas a 25°C
por 30 minutos. A atividade da solucdo de enzima sem inibidor foi considerada como controle
(100%) e a metodologia para a determinacdo da atividade proteolitica foi determinada pelo

método descrito no item 2.6.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Selecdo da melhor linhagem de Aspergillus spp produtor de proteases

Foram avaliadas trinta e quatro linhagens de Aspergillus em meio a base de soja (MS-2)
em que todos apresentaram atividades entre 0,43 e 34,13 U/mL, como mostra a Tabela 2.

O extrato enzimatico do Aspergillus tamarii URM4634 foi selecionado por apresentar
atividade proteésica de 29,90 U/mL e atividade especifica de 498,33 U/mg. A razéo de estudo
deste fungo é a alta producéo de proteases quando comparados a outros micro-organismos e
pela auséncia de liberacdo de aflotoxinas. Aspergillus flavus apresentou atividade proteasica de
34,13 U/mL. Todavia, este micro-organismo é conhecido na literatura como produtor de
micotoxina, tais como Aflotoxina B1 e B2, G1 e G2 e Acido Ciclopiazonico, sendo inviavel a
sua aplicacdo em alguns processos biotecnoldgicos como a industria de alimentos [24,25].
Anélises eletroforéticas e raios-x foram utilizadas para a detecgéo de aflotoxinas em Aspergillus

flavus isolados de sementes de Cassi tora (L.), confirmando-se a presenga da micotoxina [26].
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Os resultados deste trabalho corroboram com a literatura e reforgam o potencial do género
Aspergillus como produtor de enzimas com atividade proteasica. Boer e Peralta [5] avaliaram
a producdo de proteases por varios fungos do género Aspergillus do solo. Aspergillus tamarri
foi submetido a fermentacéo submersa para a confirmacgéo de producéo de proteases, obtendo
a maxima atividade proteasica de 63,4 U/mL apds 120 horas.

Em outro estudo realizado por Dhandapani et al. [10] uma selecdo de micro-organismos
isolados de curtume de couro, Aspergillus tamarii foi selecionado como melhor produtor de
uma protease alcalina em biorreator, apresentando atividade proteasica de 1,61 U/mL a 350

rpm.

3.2. Selecdo de substrato por Fermentacédo em Estado Sélido

Para a selegdo de substrato por FES foram realizados ensaios com Aspergillus tamarii
URM4634 frente aos substratos obtidos no comércio local. O melhor substrato para a produgédo
de proteases em FES foi o Farelo de trigo, apresentando atividades superiores a 340 U/mL como
mostra a figura 1. Estudo realizado por Anandan; Marmer; Dudley [27] mostrou que quando
adicionado o farelo de trigo em meios contendo glicose e outras fontes nutritivas, tais como
citrato, maltose, lactose e sacarose, apresentavam excelentes atividades protedsicas por
Aspergillus tamarii NRRL20818. Em outro estudo realizado com Aspergillus orizae
MTCC5341 frente ao substrato farelo de trigo e farelo de arroz, o farelo de trigo apresentou um

aumento de atividades proteasicas de 25,6% em relacdo ao farelo de arroz [28].

3.3.Producéo de proteases por Fermentacédo em Estado Sélido

Para avaliacdo da producéo de proteases em FES foram realizados ensaios com base em
um planejamento fatorial completo 23 e os resultados das variaveis: substrato (g), umidade (%)
e temperatura (°C), estdo representados na Tabela 3.

Em todos os experimentos do planejamento fatorial a enzima produzida por A. tamarii
URMA4634 apresentou atividade protedsica. O melhor valor da atividade foi 401,42 U/mL,
obtidos a partir da média dos resultados dos pontos centrais (5g de farelo de trigo, 40% de
umidade a 30°C) ap0s 72 horas de incubagdo. Mostrando que a Fermentacao em Estado Solido
é eficaz na produgéo de proteases por A. tamarii URM4634.

A analise dos efeitos das variaveis independentes (Tabela 4) mostra que apenas uma

variavel apresenta efeito estatisticamente significativo, pois o valor de efeito estimado esta
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acima do nivel de significancia (p<0,05). Para a atividade protedsica (U/mL), a variavel que
apresentou efeito significativo sobre a producdo da enzima foi a temperatura, com efeito
negativo, a partir de 72 horas de cultivo, indicando que com a diminui¢do da temperatura houve
um aumento na producéo de protease de A. tamarii URM4634.

As melhores condicgdes para a producédo de protease extracelular de Aspergillus tamarii
URMA4634 foram obtidas nos ensaios correspondentes ao ponto central, ou seja, 5g de farelo de
trigo, 40% de umidade e 30°C. Resultados semelhantes foi obtido por Anandan, Marmer e
Dudley [27] que ao estudar o efeito das varidveis: substrato, umidade e temperatura, para a
producdo de uma protease alcalina de Aspergillus tamarii, obteve as melhores atividades
protedsica nos ensaios contendo 5g de farelo de trigo, 60% de umidade e 30°C.

A quantidade de substrato e umidade ndo apresentaram efeito para a producdo de
proteases por Brevibacterium linens DSM 20158 [29]. Os melhores valores obtidos no estudo
foram a 30°C. Semelhantemente aos resultados obtidos no presente trabalho, o qual a
temperatura a 30°C foi responsavel pelos maiores valores de atividade.

