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RESUMO

As proteases fibrinoliticas degradam coagulos de fibrina, por isso tém um importante
papel na industria farmacéutica como agentes quimioterapéuticos no tratamento de doengas
cardiovasculares. Estes biocatalisadores foram descobertos gradualmente a partir de plantas,
insetos, anelideos, serpentes e micro-organismos (bactérias e fungos). Doencas
cardiovasculares tem sido a principal causa de morte no mundo. Uma das principais causas
de doencas cardiacas é o acumulo de fibrina nas artérias, acarretando trombose. De acordo
com Organizacdo Mundial da Satude (OMS), cerca de 17,5 milhdes de pessoas morrerdo este
ano de doencas cardiovasculares, e em 2030, esse montante sera de 23,6 milhGes. Tendo em
vista o grande potencial da biodiversidade microbiana regional Amazonica e a crescente
aplicabilidade de enzimas na producdo de medicamentos, esta pesquisa foi realizada com o
objetivo de (1) avaliar o crescimento de Bacillus stearothermophilus, (2) estabelecer os
parametros de crescimento associado a producéo de proteases fibrinoliticas por fermentacéao
submersa e (3) verifica o efeito da fermentagéo extrativa na separacao dessas enzimas. Neste
estudo foram empregados técnicas de fermentacdo extrativa e fermentacdo semi-sélida. Por
fermentacdo submersa foram determinados os seguintes parametros: Perfil do crescimento de
Bacillus stearothermophilus e a producéo de protease utilizando 100mL do meio liquido
[(g/L) KH,PO,4 2g; (NH4).SO4 1g; MgSO,4 7H,0 0,1 g; Na,HPO,4 2H,0 0,9 g; Extrato de
Levedura 1 g; dgua destilada 1000mL] pH 7,2 suplementado com gelatina 0,5%, em frasco
de Erlenmeyer de 500mL. O crescimento da bactéria foi determinado a 610nm, de 2 em 2
horas, durante 36 horas. Na Determinacdo das melhores condicGes para producdo de
proteases foram avaliados a influéncia do pH; agitacdo, temperatura, a idade do indculo, da
concentracdo do substrato, a influéncia das fontes de naturais de carbono (tapiocas, araruta e
crueira), fontes de nitrogénio e aeracdo. No extrato recuperado foi realizado também

bioensaio de toxicidade em Artemia salina e testes de degradacdo in vitro do coagulo



sanguineo pelos métodos da placa de fibrina e degradacéo do coagulo artificial em tubo. Foi
determinado também o coeficiente de particdo (K), o fator de purificacdo (FP) e a
recuperacdo da enzima. A fermentacdo semi-solida foi realizada utilizando como substrato
10g feijdo manteiginha [Vigna unguiculata (L.) Walp], com 60% umidade, pH 5,0 em frasco
Erlenmeyers de 250 mL. Na fermentacao extrativa as melhores condic¢des foram: pH 5,0; 180
rpm e 25 °C, no sistemas utilizaram PEG 1000 (g/mol™) a 20% (p/p) e sais fosfato a 15%
(p/p) com K de 1,05; FP de 1,00; Y de 152,54. Halo de 34 mm na placa de fibrina e
degradacéo parcial do coagulo em tubo. Na fermentacdo semi-sélida a producdo de protease
foi de 8,87 (U/mL), halo translucido de 23 mm em placa de fibrina com degradacéo total do
coagulo de sangue em 24h. No presente estudo, protease de Bacillus stearothermophilus
produzido em fermentacdo extrativa e fermentacdo semi-solida foi avaliada, demonstrando
nas condi¢bes Otimas de cultivo que este micro-organismo apresenta fisiologia para

aplicacdes industriais na producao de protease fibrinolitica.



ABSTRACT

The fibrinolytic proteases degrade fibrin clots and therefore play an important role in the
pharmaceutical industry as chemotherapeutic agents in the treatment of cardiovascular
diseases. These biocatalysts were gradually discovered from plants, insects, earthworms,
snakes and microorganisms (bacteria and fungi). Cardiovascular disease has been one of the
leading causes of death in the world. A major cause of heart disease is the accumulation of
fibrin in the arteries, causing thrombosis. According to the World Health Organization
(WHO), about 17.5 million people will die of cardiovascular disease this year, and in 2030,
this amount will be 23.6 million. Given the great potential of microbial biodiversity and the
growing regional Amazon applicability of enzymes in the production of drugs, this research
was conducted with the objective to (1) evaluate the growth of Bacillus stearothermophilus,
(2) establish growth parameters associated with production of fibrinolytic proteases in
submerged fermentation and (3) assess the effect of the extractive fermentation in the
separation of these enzymes. In this study techniques of extractive fermentation and solid-
state fermentation were employed. By submerged fermentation the following parameters were
determined: Profile of growth of Bacillus stearothermophilus and the production of protease
using 100 mL of the liquid medium [(g/ L) 2 g KH,POg4, (NH4),SO4 1 g, MgSO4 7H,0 0,1 g
Na,HPO, 2H,0 0,9 g, yeast extract 1 g, distilled water 1000 ml] pH 7.2 supplemented with
0.5% gelatin in an 500 mL Erlenmeyer flask. The growth of the bacteria was determined at
610 nm, once every 2 hours for 36 hours. To determine the best conditions for the production
of proteases were evaluated the influence of pH, stirring and temperature, age of inoculum
and substrate concentration, the influence of natural sources of carbon (tapioca, arraruta and
crueira), nitrogen sources and aeration. In the recovered extract was also performed a toxicity
bioassay in Artemia salina and degradation tests in vitro of the blood clot by the fibrin plate
method and the artificial clot degradation in tube. In addition, the partition coefficient (K), the

purification factor (PF) and recovering the enzyme were determined. The solid-state



fermentation was performed using as substrate 10g of manteiguinha bean [Vigna unguiculata
(L.) Walp] with 60% humidity, pH 5.0 in a 250 ml Erlenmeyer flask. In extractive
fermentation the best conditions were pH 5.0, 180 rpm and 25 °C in systems using PEG 1000
(g/mol-1) to 20% (w/w) and phosphate salts 15% (w/w) with K 1.05; FP 1.00; 152.54 Y. 34
mm halo in fibrin plate and partial degradation of the clot in tube. In the solid-state
fermentation, the production of protease was 8.87 (U/mL), 23 mm of translucent halo in fibrin
plate with total degradation of the blood clot in 24 hours. In this study, protease produced
from Bacillus stearothermophilus by extractive fermentation and semi-solid fermentation was
evaluated, showing in the optimum cultivation conditions that this microorganism presents

physiology for industrial application in the production of the fibrinolytic protease.
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1 INTRODUCAO

As proteases fibrinoliticas sdo biocatalizadores que degradam coagulos de fibrina, por
isso tém um importante papel na industria farmacéutica como agentes quimioterapéuticos no
tratamento de doengas cardiovasculares (CHO et al., 2004; DAS; PRASAD, 2010; FEIJOO-
SIOTA; VILLA, 2011). Foram identificados gradualmente a partir de plantas, insetos,
anelideos, serpentes e micro-organismos (bactérias e fungos) (PENG et al., 2005; PATEL et
al., 2012).

Doencas do sistema circulatério tem sido a principal causa de morte no mundo. De
acordo com Organizacdo Mundial da Saude (OMS), atualmente cerca de 17,5 milhdes de
pessoas morrem de doencas cardiovasculares. E em 2030, esses valores ultrapassam os 23,6
milhdes de pessoas. E uma das principais causas dessas enfermidades é o acimulo de fibrina
nas artérias, denominadas trombose intravascular (MINE et al., 2005; MANDER et al., 2011).

O tratamento para as doengas cardiovasculares, a exemplo da trombose se baseia
principalmente no processo de hidrdlise da fibrina por enzimas tromboliticas, que representa
um mecanismo de defesa fundamental contra essas patologias (LOTTERMOSER et al., 1998;
AGREBI et al., 2009).

Com base no mecanismo de acédo, as enzimas fibrinoliticas de origem microbiana sdo
classificados em trés tipos: serinaprotease [nattokinase (Bacillus subtilis)], metaloprotease
(Armillari amellea), a associacdo destas (metaloprotease e serinaprotease) e protease
(Streptomycessp. Y405) (SIMKHADA et al., 2010). Assim, varios estudos estdo em
desenvolvimento na busca de novas fontes tromboliticas seguras e de baixo custo.