3.4. Parametros cinéticos da protease

A Figura 2 apresenta o grafico de Lineweaver—Burk da velocidade inicial da protease
extracelular de A. tamarii URM4634 em funcao da concentracao inicial de substrato. Os valores
de Km e Vmax foram de 18,7mg/mL e 28,57mg/mL/min, respectivamente. K foi relacionado
como a afinidade da enzima para com substrato azocaseina, e sabe-se que, quanto menor o valor
do Km maior a afinidade da enzima pelo substrato. A protease produzida por A. tamarii
URM4634 apresentou um valor de Ky proximo ao encontrado para uma protease extracelular
produzida por Pseudomonas aeruginosa (Km = 18,18 mg/mL) [30]. Resultado diferente da
cinética de uma serino protease alcalina recombinante de Escherichia coli DH10B utilizando o
mesmo substrato, em diferentes concentragbes (0,1 - 10mg/mL), mostraram um Kpy =
0,13mg/mL [31]. A caracterizagdo dos parametros cinéticos de uma protease alcalina
produzidas por Penicillium nalgiovense apresentou Km e Vmax de 1.152mg/mL

0,827mg/mL/min, respectivamente [32].

3.5. pH 6timo e estabilidade da protease

O resultado sobre o efeito do pH e a estabilidade da enzima pode ser observado na Figura
3. O pH otimo da protease obtida pela FES foi detectado em pH 8,0 com 417,67 U/mL na
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presenca de Tris-HCI 0,2M. A enzima manteve 91,66% e 91,18% da sua atividade relativa ao
pH 7,0 e 8,5, também em Tris-HCI 0,2M. A protease manteve sua atividade de 82,88% e
50,28% no tampao NaOH-Glicina 0,2M pH de 9,0 e 10,0, respectivamente. Em pH &cido (5,0)
a enzima apresentou 19,23% em presenca de tampéo Citrato-fosfato 0,2M. Os resultados
mostram que a protease foi estavel ao longo de uma faixa de pH, porém abaixo de pH 6,0 ou
acima de pH 10,0, a sua atividade diminuiu abruptamente. A enzima foi caracterizada como
protease alcalina, uma vez que mantém a sua atividade quando testados na faixa alcalina (pH
8,0-10,0).

O mesmo pH 6timo (8,0) foi encontrado para protease alcalina de Aspergillus nidulans
HA-10, utilizando meio sintético para o crescimento do microrganismo [33]. Pesquisa
semelhante com o fungo termofilico Myceliophthora sp, apresentou pH 6timo de 9,0 e 1,78
U/mL de protease, quando cultivada em FES. Por outro lado, 0 mesmo microrganismo cultivado
em fermentacdo submersa teve o seu pH étimo de 7,0 e 0,38 U/mL de atividade de proteésica
[1], o que sugere uma expressdo de protease diferente em ambas técnicas de fermentagéo.

A estabilidade ao pH da enzima é importante para a caracterizagdo enzimatica, antes de
serem comercializadas. A protease produzida por Aspergillus tamarii URM4634 foi estavel a
todos os valores de pH testados, atingindo 24 horas de ensaio com uma atividade residual
superior a 70% em pH 5,0 e 86,72% em pH 11,0. Esta estabilidade da protease de A. tamarii
URM4634 ao pH demonstrou potencial para possiveis aplicacdes industriais, por apresentarem
propriedades alcalinas que podem ser empregadas na industria de couro, detergentes e
farmacéuticos [1]. Resultados semelhantes foram relatados para proteases alcalinas de
Aspergillus niger (pH 8,0) [34], Aspergillus niger (pH 8,5) [35] e Aspergillus parasiticus (pH
8,0) [36] os quais apresentaram estabilidade ao pH na faixa de (6,0-12,0), corroborando com

os dados desse trabalho.

3.6. Temperatura 6tima e estabilidade da protease

A temperatura 6tima da protease foi de 40°C, como pode ser visto na Figura 4. A 25°C,
a enzima mostrou atividade relativa de 78,25%, reduzindo a atividade 24,93% a 80°C. A
atividade foi completamente perdida quando exposta a 90 °C.

Yadav, Bisht, Darmwal [37] encontrou a mesma temperatura étima para caracterizagcdo
da protease alcalina de Aspergillus flavus. Semelhantemente os resultados obtidos neste
trabalho, outros autores reportaram temperatura 6tima para caracterizacdo das proteases de

Aspergillus flavus, utilizando diferentes sementes oleaginosas como substrato [38]. No entanto,
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uma temperatura 6tima de 60°C, foi reportada na caracterizacdo de protease de Aspergillus
fumigatus [39]. De acordo com o estudo, a protease mostrou 60% de atividade residual em
64°C. A protease produzida por Aspergillus tamarii URM4634 apresentou mais de 68% de
atividade residual quando comparada com a mesma temperatura descrita por Martinez-
Hernandez et al. [39]. A enzima manteve-se estavel a temperatura ambiente (25°C), mantendo-
se a atividade residual superior a 94% a 40°C e 20% a 50 °C, respectivamente, em 180 minutos

de ensaio.

3.7. Efeito de ions metalicos na atividade proteolitica

Os efeitos dos ions metalicos na atividade de protease foram resumidos na Tabela 5. As
influéncias das solucdes ibnicas foram avaliadas nas concentracbes de 5mM e 10mM. A
atividade da enzima ndo foi afetada pelo ion K** em ambas as concentracdes, sendo importante
destacar a funcéo dos ions de K?* na fisiologia celular. Além disso, a atividade da enzima foi
estimulada na presenca de Ca?*, Zn?*, Mg?* e Na?" na concentragdo de 10mM. Entretanto, a
enzima foi inibida pelos fons de Hg?* (22,69%) e Cu?* (33.98%). Semelhantemente ocorreu
com a protease alcalina produzida por Aspergillus flavus e Bacillus sp P7 [38,40], entre os ion
metalicos testados, tendo o ion Cu?* apresentado a maior inibicdo 26,7%. Os efeitos dos fons
de Ca?* e Mg?* em proteases alcalina de Bacillus firmus CAS7 foi relatado na literatura como
estimuladores e ndo foi afetado pelo ion K?* semelhantemente ao presente trabalho [4]. Foi
realizado um estudo de influéncia de ions na atividade de uma serina protease alcalina (70kDa)
de Bacillus licheniformis NCIM-2042, no qual o fon Zn?* reduziu atividade em 8,6% [41],

diferentemente ao presente trabalho onde ion Zn?* estimulou a atividade proteasica em 11,36%.

3.8. Efeito de inibidores na atividade proteolitica

O efeito de diferentes inibidores pode ser visto na Tabela 6. A atividade enzimatica foi
inibida por PMSF, inibidor de serino protease, mostrando uma atividade residual de 34,89%.
Foi também inibida por EDTA (71,15%), inibidor de metaloprotease, P-mercaptoetanol
(81,62%), inibidor de cisteino protease e levemente inibida por acido ldoacético (94,33%),
inibidor de cisteino protease, mas néo foi inibida quando submetido a pepstatina A, inibidor de
protease aspartica. Estes resultados permitiram a identificacdo da protease do extrato bruto

produzido pela linhagem de Aspergillus tamarii URM4634 como uma serino protease.
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Os resultados deste estudo corroboram com o efeito do inibidor, PMSF, encontrado por
Bhunia et al. [41] indicando que a enzima pertencia a classe das serino proteases, todavia o
efeito do EDTA néo foi observado pelos os autores [41]. Resultados semelhantes foram obtidos
para protease alcalina produzida por Aspergillus flavus que demonstrou ser moderadamente
afetada pelo EDTA apresentando 78% de atividade residual e a enzima foi abruptamente inibida
em PMSF, indicando que a protease pertence a classe das serino proteases [22].

Vaérias proteases produzidas por Aspergillus tem sido caracterizadas [11,27,37-39,42,43].
Uma comparacdo direta das propriedades bioguimicas da protease de Aspergillus tamarii
URM4634 com proteases do género Aspergillus estdo apresentadas na Tabela 7. A
caracterizagdo das proteases de Aspergillus tamarii foi estabelecida de acordo com
caracteristicas semelhantes desta enzima em compara¢do com outras proteases. Estas enzimas
sdo geralmente ativadas em condi¢bes &cidas, neutras ou alcalinas e suas atividades sdo

irreversivelmente inibidas por inibidores de proteases de serina ou de metaloproteases.

4. CONCLUSOES

O substrato farelo de trigo foi uma fonte adequada para a producdo de proteases por A.
tamarii URM4634 por Fermentacdo Em Estado Soélido. A enzima € uma Serino Protease e
inibida na presenca dos ions Hg?* e Cu?*. A protease produzida por A. tamarii URM4634
demonstrou caracteristicas enzimaticas que sdo adequados para aplicacdo na industria de

detergente, processamento de couro e farmacéutica.
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TABELAS

Tabela 1. Niveis das varidveis independentes do planejamento fatorial completo 22 para

producdo de proteases de Aspergillus tamarii URM4634 em Fermentacdo em Estado Sélido.

Variaveis Niveis

(-1) Q) (+1)
Substrato (g) 3 5 7
Umidade (% p/v) 30 40 50
Temperatura (°C) 25 30 35

Tabela 2. Micro-organismos de género Aspergillus e suas respectivas atividades proteasicas
apos 72horas de cultivo em meio a base de soja (MS-2).

URM Micro-organismo AP* (U/mL) URM Micro-organismo AP* (U/mL)
3916  Aspergillus japonicus 1,93 4658  Aspergillus terreus 7,77
5701  Aspergillus versicolor 8,67 3266  Aspergillus tamarii 3,77
5774  Aspergillus sydowii 3,63 5864  Aspergillus terreus 0,90
5860  Aspergillus sydowii 7,43 5218  Aspergillus niger 0,73
5837  Aspergillus niger 17,47 5870  Aspergillus niveus 0,60
5787  Aspergillus parasiticus 21,07 5778  Aspergillus parasiticus 12,87
5794  Aspergillus flavus 17,33 5740  Aspergillus flavus 34,13
5741  Aspergillus niger 1,37 5242  Aspergillus japonicus 3,73
5792  Aspergillus sclerotiorum 14,30 3818  Aspergillus carbonarius 0,97
5827  Aspergillus melleus 3,73 224 Aspergillus terreus 3,27
1546  Aspergillus carbonarius 1,43 5093  Aspergillus terreus 1,37
5863  Aspergillus niger 2,17 5182  Aspergillus caespitosus 0,43
5838  Aspergillus niger 2,37 3856  Aspergillus niger 2,70
5756  Aspergillus niger 2,27 269  Aspergillus heteromorphus 15,77
5793  Aspergillus flavus 15,17 4924  Aspergillus phoenicis 10,13
4953  Aspergillus aculeatus 1,43 5791  Aspergillus flavus 19,27
4634  Aspergillus tamarii 29,90 5895  Aspergillus terreus var. 5,43
aureus

*AP — Atividade Proteésica
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Tabela 3. Resultados do planejamento fatorial completo 23 para a producéo de proteases de

Aspergillus tamarii URM4634 em Fermentacdo em Estado Sélido.