Diversas pesquisas mostram que espécies de Bacillus, entre outras bactérias, produzem
uma variedade de biocatalisadores fibrinoliticos, especialmente em condigdes de fermentacéao
submersa (CHANG et al., 2012; RAAFAT et al., 2012). Entretanto, estudos demonstram que

fatores nutricionais: fontes de carbono e nitrogénio, e fatores fisico-quimicos: como
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concentracdo do inoculo, temperatura, pH e o taxa de crescimento influenciam de forma
significativa na producéo desses biocompostos (SINGH et al., 2004; BOOMINADHAN et al.,
2009; SUNDARARAJAN et al., 2011).

A fermentacdo extrativa também estd sendo empregada na producdo de protease
fibrinolitica. Este bioprocesso consiste na fermentagdo submersa associada ao SDFA, um
método eficiente para cultivar micro-organismo e produzir enzimas, concentrando e
purificando ao mesmo tempo entre duas fases liquidas (PANDEY; BANIK, 2011).

Tendo em vista o grande potencial da biodiversidade microbiana regional Amazonica
e a crescente aplicabilidade de enzimas na producdo de medicamentos, esta pesquisa foi
realizada com os objetivos de (1) avaliar o crescimento de Bacillus sp., (2) estabelecer os
parametros de crescimento associado a producdo de proteases fibrinoliticas por fermentacao

submersa e (3) verificar o efeito da fermentacdo extrativa na separacao dessas enzimas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Caracteristicas importantes do Género Bacillus

A designacao bacilo esta restrita as bactérias que tem formato de bastonetes, entre
estas encontra-se 0 género Bacillus (Figura 01), representado por 77 espécies que sdo Gram
positivas, esporuladas, aerébias ou anaerobias facultativas, apresentando ou ndo motilidade,
compreendendo varias espécies saprobias e algumas patogénicas ao homem, além disso,
produzem enzimas hidroliticas, como as proteases, mananases e glucanases, sao cosmopolitas
e encontradas também em alimentos in natura ou industrializados (ALCARAZ et al., 2010;
TRABULSI; ALTERTHUM, 2008; FRITZE, 2004; POLANCZYK; ALVES, 2003).

Integrante deste grupo, o Bacillus stearothermophilus (Figura 02) estd sendo
ferramenta de estudo como fonte de enzimas fibrinoliticas. Bactérias desta espécie apresentam
as caracteristicas descritas acima e ainda apresentando motilidade por flagelos peritriqueos e
apresentam temperatura ideal de crescimento na faixa de 55-60 °C. Os esporos do B.
stearothermophilus sdo extremamente termorresistentes, haja vista, serem muito utilizados
como indicadores bioldgicos no monitoramento de processos de esterilizacdo por calor imido.
Esporos do B. stearothermophilus ndo sdo patogénicos para homens e animais e sdo at6xicos

(VIEDMA et al., 2009; PINHO, 2003)

~ Wd

Figura 01: Fotomicroscdpio: Género Bacillus sp. (Coloracdo de Esporo)
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Figura 02: Fotomicroscdpio de Bacillus stearothermophilus (Coloragdo de Gram)

2.2 Enzimas Proteoliticas

Proteases de origem microbiana sdo as mais importantes enzimas hidroliticas, porque
desempenham importantes funcdes nos processos metabolicos celulares, assim estdo em
crescente aplicacdo nos diversos setores industriais, registrando um aumento equivalente a
7,6% ao ano, taxa que representa um montante de U$ 6 bilhGes em 2011, no mercado mundial
corresponde aproximadamente 60% das vendas de enzima (SUNDARARAJAN et al., 2011;
LEARY et al., 2009; SHIVANAND; JAYARAMA, 2009).

Enzimas proteoliticas, embora produzidas em grande escala e de uso continuo em
diversos processos industriais, ainda ndo sao suficientes para atender a crescente demanda dos
diferentes mercados (SUNDARARAJAN et al., 2011; PUNITHA et al., 2009).

Em funcdo do rapido crescimento e do pequeno espaco exigido para cultivos
fermentativos, fungos e bactérias sdo preferidos pela industria de enzimas em detrimento a
outras fontes de proteases ndo microbianas. Aliadas a essas propriedades, as proteases
microbianas sdo, em geral, mais estaveis que as homologas originarias de outras fontes,
associado aos processos fermentativos que se apresentam economicamente e ambientalmente

viaveis (LADEIRA et al., 2010; PELIZER et al., 2007; RAO et al., 1998).
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Segundo Sundararajan et al. (2011), Ladeira et al. (2010) e Singh et al. (2004) as
proteases alcalinas produzidas por Bacillus sp. apresentam-se como as melhores fontes
comerciais disponiveis atualmente em relacdo as demais proteases de origem fungica, animal
e vegetal.

A classificacdo quanto a natureza quimica do sitio catalitico aponta para quatro
principais tipos de proteases: serino-proteases, cisteino-proteases, aspartico-proteases e
metaloprotease que possuem, respectivamente, residuos de amino&cido serina, cisteina, &cido
aspartico e ion metélico bivalentes no sitio ativo que estdo envolvidos na atividade catalitica
(SILVA-LOPEZ, 2010; FEIJOO-SIOTA; VILLA, 2011; TREMACOLDI, 2009).

Proteases sdo altamente sensiveis as concentragdes de fons H* no meio, necessitando
de uma faixa de pH Gtima para expressar a maxima atividade enzimatica. Assim, sdo
classificadas em &cidas, neutras e alcalinas em fungdo do pH em que apresentam atividades
otimas (CASTRO et al., 2009).

Proteases acidas dependem de &cido aspartico para desenvolverem acéo catalitica, com
atividade maxima em pH baixo, tém elevada utilizacdo na industria alimenticia e de bebidas,
apresentam pH 6timo entre 2,0 e 4,0 (VISHWANATHA et al., 2009; CASTRO et al., 2009).
As neutras apresentam atividade em uma estreita faixa do pH 7,0, com baixa termotolerancia.
As metaloproteases pertencem ao grupo destas proteases, necessitando de ions metalicos
bivalentes para expressdo da atividade enzimatica 6tima. Esse grupo de enzimas estd sendo
largamente usado na industria de alimentos devido a funcgdo catalitica sobre aminoacidos
hidrofobicos, de pH neutro (CASTRO et al., 2009; SANDHYA et al., 2005).

As proteases alcalinas séo identificadas por apresentarem atividade 6tima em pH entre
8,0 a 14,0 termotolerantes com alta especificidade pelo substrato, com capacidade de resistir a
ambientes desidratados (CASTRO et al., 2009; HAJJI et al., 2008; GENCKAL; TARI, 2006).

Essas enzimas bacterianas apresentam inumeras aplicagcdes nas inddstrias alimenticias e
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quimicas. Espécies do género Bacillus, principalmente, possuem alta capacidade de producéo
de proteases alcalinas, que sdo amplamente utilizadas nas industrias e possuem alta atividade
catalitica (DAS; PRASAD, 2010; JOO; CHANG, 2006).

Para espécies de Bacillus, a producdo de proteases € fortemente influenciada por
fatores fisicos como pH, temperatura, e tempo de incubacdo, além de fatores como
componentes do meio e a presenca de ions metalicos (SANTOS, 2009; JOHNVESLY; NAIK,
2001).

Em funcdo do exposto, proteases sdo enzimas altamente utilizadas na industria
alimentar, farmacéutica, de detergentes, diagnosticos, de residuos e boitecnoldgica,
correspondendo a 65% do montante comercializado no mercado mundial deses

biocatalizadores (RAJMALWAR; DABHOLKAR, 2009; GUPTA et al., 2002; RAO,1998).

2.3 Proteases Fibrinoliticas

Define-se fibrindlise como a degradacédo da fibrina, mediada pela plasmina. O sistema
fibrinolitico ou sistema plasminogénio/plasmina, constituido por diversas proteinas (proteases
séricas e inibidores), que regulam a geracdo de plasmina, produzida a partir de uma pro-
enzima inativa (plasminogénio), que tem por fungdo degradar a fibrina e ativar
metaloproteinases de matriz extracelular (FERREIRA et al., 2010; FRANCO, 2001).

Enzimas fibrinoliticas sdo proteases capazes de degradar diferentes tipos e coagulos
sanguineos, pois apresentam alta especificidade pela fibrina, haja vista, esta desempenhar
importante papel na coagulacéo sanguinea (LIMA et al., 2006; FRANCO, 2001).