Ensaio  Substrato (g) Umidade (%) Temperatura (°C)  AP* (U/mL)
1 3 30 25 353,83
2 7 30 25 337,00
3 3 50 25 353,67
4 7 50 25 383,17
5 3 30 35 312,50
6 7 30 35 235,17
7 3 50 35 251,17
8 7 50 35 263,67
9(C) 5 40 30 399,17
10(C) 5 40 30 404,67
11(C) 5 40 30 397,67
12(C) 5 40 30 404,17

*AP — Atividade Proteésica; (C) — Pontos centrais.

Tabela 4. Efeito calculado das respostas do planejamento fatorial completo 22 para a producéo

de protease de Aspergillus tamarii URM4634 em Fermentacdo em Estado Sélido.

Variaveis independentes Efeitos
(1) Substrato -0,78
(2) Umidade 0,19
(3) Temperatura -5,562*
1x2 2,06
1x3 -1,17
2x3 -1,19
1x2x3 0,65

*Dados estatisticamente significativos a 95% de confianca (p<0,05)
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Tabela 5. Efeito de ions de metais na atividade proteésica de Aspergillus tamarii URM4634.

lons Metalicos

5mM

10mM

Atividade Residual (%0)

Atividade Residual (%0)

Controle
K2*

Ca?*
Zn%*
Mg?*
Na?*
Fe?*
Hg?

Cu?*

100,0
100,0
100,0
100,0
106,89
115,86
115,82
91,21
78,34

100,0
100,0
112,88
111,36
116,39
114,98
93,95
77,31
66,02

Tabela 6. Efeito de inibidores na atividade proteasica de Aspergillus tamarii URM4634.

Inibidores Atividade Residual (%0)
Controle 100,0
EDTA 71,15
PMSF 34,89
2- Mercaptaetanol 81,62
Acido ldoacético 94,33
Pepstatina A 100,0
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Tabela 7. Comparacdo direta das propriedades bioquimicas das proteases de Aspergillus

tamarii URM4634 com proteases do género Aspergillus.

Micro-organismo Temperatura pH Tipo Catalitico Referéncias
otima otimo

Aspergillus tamarii 40°C 8,0  Serino protease Este trabalho
Aspergillus orizae 50°C 6,5  Serino protease Lee et al. [44]
Aspergillus orizae 50°C 6,0  Serino protease Shirasaka et al.[45]
Aspergillus parasiticus 50°C 7,0  Serino protease Anitha & Palanivelu [42]
Aspergillus flavus 45°C 7,5  Serino protease Kranthi et al. [38]
Aspergillus tamarii NA 9,0  Serino protease Anandan et al. [27]
Aspergillus niger NA 9,0  Metaloproteases  Sankeerthana et al. [11]
Aspergillus niger 60°C 8,0  Metaloproteases  Jeon-Dong [43]
Aspergillus niger 40°C 3.5  Aspartic protease Li et al. [46]
Aspergillus carbonarius 40°C 3.0 Cistein protease  Ire et al. [47]

NA = Nao Avaliado
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Figura 1. Producéo de proteases por Aspergillus tamarii URM4634 em Fermentacdo em

Estado Sdélido em diferentes substratos comerciais.
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Figura 2. Curva duplo reciproco de Lineweaver-Burke da protease extracelular utilizando

azocaseina como substrato (R? = 0,99).
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Figura 3. Curva de pH 6timo e estabilidade da protease produzida por Aspergillus tamarii

URM4634 em diferentes tampGes por 24 horas de reacéo.
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91

CAPITULO 111

PURIFICACAO DE PROTEASES DE Aspergillus tamarii URM4634 UTILIZANDO
SISTEMA DE DUAS FASES AQUOSAS PEG-CITRATO

Artigo a ser submetido a revista Biochemical Engineering Journal
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RESUMO

Sistema de Duas Fases Aquosas (SDFA) PEG-Citrato foram usados para purificar proteases de
Aspergillus tamarii URM4634 a partir de Fermentacdo em Estado Sdélido (FES). Os
experimentos foram realizados de acordo com um planejamento fatorial completo 2* utilizando
como variaveis independentes a massa molar do PEG (Mpeg), a concentracdo do PEG (Creg),
a concentracdo de citrato (Ccit) e pH; como resposta foram avaliadas, o fator de purificacdo
(FP), coeficiente de particdo (K) e rendimento de atividade (Y). Todas as respostas
apresentaram altas atividades na fase superior rica em PEG. A Mpeg € Ccir tiveram efeitos
positivos para todas as respostas estudadas. O maior fator de purificacdo (3,95) foi obtido
utilizando Mpeg = 8000g/mol, 24% (m/m) Cpeg, 20% (m/m) Ccit e pH 8,0. O SDFA proposto
parece ser uma alternativa promissora, sendo indicado como o primeiro passo para a

recuperacdo e pre-purificacdo de proteases produzidas por A. tamarii URM4634.

Palavras-chave: Protease. Sistema de Duas Fases Aquosas. Purificagdo. Aspergillus tamarii.
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1. INTRODUCAO

A viabilidade econdmica da aplicacdo biotecnoldgica de enzimas é dependente de um
processo eficiente de producéo e recuperacdo, razao pela qual o desenvolvimento de técnicas e
métodos para o processo de dowstream de enzimas tem sido um pré-requisito importante para
muitos avangos na biotecnologia, principalmente na preservacao da estrutura nativa e funcéao
destes materiais bioldgicos [1]. As proteases estdo entre 0s grupos mais importantes de enzimas
industriais mais utilizados na industria, tais como farmacéutica, alimentos, detergentes,
proteinas, fabricacdo de cerveja, carnes, laticinios e industrias de couro [2], para substituir
produtos quimicos usados atualmente.

As proteases foram purificadas por meio de métodos tradicionais combinando operagoes
como a centrifugacao, precipitagdo com sulfato de amonio, a ultrafiltracdo, as sucessivas etapas
de cromatografia, dialises e a concentracdo final do produto [3]. Contudo, estas operacdes sdo
demoradas e dificeis de escalonar, e requerem alguns reagentes caros, assim contribuindo para
aumentar os custos de processamentos de dowstream [4].

O Sistema de Duas Fases Aquosas (SDFA), mostra-se como alternativa para separar e
purificar varios produtos biolégicos a partir de diversas fontes [4,5]. O SDFA tem sido utilizado
cada vez mais para desenvolver bioprocessos para a recuperacdo e purificacdo de varios
produtos bioldgicos, incluindo proteinas, material genético, bionanoparticulas, células e
organelas [5]. Além disso, algumas das vantagens do SDFA incluem as despesas de producao
e operacao mais baixas em comparagdo com outros métodos.

SDFA sdo normalmente formados atraves da mistura de certos polimeros hidrofilicos ou
polimeros e sais, em que a separacao de fase ocorre espontaneamente a partir das concentracdes
criticas dos componentes constituintes das fases [6]. Uma importante caracteristica destes
sistemas é a sua composicdo do teor de agua que pode chegar a 90%, em massa, 0 que garante
a manutencgdo das propriedades bioldgicas da biomolécula, sob condi¢fes ndo-desnaturantes
[6,7]. O uso de delineamentos estatisticos € uma ferramenta importante para compreender 0s
efeitos das variaveis envolvidas na extracdo de proteases, uma vez que permite a estimativa das
principais variaveis que interferem significativamente no SDFA, indicando os efeitos de
interacOes entre as variaveis bem como reduz o nimero de ensaios necessarios [4,6].

SDFA a base de polimero-sal foram feitos utilizando polietileno glicol (PEG) com sais
constituidos por céations seletivos, tais como aménia, potassio ou sodio, e de anions como

fosfato, sulfato ou carbonatos. No entanto, estes sais anidnicos geram fluxos de adguas residuais
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com alto teor de fosfatos e sulfatos, que sé&o conhecidos por causarem problemas ambientais.
Este problema pode ser facilmente evitado usando um sal biodegradavel e ndo-tdxico, tal como
o citrato [8].

SDFA tém sido utilizados com éxitos para purificar proteases extracelulares, incluindo a
protease fibrinolitica [9], colagenase [10] e papaina [11]. As proteases ou peptidases, presentes
em muitos micro-organismos, sdo hidrolases que correspondem por aproximadamente 65% do
total de vendas mundiais de enzimas industriais, podendo ser aplicadas em formulacdo de
detergentes, bebidas, processamento de alimentos, amaciamento de couro, tratamento de aguas
com residuos e farmacoquimica [2,12-14]. Essas enzimas sdo comumente encontradas em
diversas formas de vida, incluindo os fungos do género Aspergillus, tais como Aspergillus
tamarii [15,16], Aspergillus funiculosus [15], Aspergillus flavus [17], Aspergillus orizae e
Aspergillus niger [18].

O objetivo do presente estudo foi avaliar a particdo e pré-purificacdo de proteases
produzidas a partir de Aspergillus tamarii URM4634 utilizando SDFA PEG-Citrato.

2. MATERIAIS E METODOS

2.2.Micro-organismos e Producéo de Proteases

O micro-organismo Aspergillus tamarii URM4634 preservado em 6leo mineral (Sherf,
1943) foi obtido da micoteca URM da Universidade Federal de Pernambuco. A. tamarii
URMA4634 foi repicado em frascos de Erlenmeyer de 125 mL, contendo meio de cultura
Czapek, incubados a 30°C em estufa por 7 dias até ocorrer a esporulagdo. Os esporos foram
inoculados em frascos de Erlenmeyer de 125 mL contendo 5 g de farelo de trigo, autoclavado
a 121 °C por 20 minutos, com um teor de 40% de umidade. O farelo de trigo utilizado para a
fermentagdo em estado solido (FES) foi obtido no mercado local. A fermentagdo em estado
solido foi concluida apds 72 horas a 30°C em camara climatica para producdo de proteases.
Apos a fermentacao o extrato proteolitico foi obtido por adi¢do de 7,5 mL de fosfato de sddio
0,1M pH 7,0 por grama de material fermentado e homogeneizado na mesa agitadora por 2 horas.
Os solidos do filtrado foram removidos por centrifugacdo a 5000 rpm durante 15 minutos a

4°C. O sobrenadante foi coletado para ensaio analitico.
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2.3.Determinacédo da Atividade Proteolitica

A atividade de protease foi determinada pelo método Ginther [19]. Uma unidade de
enzima proteolitica foi definida como a quantidade de enzima para produzir um aumento na
absorbancia de 0,1 em 1 h a 420nm. A concentracdo total de proteina foi determinado de acordo
com o método descrito por Bradford,[20] utilizando albumina de soro de bovino como o

proteina padréo.