Enzimas do sistema fibrinolitico sdo todas serino-proteases, ao passo que os inibidores
da fibrindlise sdo membros da superfamilia de proteinas serinas (inibidores de proteases
séricas). Destas proteinas sé@o conhecidos dois ativadores fisiologicos do plasminogénio: o t-

PA (ativador do plasminogénio do tipo tecidual) e o u-PA (ativador do plasminogénio do tipo
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uroquinase) (ZHANG et al., 2007; FRANCO, 2001; COLLEN; LIJNEN, 2004). Os dois
ativadores tém alta especificidade de ligacdo com o respectivo substrato (plasminogénio) e
promovem hidrélise de uma unica ligacdo peptidica (ZHANG et al., 2007; KIM; CHOI,
2000).

Somada a essas a¢des, com base nos mecanismos cataliticos das enzimas microbianas,
as fibrinoliticas sdo classificadas em trés tipos: serino-protease (Bacillus natto)
metaloprotease (Armillaria mellea), a mistura de ambas serina e metaloprotease
(Streptomyces sp. Y405) (SIMKHADA et al., 2010; HUA et al., 2008; CHANG et al., 2005).

As propriedades quimicas e fisiologicas de catalisadores fibrinoliticos ja foram
caracterizadas, além da eficacia comprovada como agente anti-trombolitico (LU et al., 2010;
FRANCO, 2001). Estes produtos biologicos ja se encontram comercializados como
medicamentos e como complemento alimentar (KIM et al., 2010).

As proteases fibrinoliticas foram descobertas a partir de Staphylococcus aureus e
Streptococcus hemolyticus, bactérias produtoras de estafiloquinase e estreptoquinase
respectivamente, ambas sdo empregadas na medicina, em terapia anti-trombolitica (SANTOS,
2009; COLLEN; LIINEN, 1995).

Atualmente, estas enzimas sdo produzidas por diferentes organismos, dentre os quais
se destacam bactérias, fungos, algas, minhocas e ainda veneno de cobra (LU et al., 2010;
SIMKHADA et al., 2010; SANTOS, 2009; SUN et al., 2006; QINGHUA et al., 2006; LEE et
al., 2004). Com essa finalidade, o desenvolvimento de novas pesquisas para selecionar
organismos produtores dessas enzimas torna-se essencial para a industria farmacologica a
nivel econdmico (SANTOS, 2009; PENG et al., 2005; MINE et al., 2005).

Dos organismos identificados como fonte de enzimas fibrinoliticas entre as bactérias
se destaca 0 género Bacillus, e dentre estes o mais estudados séo: Bacillus nattu, Bacillus

firmus NA-1, Bacillus sp. KDO 13, Bacillus subtilis QK02, Bacillus subtilis 1IMR-NK1;
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Bacillus sp. KDO-13. Todos produtores da enzima fibrinolitica denominada natokinase
isolados de alimentos fermentados (WANG et al., 2010; HAN et al., 2009; PENG et al., 2004;
KO et al., 2004).

As enzimas fibrinoliticas produzidas pelas bactérias do género Bacillus, atraem
interesse comercial por causa da eficiéncia desses micro-organismos nOS Processos
fibrinoliticos incluindo a ativacao da plasmina (WANG et al., 2005).

As aplicacbes das proteases fibrinoliticas na medicina sdo de grande importancia,
principalmente, nas intervencdes em doencas cardiovasculares (LU et al., 2010; ERIKSSON
et al., 2008), na inddstria de alimentos, cosméticos e nos mais variados processos
biotecnologicos. Em alguns produtos de uso topico como as pomadas cicatrizantes
encontram-se enzimas fibrinoliticas na composicdo (PENG et al., 2005; JUNG et al., 2005).

O uso de enzimas na producdo de medicamentos e a utilizacdo desses biocatalizadores
como agentes terapéuticos sdo uma fatia significativa do mercado farmacéutico a nivel global,
com excelentes probabilidades de expanséo, haja vista, 0 surgimento de novas informacoes
referentes aos caminhos que esses biocatalisadores percorrem para executar seus efeitos
terapéuticos nos processos clinicos aos quais sdao empregados (VLIEGHE et al., 2010; SEO;

LEE, 2004).

2.4 Formacéao do coagulo sanguineo

2.4.1 Mecanismo da coagulacéo

A coagulagdo sanguinea é uma complexa série de interagfes, que resulta na perda das
caracteristicas de fluido do sangue, formando um coagulo, entre o tecido lesado, plaquetas e
0s mondémeros de fibrina. O mecanismo bioquimico para a formagdo do coagulo sanguineo
envolve uma sequéncia de interacfes proteicas na qual ocorre a conversao do fibrinogénio que

é soltvel no plasma, em fibrina (Figura 03). Essa série de etapas de ativagdes, sequenciais,
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onde o substrato para cada enzima € uma pré-enzima que € ativada para atuar na proxima
etapa da reacdo, formando um efeito “cascata” (CARLOS; FREITAS, 2007; GUYTON;

HALL, 2006; FRANCO, 2001).

3. Afibrina aparece - 4. O coagulo de fibrina é formado

Figura 03. Processo de coagulagdo em um vaso traumatizado.
Fonte: Guyton e Hall (2006)

2.4.2 Cascata de coagulacéo

A coagulacdo sanguinea é o resultado final de uma série de reacbes entre varias
proteinas plasmaticas, que recebem o nome de cascata de coagulacdo. Esse processo ocorre de
duas formas distintas: a via extrinseca e a via intrinseca da coagulacdo. Os dois processos
consiste em ativar formas inativas de enzimas proteoliticas, que quando apresentam-se
funcionais provocam reacdes sucessivas, ou seja, em cascata (GUYTON; HALL, 2006;

CARLOS; FREITAS, 2007).

2.4.2.1 Via intrinseca
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A via intrinseca (Figura 04) ocorre quando o contato do sangue com uma superficie
diferente do endotélio normal com as células sanguineas. A sequéncia de reacdes enzimaticas
produz o coagulo sanguineo nas diferentes etapas: (1) Fase de contato que envolve quatro
proteinas: o fator XII, pré-calicreina, fator XI e cininogénio de alto peso molecular (CAPM).
O fator X1 na presenca de CAPM adere-se a superficie exposta do vaso e ¢ ativado pelo fator
Xlla ligado a superficie. (2) As agitacGes do sangue fazem com que o fator XII converta-se
em fator Xlla, resultando na liberacdo de fosfolipidios plaqutario s ou fator Il plaquetario
(FP3). O fator Xlla atua enzimaticamente sobre o fator XI para ativa-lo, constituindo a
segunda etapa da via intrinseca. O fator XI atua sobre o fator IX ativando-o. Por sua vez, o
fator 1Xa, ao atuar com o fator Vllla, e com o FP3, ativando o fato X. (3) O fator X ativado
combina-se com os fosfolipidios teciduais ou com fosfolipidios liberados pelas plaquetas,
bem como fator V para formar o complexo denominado ativador de protrombina. A
substancia ativadora da protrombina inicia a ativacdo do fator Il (protrombina) em fator Ila
(trombina). (4) A principal acdo da trombina é a conversdao do fibrinogénio (fator I) em
mondmeros de fibrina, que sdo interligados pelo fator Xllla, formando polimeros insollveis

de fibrina (CARLOS; FREITAS, 2007; GUYTON; HALL, 2006; FRANCO, 2001).

2.4.2.2 Via extrinseca

Processo pelo qual a ativacdo da protrombina é gerada em resposta ao contato do
sangue com o tecido extra vascular, ou seja, o tecido lesado libera um complexo de varios
fatores, denominado fator tecidual ou tromboplastina tecidual que por sua vez ativam o fator
VIl em fator Vlla. O fator Il em conjunto com ions de célcio e o fator VIla formam um
complexo enzimatico que na presenca de fosfolipidios convertem o fator X para fator Xa (as
etapas seguintes correspondem as etapas 3 e 4 do item 2.4.2) (Figura 05) (CARLQCS;

FREITAS, 2007; GUYTON; HALL, 2006; FRANCO, 2001).
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2.4.3 Trombose

Segundo Castro et al. (2006) e Lima et al. (2006) trombose é uma lesdo vascular
severa, que acarreta a ruptura da integridade do endotélio e a exposicdo da matriz
subendotelial, que inclui proteinas de adesdao como o colageno e o fator de von Willebrand
(fvW).