2.4.Preparacdo do Sistema de Duas Fases Aquosas

Uma solucdo concentrada de citrato de sodio (30% m/m) foi preparada misturando
quantidades apropriadas de solucGes equimolares de di-hidrato de citrato de tri-sddio e acido
citrico mono-hidratado em diferentes faixas de pH (6,0 — 8,0), a 25 £ 1°C. A quantidade
necessaria da solucdo anterior foi misturada, em tubos graduados de 15 mL com pontas conicas,
com 50% (m/m) de solucdo de PEG com diferentes massas molares (400, 3350 e 8000g/mol) e
uma quantidade extrato bruto, o que representa 20% (m/m) da massa total. A agua foi
adicionada a uma quantidade final de 10 g. Em seguida foram homogeneizadas em um vértex
por 1 min, as duas fases foram separadas por decantacdo durante 1 hora. Em seguida, 0s
volumes das fases foram medidos, as fases superior e inferior foram retiradas separadamente.
Para evitar qualquer interferéncia de PEG e o Citrato, todas as amostras foram analisadas contra

solucdes padrdo que tém a mesma composicdo da fase sem proteinas.

2.5.Planejamento Fatorial e Andlise estatistica

A massa molar do PEG (MMpeg), a concentragdo de PEG (Cpeg), concentracdo de citrato
(Ccit) e pH nas faixas de 6,0 — 8,0, foram selecionados como as variaveis independentes para
avaliar a influencia na particdo de proteases e purificagcdo por SDFA. As respostas foram
investigadas quanto ao coeficiente de parti¢do (K), o rendimento de atividade (Y) e o fator de
purificacdo (FP). A Tabela 1 mostra as condi¢des experimentais para cada sistema estudado. O
ponto central foi realizado em 4 repeticdes para permitir a estimativa de erro puro. Todas as
analises estatisticas graficas foram realizadas utilizando o software Statistica 8.0 (StatSoft, Inc.,
Tulsa, OK, EUA).
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2.6. Determinacdo do Coeficiente Particdo (K), Fator de Purificagdo (FP) e
Rendimento (Y)

O coeficiente de particdo (K) da atividade proteasica (U/mL) foi determinado como a

relacdo da atividade protedsica na fase top (Ar) e a fase bottom (Ag). Equacéo (1):

A
K= A (1)

O fator de purificacdo (FP) foi calculado como a razao de atividade especifica na fase a

atividade especifica do extrato bruto (EB). Equacéo (2):

AE,
AE .,

FP=

(2)

Onde, AErase € a atividade especifica da fase obtida da razéo da atividade enziméatica com a
concentracdo de proteinas totais (mg/mL) da fase e AEeg € a atividade especifica do extrato
bruto obtida da razdo da atividade enzimatica com a concentracdo de proteinas totais (mg/mL)
do Extrato Bruto.

O rendimento de atividade (Y%) foi determinado pela razédo entre a atividade total na fase

superior e expresso em porcentagem. Equacéo (3):

AT, XV,
Y= —— T |x100 3)
AT, XV,

Onde, AT+ € a atividade enzimatica da fase top rica em PEG, ATeg € a atividade enzimatica do
extrato bruto, V é o0 volume do sistema da fase top e Ves € 0 volume do extrato bruto.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi realizado um planejamento fatorial para estimar as influéncias da massa molar do
PEG (Mpeg), a concentragdo do PEG (Crec), a concentragéo de citrato (Ccit) e pH na parti¢éo

e purificacdo da protease utilizando SDFA. Os resultados obtidos com os valores do coeficiente
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de particdo (K), o fator de purificacdo (FP) e rendimento (), estdo representados na Tabela 2.
Deve ser notado que os ensaios 1, 3, 9 e 11 ndo formaram sistema duas fases aquosas, devido
as concentracgdes de sal e polimero estarem abaixo da curva binodal obtida com PEG400g/mol
por Porto et al [21]. Analises estatisticas das variaveis respostas revelaram que a maioria das

variaveis foram estatisticamente significativas ao nivel de confianca de 95% (Tabela 3).

3.1.Coeficiente de Particao (K)

As proteases foram preferencialmente particionadas para fase PEG (K >1) como mostra
a Tabela 2. No entanto, os valores de K mais baixos foram obtidos quando a fase inferior
continha 20% (m/m) de citrato (ensaios 8 e 14). Massa molar do PEG, Concentracdo do PEG e
Concentracdo de citrato foram os fatores que tiveram efeitos significativos sobre K. A
concentracéo de citrato (CCIT), apresentou um efeito positivo (0 mais significativo) para o K,
ao qual pode ser atribuido ao efeito “salting-out”. Quanto maior a concentragdo de sal, menor
sera a solubilidade da protease na fase rica em sal (inferior), dirigindo-se assim a sua particdo
para fase superior (rica em PEG) [10,22]. Varios pesquisadores relataram resultados
semelhantes ao encontrado nesse trabalho utilizando SDFA PEG-citrato. Por exemplo,
aumentando a Ccir de 6 a 10% na concentracdo de citrato, aumentou o K de uma protease de
Clostridium perfringens [4].

O K também foi influenciado pela interacdo negativa entre Mpeg € Ccit (1*3). A interacdo
com valores negativos indica que a relagdo entre as variaveis é antagbnica, ou seja, uma variavel
tem que aumentar e a outra diminuir para melhorar a resposta. Esta interacdo significa que o
aumento do coeficiente de parti¢do foi resultante da diminui¢do nos niveis da massa molar do
PEG e aumento da concentracdo de citrato.

Quando Mpeg = 8000 g/mol foi utilizado em SDFA, os valores K de 0,67 a 1,73 foram
observados, o que significa que a enzima tinha tendéncia similar a particdo em duas fases; por
outro lado, com Mpeg = 400 g/mol ou 3350 g/mol, os valores de K foram de 1,18 a 2,61, o que
significa que com uma diminui¢do na Mpeg Observou-se 0 aumento da particdo da protease para
a fase superior, observando o menor nivel de Mpec = 400 g/mol fornece os maiores valores de
K (2,61). Isso se justifica devido um aumento em Mpeg reduzir o espago disponivel da protease
na fase superior, e, em seguida, o coeficiente de particdo. Varios pesquisadores que utilizaram
PEG para particionar diferentes proteinas por SDFA, entre as quais tripsina bovina e a-
quimotripsina [23], todos descreveram a existéncia de uma relagéo entre K e a massa molar do

PEG, que as massas molares mais elevadas podem aumentar o efeito de excluséo e entéo
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diminuir K [10]. Uma possivel explicagdo é a de que quanto maior for a massa molecular do
polimero, menor é a quantidade de solvente na fase rica em PEG necesséria para solubilizar
tanto a enzima quanto o sal.

Embora o efeito principal do pH na particio de protease foi estatisticamente
insignificante, ndo se deve esquecer que o pH € capaz de influenciar a proteina alterando a carga
ou a proporg¢do das biomoléculas carregadas e consequentemente o particionamento [24].

3.2. Recuperacdo em Atividade (Y)

Maiores rendimentos em atividade proteasica foram associados com maior Ccit € niveis
mais baixos de Mpec (Figura 1 e Tabela 3). Uma possivel explicagdo para este comportamento
é que um aumento na Mpeg aumentou a viscosidade do solvente e, consequentemente, diminuiu
a atividade da enzima, como ja observado para lactato desidrogenase de extrato de coracéo
bovino [25], tripsina bovina e a-quimotripsina [23], ovoalbumina e mioglobina [24] e protease
de Calotropis procera [26].

O efeito principal da Ccir na recuperagéo foi significativamente positivo bem como o
pH, indicando que a concentracdo de citrato de 20% (m/m) e pH 8,0 foram melhores para a
recuperacdo na fase PEG. Além disso, foram observadas trés interacdes fortes envolvendo todos
os fatores (Tabela 3), o que significa que os efeitos de cada um destes fatores sdo fortemente
influenciados pelos niveis dos outros, fazendo com que a avaliacdo deste efeito em Y seja
complexa. O Y também foi influenciado pela interagdo negativa MPEG e CCIT (1*3) em
atividade proteésica na fase rica em PEG. Este resultado foi semelhante ao encontrado para o
K. Esta interacdo significa que o aumento do rendimento em atividade proteéasica foi resultante
da diminuicdo da massa molar do PEG e aumento da concentracdo de citrato (Figura 2).

Foi observado que maiores valores de rendimento em atividade foram obtidos usando
Mpeg = 400g/mol, Ccit = 20% (m/m) e pH = 8,0 com valor de Y = 106,1% (Tabela 2). Valores
de rendimento maiores do que 100%, obtido neste trabalho, tém sido relatados com frequéncia

em extracdes liquidos-liquidos de enzimas por SDFAs [4,10,21,27,28].

3.3. Fator de Purificacéo (FP)

O fator de purificacdo (FP) deve ser considerado a resposta mais importante neste estudo,
tendo em mente 0 nosso objetivo final da purificacdo desta protease de Aspergillus tamarii
URM4634 para fins de aplicagdes de interesses industriais. Os maiores efeitos sobre o fator de
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purificagdo foram o da massa molar do PEG, com efeito positivo, e a interagéo entre Mpeg €
Ccit (1*3). Estes resultados foram semelhantes aos apresentados parao Ke parao Y.

Comportamento semelhante foi descrito por um sistema PEG-citrato por Porto et al. [4],
sugerindo uma ocorréncia da interacdo nao-especifica do PEG com a regido hidrofobica da
proteina. Os altos valores de FP observado no presente estudo, com Mpeg = 8000g/mol também
poderia ser explicado por uma melhoria da estabilidade da enzima resultante da remocéo de
inibidores durante a extracdo, como descrito para o particionamento de colagenase em SDFA
[10] e de a-toxina em um sistema de PEG-Fosfato [29].

Com base no fator de purificacdo, as melhores condigfes foram obtidas no ensaio 16
(Tabela 2) quando o SDFA foi composto por 20% (m/m) de citrato de sédio, 24% de PEG 8000
g/mol e pH 8,0. Estas condi¢fes resultaram em um fator de purificacdo de 3,95 (Figura 3) da
protease em seu pH étimo 8,0. Este resultado estd de acordo com outros estudos utilizando
SDFA para purificar uma protease de Clostridium perfringens [4], FPase de Aspergillus
japonicus URMG6620 [27] e fitase de Absidia blakesleeana URM5604 [30].

Ccit exerceu uma influéncia positiva forte no FP das proteases bem como a Mpeg, 0 que
significa um aumento na Ccir e MPEG para melhorar a purificacdo das proteases na fase
superior. O FP das proteases, nesse trabalho, aumentou de 2,89 — 3,95 quando a Ccit foi elevada
de 15 a 20%. Esta tendéncia esta de acordo com os resultados relatados por pesquisadores que
aplicaram o SDFA para recuperacdo de diferentes biomoléculas. Por exemplo, FP de lactato
desidrogenase de extrato de coracdo bovino aumentou 3,2 — 7,9 quando a Ccit foi elevada de
7,5 — 12,5% [25]. Porto et al. [4], estudando o efeito de Ccit sobre extracdo de proteases,
também observou um aumento do FP usando solucgdes de citrato mais concentradas. Outras
pesquisas corroboram com os efeitos observados nesse trabalho, utilizando um sistema por
PEG-Fosfato para extracao de colagenase de Penicillium aurantiogrissum URM4622, no qual
foi observado que o aumento da concentracdo de fosfato aumentou o FP de 0,66 a 5,23 [10].