O fator de von Willebrand, previamente produzido e liberado pelo endotélio ou
adsorvido do plasma sobre o tecido exposto, apresenta-se de forma essencial para adesdo
plaquetaria, em particular nos vasos com alta tensdo de cisalhamento, como as artérias e as
arteriolas. Este fator se liga ao seu receptor glicoproteico GP Ib-IX-V, na superficie
plaquetaria e estabelece uma ligacdo transiente que reduz a movimentacdo da plaqueta
(rolamento) facilitando a ativacdo. Apds a captura da plaqueta, uma rapida estabilizacdo da
adesdo faz-se necessaria para que ocorra a formacdo do trombo (Figura 06) (SAVAGE;

RUGGERI, 2007; CASTRO et al., 2006; LIMA et al., 2006).

| Embolismo:
| Codgulo que A
| se desloca

Trombo:
‘Codgulo que
se forma na
veia

/ N FADAM.
Figura 06: Esquema descritivo da trombose em diferentes partes do corpo humano.
Fonte: The Website: A.D.A.M (2011 © A.D.A.M., Inc. All Rights Reserved).
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Segundo Savage e Ruggeri (2007), Castro et al. (2006) e Wagner e Burger (2003) este
processo € inicialmente mediado pela interacdo do colageno com o receptor glicoprotéico
GPVI e com a integrina of; (GPla-11a), receptor membro da familia das imunoglobulinas
expresso na superficie plaquetaria.

Quando ocorre a ativacdo das plaquetas por seus respectivos agonistas, ha alteracao da
conformagdo da integrina oypPs, aumentando sua afinidade para seus principais ligantes:
fibrinogénio, fator de von Willebrand e fibronectina. A interacdo do complexo oypPs-
fibrinogénio/fibronectina/fyW com a integrina ;B3 de outra plaqueta ativada adjacente
promove a interacdo cruzada plaqueta-plaqueta (SAVAGE; RUGGERI, 2007; CASTRO et
al., 2006; LIMA et al., 2006).

O inicio do processo de agregacdo plaquetaria ocorre pela ativacdo da integrina o33 €
sua ligacdo ao fibrinogénio, via final comum a ativacdo promovida por todos os agonistas
plaguetarios, uma vez que essas interacdes induzem uma transducdo de sinal que é essencial
para as mudancas na organizacdo do citoesqueleto e da agregacdo plaquetaria (SAVAGE;
RUGGERI, 2007; LIMA et al., 2006).

Segundo a Organizacdo Mundial de Sadde, 17 milhGes de pessoas morrem de
trombose e outras patologias cardiovasculares a cada ano. A trombose intravenosa esta
fundamentada na formacéo de coagulo do sangue em um vaso sanguineo, sendo esta uma das
causas principais de uma variedade de doencas cardiovasculares. Os coagulos do sangue que
tém como principal componente a fibrina, uma proteina formada pela acdo do fibrinogénio
através das protedlises da trombina. Os codgulos podem ser hidrolisados pela plasmina para

evitar a trombose (WOLBERG, 2007; PENG et al., 2005; FRANCO, 2001).

2.5 Fermentacéo Extrativa em Sistemas de Duas Fases Aquosas (SDFA)

2.5.1 Sistemas de Duas Fases Aquosas (SDFA)



27

O processo de extracdo liquido-liquido em sistemas de duas fases aquosas (SDFA)
apresenta atualmente grande interesse de pesquisadores na separacdo de biomoléculas,
visando a aplicacdo destes sistemas, em escala laboratorial e industrial (MONTEIRO FILHO,
2010, MOURA et al., 2010).

A extracdo liquido-liquido técnica empregada comumente em diferentes processos
industriais, é bastante utilizada na industria petroquimica. Na inddstria farmacéutica, a
extracdo de antibioticos é realizada com solvente organico. No entanto, proteinas, organelas,
fragmentos celulares, &cidos nucléicos ou mesmo células inteiras podem sofrer danos
irreparaveis quando submetidas a esse tipo de processo, exigindo tecnologia alternativa
guando se deseja sua purificacdo (PESSOA JR.; KILIKIAN, 2005).

O SDFA apresenta-se como um método eficiente e de baixo custo, constituido por
duas fases polares imisciveis que promovem a separacdo dos bioprodutos preservando suas
principais caracteristicas. Possui composicdo proxima de 70 a 90% de agua, por isso sao
apropriados para purificacdo de materiais biolégicos, minimizando os riscos de desnaturacdo
das biomoléculas (SILVA; LOH, 2006; MOURA et al., 2010).

A separacdo das fases num SDFA ¢é o resultado da incompatibilidade das solugdes,
tanto das de polimero-polimero, quantos as de polimero-sal, em funcdo das concentracdes
destes compostos. A particdo de uma proteina depende de suas propriedades fisico-quimicas,
como a hidrofobicidade, carga e tamanho, e caracteristicas do sistema como as cargas e massa
molar do polimero, ou pela adi¢do de sal (MONTERIO FILHO, 2010).

Entre os SDFA’s, os mais estudados séo o sistema polimero-polimero (polipropileno
glicol X maltodextrina) e os de polimero-sais (Polietilenoglicol x sulfato de potassio) sempre
dissolvidos em matriz aquosa. A utilizacdo do Polietilenoglicol (PEG) apresenta-se vantajosa
devido ao baixo custo deste polimero, associada as favoraveis propriedades fisico-quimicas

dos sistemas PEG-Sais (SILVA; LOH, 2006; MOURA et al., 2010).
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Rabelo et al. (2004) utilizaram SDFA para purificar bromelina, enzima presente nos
frutos do abacaxi a partir do suco do mesmo. Apos sua obtencéo, a enzima manteve-se com
boa atividade e a possibilidade de aplicacéo tecnoldgica. Oi mesmo ocorreu com a insulina de
pancreas de suinos, indicando o potencial desta metodologia na industria farmacéutica
(MONTERIO FILHO, 2010).

A maioria dos SDFA constituidos por Polietilenoglicol/sal o produto de interesse é
comumente separado na fase superior rica em PEG, enquanto que, os subprodutos sao
dispensados na fase inferior rica em sal (BARROS et al., 2009).

O processo SDFA proporciona facilidade como: aumento de escala, rapida
transferéncia de massa, utiliza temperatura ambiente, baixo custo de material., alta
seletividade, reciclagem dos regentes, as enzimas permanecerem estaveis no sistema devido a
alta concentracdo de agua, reagente ndo desnaturante. Por essa razdo, esta metodologia
apresenta-se como uma técnica potencialmente promissora para a obtencdo de biomoléculas

na industria (CAVALCANTI et al., 2006; FERREIRA et al., 2009; MOURA et al., 2010).

2.5.2 Fermentacao Extrativa

Essa tecnologia pode ser utilizada na recuperacao de bioprodutos in situ, ou seja, no
momento da fermentacdo ocorre a purificacdo dos mesmos. Dessa forma, tem sido sugerida
para controlar a produto e o aumento da produtividade volumétrica de processo
biotecnologico (ASHIPALA; HE, 2008; DELOISA et al., 2009; PANDEY; BANIK, 2011;
MARQUES, 2010).

Fermentacdo extrativa utilizando SDFA, as células sdo consideradas como
imobilizadas em uma das duas fases, e 0 produto desejado é particionado para a outra fase
(MARQUES, 2010). Apesenta-se como um método de purificacdo alternativo, eficiente para

concentrar e purificar parcialmente biomoléculas por particionamento entre as duas fases
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liquidas. Faz uso de duas fases imisciveis, entre dois polimeros ou entre polimero e uma
solucdo salina em um ambiente constituido de 80 a 90% de &gua, portanto, proporciona um
excelente ambiente para as células, organelas celulares e substancias biologicamente ativas e
possui propriedades favoraveis a sua aplicacdo em grande escala para a separacdo e
purificacdo de enzimas (SINHA et al., 2000; NAGANAGOUDA; MULIMANI,2008;.
SARAVANAN et al., 2008).

Sistemas de fermentacdo com base em SDFA oferecem a possibilidade da substitui¢éo
da separacdo mecanica mais dificil entre as células e o produto, permitindo particdo em fases
opostas. SDFA tem sido aplicada em cultivos de micro-organismos com a finalidade de
producdo de enzimas extracelulares (PORTO et al., 2008).

O sistema polimero/sal apresenta preferéncia quando utilizado em grande escala em
detrimento ao sistema polimero/polimero devido ao seu custo relativamente baixo, tempo de
separacdo curto, alta seletividade e estabilizacdo da estrutura das biomoléculas pelo polimero
(MARQUES, 2010). Além disso, apresenta potencial para superar as limitacdes de
fermentacdes microbianas em uma solugdo aquosa, tais como baixa solubilidade, inibi¢cdo do
substrato e degradagdo de produtos (WANG; DAI, 2010).