Os valores absolutos da massa molar do PEG (Mpeg), concentragdo de citrato (Ccir) e
pH, foram positivos (Tabela 3), sugerindo, assim, que um ambiente alcalino combinado com
um aumento da Mpeg Seria necessario para aumentar a purificagdo. O fator de purificacdo de
proteases produzidas por A. tamarii URM4634 na fase superior (ricaem PEG) observado nesse
trabalho (Tabela 2) confirmam com resultados semelhantes sobre a purificagdo de bromelina e
polifenol oxidase [22], colagenase [31] e complexo celulolitico [27]. O pH apresentou um efeito
estatisticamente significativo para FP das proteases de Aspergillus tamarii URM4634.

Sugerindo que as proteases tém uma superficie carregada negativamente sob os valores de pH
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utilizados neste estudo (6,0; 7,0 e 8,0), aumentando o seu deslocamento para a fase superior,
através de interacOes eletrostatica entre a proteina e as moléculas do PEG [24].
Esta técnica indicou que 0 SDFA poderia ser utilizado com grande eficacia nos primeiros

passos de um processo de purificacdo de proteases, substituindo a separacdo convencional.

4. CONCLUSOES

Os resultados do planejamento fatorial, indicaram que foi eficaz a purificacdo e
recuperacdo das proteases. A protease particionou para fase superior rica em PEG (K>1). O
maior fator de purificacdo (3,95) foi obtido utilizando Mpec = 8000g/mol, 24% (m/m) Ceeg,
20% (m/m) Ccit e em seu pH 6timo 8,0. Estes resultados, permitem afirmar que o SDFA foi
capaz de pré-purificar a protease de Aspergillus tamarii URM4634, sendo reconhecido como a
primeira etapa de obtencdo de biomoléculas para aplicagdes biotecnoldgicas.
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TABELAS

Tabela 1. Niveis utilizados no planejamento fatorial completo 2* para estudo de purificagdo da
protease de Aspergillus tamarii URM4634 em PEG-Citrato SDFA.

Variaveis Niveis

(-1) () (+1)
Meec (g/mol)? 400 3350 8000
Crec % (m/m)° 20 22 24
Ccir % (m/m)© 15 17,5 20
pH 6 7 8

2Massa Molar do PEG.  Concentragio do PEG. ¢ Concentragio do Citrato.

Tabela 2. Matriz do planejamento fatorial completo 2* com as condicOes e resultados da
particdo da protease de Aspergillus tamarii URM4634.
Ensaio Mpec? (g/mol) Crec? (% m/m) Ccit® (% m/m) pH K94 Y FpPf

1 400 20 15 6 - - -
2 8000 20 15 6 1,66 533 289
3 400 24 15 6 - - -
4 8000 24 15 6 157 61,7 143
5 400 20 20 6 233 563 1,03
6 8000 20 20 6 1,18 446 123
7 400 24 20 6 261 670 116
8 8000 24 20 6 067 326 083
9 400 20 15 8 - - -
10 8000 20 15 8 173 736 182
11 400 24 15 8 - - -
12 8000 24 15 8 119 889 182
13 400 20 20 8 261 815 149
14 8000 20 20 8 095 420 1,14
15 400 24 20 8 214 1061 1,74
16 8000 24 20 8 121 558 395
17 (C) 3350 22 17,5 7 1,79 687 139
18 (C) 3350 22 17,5 7 1,82 685 136
19 (C) 3350 22 17,5 7 181 664 152
20 (C) 3350 22 17,5 7 177 665 142

2 Massa molar do PEG. ® Concentragdo do PEG. ¢ Concentragdo de Citrato. ¢ Coeficiente de Partico. ¢ Recuperagio

em Atividade. fFator de Purificago.
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Tabela 3. Efeitos calculados a partir das respostas do planejamento fatorial 2* para extragio de

proteases utilizando PEG-Citrato.

Variaveis independentes e interacdes K Y (%) FP

(1) Mpec 4,49* 28,57* 33,31*
(2) Crec -10,63* 12,26* 4,57*
(3) Carr 73,40* 42,01* 15,77*
(4) pH -1,69 26,67* 11,65*
1x2 -6,72* -1,94 1,91

1x3 -114,83* -83,31* -21,49*
1x4 1,89 0,7614 4,48*
2x3 1,58 2,68 14,62*
2x4 -4,22* 9,42* 16,45*
3x4 4,20* 7,56* 16,33*
1x2x3 5,49* -11,52* 11,95*
1x2x4 10,43* 3,77* 15,58*
1x3x4 7,80* -18,35* 9,17*

2x3x4 4,50* 6,62* 6,44*

* Dados estatisticamente significativos a 95% de confianca (p<0,05).



107

FIGURAS
81,68 47,73
20,0 [} 1
3
O
3,959 73,844
15,0 m, 0
400 8000

MPEG

Figura 1. Diagrama de interpretacdo geométrica do efeito da interacdo entre as variaveis:

Concentracdo de Citrato (Ccit) e Massa molar do PEG (Mpeg) para a variavel resposta
Recuperacdo na fase superior.
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Figura 2. Representacao cubica dos efeitos para recuperacdo (Y) da protease obtida de acordo

com o planejamento fatorial na Tabela 2.
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Figura 3. Relacéo entre os efeitos da massa molar do PEG (Mepeg) e a Concentracdo de Citrato
(Ccir) sobre o Fator de Purificagéo (FP) da protease de Aspergillus tamarii URM4634.