FermentacOes extrativas em SDFA tém sido amplamente utilizadas nos processos de
downstream de compostos como enzimas, biofarmacos e demais produtos naturais. Deve ser
entendido como fermentacdo extrativa que integra tanto a formacgdo de produto quanto a
purificacdo em um processo de etapa Unica, que facilita a recuperacdo imediata das

biomoléculas (OOl et al., 2011).

2.6 Fermentacédo Semi-Soélida (FSS)

Fermentacdo semi-solida (FSS) é um processo que ocorre na auséncia ou proximo da

auséncia de agua livre, usando um soélido natural como substrato ou suporte inerte (SANTOS
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2007). Esse processo fermentativo € definido como um sistema de matriz sélida ligada a uma
fase liquida e por uma fase gasosa, envolvendo o crescimento de micro-organismos em
substrato sélido nos quais ndo ha fase liquida livre e seu teor esta presente de forma complexa
ou adsorvida na matriz sélida (CORREIA, 2004; SANTOS, 2007).

A técnica de crescimento de micro-organismos por FSS ocorre na superficie do
substrato ou em seu interior no caso de particulas porosas, 0 contetdo liquido presente na
matriz fermentativa deve ser mantido de modo que assegure a atividade metabdlica
microbiana, sem exceder a capacidade da matriz de reter liquido (PALMA, 2003; SANTOS,
2007).

O teor de umidade do substrato numa FSS deve variar entre 12% a 80%. Quando esse
valor encontra-se abaixo do limite minimo, a atividade metabdlica dos micro-organismos é
prejudicada. J& o limite superior da umidade é fixado em funcéo da capacidade de absor¢édo de
liquidos pelo substrato (SANTOS, 2007).

As técnicas de FSS sdo preferidas por permitir a producdo de enzimas brutas mais
concentradas e baixo custo de extracdo e purificagdo (SILVA et al., 2002; SOUZA et al.,
2010).

Os substratos utilizados na fermentacdo semi-solida na sua grande maioria sdo
residuos ou subprodutos da agroindustria (celuloses, hemiceluloses, ligninas, amidos, pectinas
e proteinas), caracterizados como compostos heterogéneos, atuando como fonte de carbono e
energia e, também, de suporte para crescimento microbiano (PANDEY, 2003; SOUZA et al.,
2010).

O processo de fermentacdo semi-solida apresenta algumas limitacdes que devem ser
consideradas como a dificuldade de remocé&o do calor produzido pela atividade metabolica do

micro-organismo, a heterogeneidade da mistura, o controle do crescimento celular. Além dos
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pardmetros como temperatura, pH, agitacdo, aeracdo e concentracdo de nutrientes, o que torna
complexo controlar e automatizar o processo (PALMA, 2003; SANTOS, 2007).

Processos fermentativos semi-sélidos que agregam valor a substratos bioindustriais
atualmente ja estdo disponiveis para producdo em grande escala, como a producdo de acido
citrico na Tailandia e na Indonésia, e de fitase no México (PALMA, 2003; SANTOS, 2007).

Bactérias também sdo utilizadas no processo de fermentacdo semi-solida, como o
Bacillus subtilis empregado na producéo de protease fibrinolitica em substratos derivados de
soja ou milho, além dos tradicionais alimentos fermentados (Natto) consumidos no Japéo,
China e Coreia (SUMI, et al., 1987; FUJITA, et al., 1993; KIM et al., 1996;. CHANG, et al.,

2000;. PENG, et al., 2003; ZU et al., 2010).
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3 METODOLOGIA

3.1 Micro-organismo e manutencédo das culturas

Bacillus stearothermophilus, da Colecdo de Bactérias da Universidade Federal do
Amazonas-UFAM, preservado a 4 °C, em tubo de ensaio contendo agar nutritivo inclinado foi
objeto deste estudo. Para obtencédo da cultura estoque os subcultivos foram realizados segundo

a metodologia descrita por Santos (2009).

3.2 Fermentacado Submersa
3.2.1 Perfil do crescimento de Bacillus stearothermophilus e producdo de

protease

O crescimento do Bacillus stearothermophilus associado a produgdo de protease foi
realizada em 100 mL do meio liquido [(g/L) KH,PO4 2 g; (NH4).SO4 1 g; MgSO,4 7H,0 0,1 g;
Na,HPO, 2H,0 0,9 g; Extrato de Levedura 1 g; 4gua destilada 1000 mL] pH 7,2 (MACIEL et
al., 2010; SILVA NEVES et al., 2006). O meio de fermentacdo foi suplementado com
gelatina 0,5%, em frasco de Erlenmeyer de 500 mL. O crescimento da bactéria foi
determinado a 610 nm, de 2 em 2 horas, durante 36 horas (CRUZ FILHO et al., 2007). A
recuperacdo do extrato bruto foi feita por filtracdo em membrana (0,22 um), seguindo-se a

determinacéo da atividade proteolitica (item 3.2.2).

3.2.2 Determinacéo da atividade proteolitica

Para determinacdo da atividade proteolitica no extrato bruto (item 3.2.1), foram
utilizados 0,25 mL do substrato (azocaseina em tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 7,6) e 0,15 mL
do extrato enzimatico. O sistema foi incubado por 1 hora a 25 °C em cmara escura. A reacao

foi interrompida pela adi¢éo de 1,2mL de &cido tricloroacetico 10% (m/v). As amostras foram
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centrifugadas a 8000 xg por 10 minutos, a 4 °C. Aliquotas de 0,8 mL foram transferidas para
tubos de ensaios contendo 1,4 mL de hidroxido de sodio 1 M. O sistema de reacdo incluindo o
branco, foi preparado em triplicata e a leitura feita a 440 nm de acordo com Leigton et al.
(1973). Uma unidade de atividade proteolitica foi definida como a quantidade da enzima
requerida para produzir um aumento na absorvancia a 440 nm igual a 0,1 em 60 minutos

expressa em U.mL™* (NASCIMENTO; MARTINS, 2006).

3.3 Determinacéo das melhores condicbes para producéo de proteases
3.3.1 Avaliacdo da influéncia do pH; agitacdo e temperatura na producéo de

protease

Para determinar o efeito do pH, agitacdo e temperatura na producdo de protease por
Bacillus stearothermophilus foram realizados cultivos em meio liquido (item 3.2.1), pH 5,0;
7,2 € 9,0. Os cultivos foram mantidos a 120, 150 e 180 rpm nas seguintes temperaturas: 25
°C, 35 °C; 45 °C (Tabela 1) (RODARTE, 2005; CUCOLO et al., 2006). A recuperacdo do
extrato bruto foi feita por filtragdo em membrana (0,22 um), seguindo-se a determinagdo da

atividade proteolitica de acordo com o citado no item 3.2.2.

Variaveis Niveis

-1 Zero +1
pH 5,0 7,2 9,0
Agitacdo (rpm) 120 150 180
Temperatura (°C) 25 35 45

Tabela 1 — Niveis das variaveis do planejamento fatorial (2%) com quatro (4) repeticdes no ponto central para se
determinar o efeito do pH, agitacdo e temperatura na producdo da protease.

3.3.2 Determinacdo da influéncia da idade do inéculo e da concentracdo do

substrato na producéo de protease
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Nas condicbes experimentais, para a producdo de protease por Bacillus
stearothermophilus, os cultivos foram realizados em 100 mL de meio liquido (item 3.2.1),
adicionado de gelatina 0,25%; 0,50% e 1,0%, como substrato. A fermentacao foi realizada nas
melhores condicdes identificadas no item 5.3.1, em frescos de Erlenmeyer de 250 mL por 36
horas, com retirada de amostras a cada 12 horas (SILVA NEVES et al., 2006; BRANCO et
al., 2010).

Neste processo fermentativo foi utilizado um planejamento fatorial 2% com 4repeticoes
no ponto central para avaliar os parametros, Idade do in6culo e da concentracdo do substrato
[(gelatina) p/v] (Tabela 2). Ao término do processo de fermentacdo a biomassa foi separada
por filtragio em membrana (0,22 um) e, no extrato bruto, foi determinada da atividade

proteolitica de acordo com o citado no item 3.2.2.

Variaveis Niveis

-1 Zero +1
Idade do in6culo (h) 12 24 36
Concentragdo do substrato [(%) p/v] 0,25 0,50 1,0

Tabela 2 — Niveis das variaveis do planejamento fatorial (2%) com quatro (4) repeticdes no ponto central para
determinar a influéncia da idade do in6culo e da concentracdo do substrato.

3.3.3 Determinacdo da influéncia das fontes de carbono e nitrogénio na

producéo da protease

Para avaliar a influéncia de diferentes fontes de carbono na producéo de protease por
Bacillus stearothermophilus, no meio de fermentacdo (item 3.2.1) foi adicionado tapioca,
crueira, araruta 1,0% (p/v). Todos os cultivos foram realizados em 100 mL de meio, em
frescos de Erlenmeyer de 250 mL. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
(TEIXEIRA et al., 2000)

Para avaliar a influéncia de diferentes fontes de nitrogénio na producdo de protease

por Bacillus stearothermophilus, no meio de fermentacdo (item 3.2.1) foram adicionados
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peptona, extrato de levedura e caseina 1,0% (p/v). Todos os cultivos foram realizados em 100
mL de meio, em frescos de Erlenmeyer de 250 mL. Todos os experimentos foram realizados
em triplicata (BOOMINADHAN; RAJAKUMAR, 2009).

Para avaliar a influéncia de diferentes concentracbes de fonte de carbono,
selecionados no item 3.3, para producdo de protease por Bacillus stearothermophilus, no
meio de fermentacdo (item 3.2.1) foram adicionados as seguintes concentragdes 0,25%;
0,50% e 1,0% (p/v). A suplementacdo do meio de fermentagdo com a fonte de nitrogénio
selecionada no item 3.3.4 foi utilizada a 0,05%; 0,1% e 0,15% (p/v). Todos 0s experimentos
foram realizados em triplicata (PARIS et al., 2010).

Todos os cultivos foram realizados em 100 mL de meio em frescos de Erlenmeyer de
250 mL. Nestes experimentos foi utilizado um planejamento fatorial 22, com 4 repeticées no
ponto central para avaliar os parametros, concentracdo das fontes de carbono e nitrogénio
(Tabela 3). A recuperacdo do extrato bruto foi feita por filtragdo em membrana (0,22 pum),

seguindo-se a determinacdo da atividade proteolitica de acordo com o citado no item 3.2.2

Variaveis Niveis

-1 Zero +1
Fontes C (%) 0,25 0,50 1,0
Fontes N (g) 0,5 1,0 15

Tabela 3 — Niveis das variaveis do planejamento fatorial (22) com quatro (4) repeti¢des no ponto central de
diferentes concentrac@es das fontes de carbono e nitrogénio na producédo de protease.

3.3.4 Determinacéo da influencia da aeracdo associado a producdo de protease

A avaliacédo do volume do frasco de fermentagéo foi feita conforme citagédo de Amaral
(2007), utilizando-se volumes de meio de cultura equivalente a 30, 50 e 100 mL em frascos de
Erlenmeyers de 250 mL. A aeracdo foi determinada pela razéo entre o volume do meio de

cultura e o volume de frasco de Erlenmeyer (Vmeio/Vfrasco). Os cultivos foram realizados
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nas condicOes selecionadas no item 5.3. A recuperacdo do extrato bruto foi feita por filtracéo
em membrana (0,22 um), seguindo-se a determinacdo da atividade proteolitica de acordo com

o citado no item 3.2.2.

3.4 Bioensaio de toxicidade em Artemia salina

3.4.1 Eclosao dos cistos

Para ecloséo dos cistos de A. salina utilizou-se solugdo de sal marinho 3% (p/v), pH
6,5 esterilizada a 121°C por 15 minutos. O quantitativo de 0,1 g de cistos do microcrustaceo
foi adicionado nessa solugéo e incubado durante 30 horas, a 30 °C, sob luminosidade (40 w),
agitacdo constante (140 rpm), conforme o método de Harwig e Scott (1971) modificado por

Atayde et al. (2011).

3.4.2 Teste de toxicidade

Apbs eclosao dos cistos, 100 uL da solucdo contendo nauplios foram transferidos para
pocos individuais de placas multipocos (6x4), seguindo-se a inoculacao do extrato enzimatico
em diferentes concentragcdes (1000 mg/mL a 100 mg/L) completando-se o volume final de
cada pogo para 1 mL com solucdo salina sem larvas. Apds 16 horas de contato com o extrato
enzimatico e com o branco foi determinada a taxa de mortalidade segundo a classificagédo de
Harwig e Scott (1971), conforme a seguinte expressao:

O grau de toxicidade (mortalidade %) foi classificado segundo Harwig e Scott (1971):
0-9%= n&o toxico (NT); 10 — 49% = ligeiramente tdxico (LT); 50-89% = tdxico (T); 90—

100% = altamente toxico (AT).

3.5 Fermentacéao extrativa e purificacdo de protease em SDFA

3.5.1 Preparacdo dos sistemas de duas fases aquosa
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Apos escolha das melhores condigdes para producdo de protease por fermentacao
submersa, a fermentacéo extrativa foi realizada utilizando-se um planejamento fatorial 23 com

4 repeticdes no ponto central (tabela 4).

Variaveis Niveis

-1 Zero +1
Con. PEG 10% 15% 20%
MM PEG 1000 4000 6000
Com Sais 15% 20% 25%

Tabela 4 — Niveis das variaveis do planejamento fatorial (2°) com quatro (4) repeticBes no ponto central de
diferentes concentra¢des e massa molar do PEG e sais de fosfato.

O sistema foi preparado em frasco de Erlenmeyers de 125mL com massa final
corresponde a 49 g: solucdo de sais de fosfatos monobasico (NaH,PO,) e dibéasico
(Na;HPO,); PEG 1000; 4000 e 6000 (Tabela 4), pH selecionado no item 3.3.1. Apo0s

homogeneizagéo o sistema foi esterilizado a 121 °C por 15 minutos.

3.5.1.1 Inoculagdo de Bacillus stearothermophilus no sistema de duas fases

aquosa

Apbs resfriamento, foi inoculado 1g de suspensdo celular semelhante a escala 1 de
McFarland, preparada em meio liquido (item 3.3). A fermentacdo extrativa foi conduzida a.
180 rpm, 25 °C. Ap6s 14h de incubacdo. Em seguida foi determinado o volume de cada fase
do sistema e, as fases separadas com auxilio de pipeta volumétrica. Apds esse procedimento
foi determinado a atividade de protease (item 3.2.2) e a concentracdo de proteina (item 3.6.2)

em cada uma das fases (Superior e Inferior).

3.5.2 Determinacéo das proteinas totais
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A quantificacdo das proteinas totais presente no extrato enzimatico bruto foi realizada
através do método de Bradford (1976), utilizando como corante o "Coomassie Brilhant Blue".
A relacdo entre a concentracdo de proteina e a absorbancia produzida a 595 nm, foi realizada

em solucgdes de soro albumina bovina em concentracdes de 0-100 pg/mL.

3.5.3 Determinacdo do coeficiente de particdo, recuperacdo e fator de
purificacéo

Para se avaliar a purificacdo parcial pelo SDFA foram analisadas as respostas do
coeficiente de particdo (K); fator de purificacdo (FP) e rendimento (Y) das proteases
(KIRSCH et al., 2012; FERREIRA et al. 2011; PANDEY; BANIK, 2011).

O coeficiente de particdo (K) da enzima foi definido como a relacdo entre a atividade

da enzima fase superior (As) e a fase inferior (Ai):
K= E (equacdo 1)
Al

O fator de purificacdo (FP) foi calculado pela relacdo entre a atividade especifica na

fase superior e a atividade especifica do extrato bruto (Aeb):

_ As/Cs
Aeb/Ceb

(equacéo 2)
“Cs” e Ceb” sdo as concentragdes totais de proteinas, expressas em pg.mL™, na fase
superior e no extrato bruto inicial, respectivamente.

A atividade de recuperacdo foi determinada como sendo a razdo entre a atividade total

na fase superior e a do extrato bruto e é expressa em percentagem:

B As x Vs
Aeb x Veb

j %100 (equacao 3)

“Vs” e “Veb” sao os volumes da fase superior e do extrato bruto respectivamente.
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3.6 Fermentacdo Semi-solida (FSS)

3.6.1 Tratamento do substrato feijio manteiginha [Vigna unguiculata (L.) Walp]

Neste bioprocesso foram utilizandos 10g de feijdo manteiginha [Vigna unguiculata
(L.) Walp] como substrato. Os grdos de Vigna unguiculata (L.) Walp. foram triturados em
triturador Walita HR 2943/00. Para esterilizacdo do substrato a 120 °C por 30 min, as

amostras foram acondicionados em Erlenmeyers com capacidade de 250 mL.

3.6.2 Inoculacéo de Bacillus stearothermophilus no substrato

Apos resfriamento do substrato triturado e esterilizado, a umidade foi corrigida para
60%, adicionando-se solucdo tampéo fosfato (pH 5,0). Em seguida foram inoculados 1000 pL
de suspenséo celular de Bacillus stearothermophilus com turbidez semelhante a escala um de

McFarland 1. A fermentagdo foi conduzida a 25 °C por 24 h.

3.6.3 Extracdo das enzimas proteoliticas fibrinoliticas

Ao término da fermentagdo, o substrato foi hidratado na propor¢do 1/10 (p/v) e
centrifugado a 8000xg e o sobrenadante foi separado por filtragdo em membrana 0,22 pm. A
determinacdo da atividade proteolitica foi realizada como citado no item 3.2.2, e o controle
negativo foi realizado com bruto liquido do feijdo ndo fermentado. E o teste da degradacdo in

vitro do coagulo sanguineo foi feito de acordo com o item 3.7 e 3.8.

3.7 Teste de degradacdo in vitro do codgulo sanguineo: Método placa de
fibrina
A atividade da enzima fibrinolitica do extrato purificado de Bacillus

stearothermophilus foi determinada pelo método de placa de fibrina. A placa de Petri (9 cm
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de didmetro contendo 3 mm de espessura de gel de fibrina) foi preparada vertendo-se a
mistura de 10 mL de fibrinogénio [0,5% (p/v)] e gel de agarose [1% (p/v)] com 0,1 mL de
uma suspencao de trombina (100 unidades NIH/ml), ap6s a solidificacdo a mesma foi mantida
em repouso durante 30 minutos a temperatura ambiente. Foram confeccionados no gel furos
de 3 mm de diametro para aplicacdo de 20 pL do extrato enzimatico fibrinolitica bruto, em
seguida as placas foram incubadas a 37 ° C durante 18 horas (SOE; LEE, 2004; WANG et al.,

2011)

3.8 Teste de degradacéo in vitro do coagulo sanguineo: Método degradacéo

do coagulo artificial em tubo

A atividade enzimatica em tubo foi verificada frente a um coagulo sanguineo artificial
in vitro. Um codagulo artificial de sangue foi formado pela coagulacdo espontanea, em um
tubo de ensaio usando sangue de Rattus novergicus Wister (Biotério Central-UFAM,
protocolo CEUA: 111/2012). A acdo fibrinolitica foi verificada pela degradacdo total do
coagulo artificial ap6s 24 h. O coagulo de sangue artificial foi mergulhada em 2 ml de do
extrato enzimatico fibrinolitico parcialmente purificado. Para o controle negativo, foi

utilizado solucéo salina (HWANG et al., 2007).

3.9 Determinacdo da composicdo centesimal do feijdo manteiginha [Vigna

unguiculata (L.) Walp]

A umidade foi determinada em estufa a 105 °C, conforme o procedimento descrito nas
Normas Analiticas do IAL (2008). As cinzas foram determinadas por meio da calcinagéo das
amostras em mufla a 550 °C. A determinacdo de proteinas foi realizada segundo o método de
Kjeldahl, que consiste na quantificacdo do nitrogénio total, e o conteddo de proteico foi

calculado por multiplicacdo pelo fator 6,25. A determinacdo de lipidios foi realizada por
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extracdo em Soxhlet (AOAC, 2001). A determinacdo de carboidratos foi realizada por
diferenca, sendo subtraida de 100 a soma dos teores de lipidios, proteinas, umidade e cinzas

(RAMIREZ-CARDENAS et al., 2008)

3.10 Analise estatistica

Para identificar diferencas significativas entre as varidveis foi realizada analise de
variancia (ANOVA) com teste de Tukey a 5% de significancia utilizando o software

MINITAB 16.2.1 (2010).
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CAPITULO 1

Declaracédo de pedido de patente e Relatdrio descritivo

PROCESSO DE PRODUCAO DE EXTRATO FIBRINOLITICO, FERMENTAQAO
SUBMERSA UTILIZANDQ TAPIOCA E ARARUTA, FERMENTACAO SEMI-SOLIDA
USANDO FEIJAO MANTIGUINHA Vigna unguiculata (L.) Walp.
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RELATORIO DESCRITIVO

EXTRATO BRUTO COM PROTEASE FIBRINOLITICA PRODUZIDO POR
FERMENTACAO SUBMERSA DA TAPIOCA E ARARUTA. FERMENTACAO
SEMI-SOLIDA DO FEIJAO MANTEIGUINHA ASSOCIADA A PRODUCAO DE
PROTEASE FIBRINILITICA
Campo da Invencgéo

Esta invencao relata a producdo de uma protease fibrinolitica de origem bacteriana
com acdo medicinal que apresenta atividade fibrinolitica. O extrato fibrinolitico foi produzido
por fermentacdo semi-solida utilizado como substrato grdo de feijdo manteiguinha [Vigna
unguiculata (L.) Walp], desidratado e triturado para a sintese de enzima fibrinolitica por
Bacillus stearothermophilus A enzima fibrinolitica também foi sintetizada em meio liquido
(fermentacdo submersa) utilizando de forma pioneira féculas produzidas na Amazonia
(tapioca, araruta e crueira), como fonte natural de carbono. Esta espécie de bactéria ndo
patogénica estd preservada na Colecdo de Culturas DPUA, da Universidade Federal do

Amazonas-UFAM. A presente invencao se situa no campo da Biotecnologia.

Antecedentes da invencao

A tecnologia da fermentacdo e a producéo de enzimas fibrinoliticas

Fermentacdo semi-sélida (FSS), um processo que ocorre na auséncia ou proximo da
auséncia de agua livre, usando como substrato um suporte inerte. Esta tecnologia envolve um
sistema de matriz sélida, uma fase liquida e uma fase gasosa. O teor de umidade no substrato
pode variar entre 12% a 80%. Quando esse valor encontra-se abaixo do limite minimo a
atividade metabdlica dos micro-organismos é prejudicada. Ja o limite superior da umidade é
fixado em funcdo da capacidade de absorcdo de liquidos pelo substrato (CORREIA, 2004;
SANTOS, 2007).

O crescimento de micro-organismos por FSS ocorre na superficie do substrato ou em
seu interior, no caso de particulas porosas, o conteddo liquido presente em sua matriz
fermentativa deve ser mantido de modo a assegurar a atividade metabolica microbiana, sem
exceder a capacidade da matriz de reter liquido (PALMA, 2003; CORREIA, 2004; SANTOS,
2007).

Os substratos utilizados na fermentacdo semi-solida na sua grande maioria Sao
residuos ou subprodutos da agroindustria (celuloses, hemiceluloses, ligninas, amidos, pectinas

e proteinas), caracterizados como compostos heterogéneos, atuando como fonte de carbono e
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energia e também de suporte para crescimento microbiano (PANDEY, 2003; SOUZA et al.,
2010).

A técnica de FSS esta sendo preferida em relacdo aos outros bioprocessos por permitir
a producdo de enzimas em maior concentracdo e com baixo custo (SILVA et al., 2002;
SOUZA et al.,, 2010). No entanto apresentam certas limitagdes, como a dificuldade de
remocdo do calor produzido pela atividade metabdlica do micro-organismo (PALMA, 2003;
SANTOS, 2007).

O processo fermentativo semi-solido contribui para reducdo de contaminantes
ambientais devido ao uso de substratos lignocelulosicos a exemplo da producdo de acidos
organicos, de fitase, de racdo animal e compostos biativos (PINTO et al., 2005;
ALEXANDRINO et al., 2007; SUHET; FIOREZE, 2011; PEDROSO et al., 2011).

Para a producdo desses compostos entre outros micro-organismos, as bactérias
também sdo utilizadas no processo de fermentagdo semi-solida, como o Bacillus subtilis
empregado na producdo de protease fibrinolitica em residuos derivados de soja ou milho,
além dos tradicionais alimentos fermentados (Natto) consumidos no Japédo, China e Coreia
(SUMI, et al., 1987; FUJITA, et al., 1993; KIM et al., 1996;. CHANG, et al., 2000;. PENG, et
al., 2003; ZU et al.,2010).

Outro processo bastante utilizado na producdo de biocompostos é a fermentagdo
submersa (FSm), que representa mais de 95% dos processos biotecnolégicos. Uma das
maiores vantagens desse processo estd na facilidade de manuseio das vazdes liquidas de
alimentacdo e saida do fermentador, permitindo diferentes manipulacdes dos processos em
batelada, continuo ou retro alimentado, esses dois Ultimos procedimentos permitem aumentar
a produtividade e a eficiéncia de determinados processos com relacdo aos processos em
batelada (FERNANDEZ, 2009).

Esta tecnologia é a mais empregada para a producdo de enzimas devido a facilidade
dos micro-organismos crescerem em condi¢Ges controladas (pH, aeracdo e temperatura)
(ELLAIAH et al., 2004; MAHADIK et al., 2004; FEITOSA, 2009).

Segundo Roveda (2007), os meios gque sao utilizados nesses cultivos em meio liquido
devem conter fontes de carbono (farinhas ricas em amido, licores de milho, soja, melacos e
outros cereais), fontes de nitrogénio (farinha de peixe, gelatinas, licor de milho e licor de
soja), substancias minerais e fatores de crescimento (extrato de levedura, licor de milho e
farinhas de sementes oleaginosas). No caso de producgédo de enzimas indutiveis, € necesséria a

presenca de um indutor correspondente (exemplos: amido para amilase, uréia para uréase,
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xilose para xilose isomerase). A escolha de um meio de cultivo é também, na maioria das
vezes, um processo progressivo de aprimoramento.

Pesquisas atuais revelam que via fermentacdo submersa ha producdo de uma grande
diversidade de compostos bioativos, como antimicrobianas, pigmentos e enzimas entre outros,
visando potenciais aplicagbes na industria alimenticia, farmacéutica e médica
(MALAJOVICH, 2012). Diferentes micro-organismos sdo utilizados nesses bioprocessos para
producdo de proteases fibrinolitica dentre eles os géneros Streptomyces e Lentinus, (KIRSCH
etal., 2012; CLEMENTINO et al., 2012)

Proteases fibrinoliticas

Enzimas fibrinoliticas sdo proteases capazes de degradar diferentes tipos e coagulos
sanguineos, pois apresentam alta especificidade pela plasmina, haja vista, esta desempenhar
importante papel na coagulagdo sanguinea (FRANCO, 2001; LIMA et al., 2006).

O sistema fibrinolitico ou sistema plasminogénio/plasmina estd constituido por
diversas proteinas, que regulam a fisiologia da coagulacdo do sangue. A regulacdo da
coagulacao ocorre por meio de ativacdo proteolitica sequencial de pro-enzimas, proteases do
plasma, denominada "cascata de coagulacdo" que explica a quebra da molécula de
fibrinogénio em mondmeros de fibrina. Esse processo divide a coagulacdo em duas fases, uma
via extrinseca (elementos intravascular associados a elementos extravascular) e uma via
intrinseca (exclusivo de elementos do espaco intravascular), que convergem para uma via
comum, desencadeando a geracdo de trombina e, subsequentemente, formacdo de fibrina
(FRANCO, 2001; CARLOS; FREITAS, 2007; FERREIRA et al., 2010;).

As proteases fibrinoliticas foram descobertas a partir de estudos realizados com
Staphylococcus aureus e Streptococcus hemolyticus, bactérias produtoras de estafiloquinase e
estreptoquinase respectivamente, ambas sdo farmacos utilizados na terapia anti-trombolitica
(COLLEN; LIINEN, 1995; SANTQOS, 2009).

Atualmente estas enzimas fibrinoliticas sdo produzidas por diferentes organismos,
dentre os quais se destacam as bactérias, fungos, algas, minhocas e cobra (LEE et al., 2004;
QINGHUA et al., 2006; SUN et al., 2006; SANTOS, 2009; LU et al., 2010; SIMKHADA et
al., 2010).

Dos organismos fontes de enzimas, as bactérias sdo excelentes fontes desses
biocatalizadores fibrinoliticos (Tabela 1), o tdxa mais estudado, o género Bacillus, esta

representado por Bacillus nattu, Bacillus firmus NA-1, Bacillus sp. KDO 13, Bacillus subtilis
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QKO02, Bacillus subtilis1IMR-NKZ1, todos produtores de enzima nattokinase (KO et al., 2004;
PENG et al., 2004; HAN et al., 2009; WANG et al., 2010).

Tabela 01: Micro-organismos com aplicagdo proteolitica e fibrinoliticos produzidos em diferentes substratos e

micro-organismos.

Micro-organismo Substrato Aplicacdo Referéncia
Bacillus subtilisTP-6 Soja Fibrinolitica  Kim et al., 2006
Fomitella fraxinea Meio complexo Fibrinolitica  Lee et al., 2006
Bacillus sp. 2-5 strain Meio complexo Proteolitica  Falahatpishe et al., 2007
Bacillus licheniforms kj-31 Jeot-gal Fibrinolitica  Hwang et al., 2007
Bacillus sp. termofilico Meio complexo Fibrinolitica  Nascimento et al., 2007
Flammulina velutisp Meio complexo Fibrinolitica  Park et al., 2007
Clostridium perfringens Meio complexo Proteolitica  Porto et al., 2007
Bacillus sp. nov. SK006 Shrimp Paste Fibrinolitica  Hua et al., 2008
Bacillus licheniformis N-2 Soja; Meio complexo Proteolitica ~ Nadeem et al., 2008
Bacillus subtilish s1 Soja Proteolitica  Shaheen et al., 2008
Aspergillus oryzae Girasol Proteolitica  Castro; Pinto 2009
Bacillus sp Residuo de couro Proteolitica  Santos et al., 2009
Pseudomonas sp. TKU015 Katsuobushi; shrimp shell powder  Fibrinolitica  Wang et al., 2009
Aspergillus oryzae IV Canola Proteolitica  Freitas et al., 2010
Bacillus sp Meio complexo Proteolitica  Gupta et al., 2010
Streptomyces violaceoruber; Meio complexo Fibrinolitica  Habib et al., 2010
Streptomyces spiroverticillatus

Leveduras Meio complexo Fibrinolitica  Couto et al., 2011
Aspergillus sp.; Fusarium sp. Meio complexo Fibrinolitica  Fernandes et al., 2011
Penicillium sp.; Trichoderma sp

Bacillus polymaxa NRC-A Meio complexo Fibrinolitica  Mahmoud et al., 2011
Bacillus subtilis Soja Fibrinolitica  Chang et al., 2012
Bacillus subtilisICTF-1 Meio complexo Fibrinolitica  Mahajan et al., 2012
Bacillus subtilis Meio complexo Fibrinolitica  Raafat et al., 2012

As proteases fibrinoliticas sdo de grande importancia na medicina, principalmente, nas
intervencbes em doencas cardiovasculares, na industria de alimentos como complemento
alimentar, cosméticos e nos mais variados processos biotecnoldgicos (PENG et al., 2005;
JUNG et al., 2005; ERIKSSON et al., 2008; LU et al, 2010; KIM et al., 2010;). Somada a
essas agdes, com base nos mecanismos cataliticos das enzimas microbianas, as fibrinoliticas
séo classificadas em trés tipos: serino-protease (Bacillus natto) metaloprotease (Armillaria
mellea), e a mistura de ambas serina e metaloprotease (Streptomyces sp. Y405) (CHANG et
al., 2005; HUA et al., 2008; SIMKHADA et al., 2010).

O uso de enzimas na produgdo de medicamentos e a utilizacdo destas como agentes
terapéuticos possuem uma significativa fatia do mercado farmacéutico a nivel global, com
excelentes probabilidades de expansdo, haja vista, 0 surgimento de novas informacoes
referentes aos caminhos que esses biocatalisadores percorrem para executar seus efeitos
terapéuticos nos processos clinicos aos quais sdo empregados (SEO; LEE, 2004; VLIEGHE et
al., 2010).
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De acordo com um relatério pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 17 milhdes
de pessoas morrem de doengas cardiovasculares a cada ano. Em funcdo desta estatistica da
OMS estima-se que as vendas globais de mercado potencial de tromboliticos possuirdo um
montante de US $ 14 bilhdes até 2010 (WANG et al., 2009).



© 00 N o o b~ wWw N e

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

59

DETALHES DA INVEN(;AO
1 Micro-organismos e manutencao das culturas

Nesta pesquisa foi avaliado Bacillus stearothermophilus como fonte de enzimas
fibrinoliticas, do acervo da Colecdo Bactérias da Universidade Federal do Amazonas-UFAM,
preservado a 4 °C, em tubo de ensaio contendo &gar nutritivo inclinado. Para obtengdo da
cultura estoque os subcultivos foram realizados segundo a metodologia descrita por Santos
(2009).

2 Producdo de Protease fibrinolitica por Bacillus stearothermophilus
2.1. Fermentacdo Submersa (FSm)
2.1.1 Perfil de crescimento Bacillus stearothermophilus

Para a producdo de protease em meio liquido adicionado de substratos naturais
(tapioca, crueira e araruta), o Bacillus stearothermophilus foi cultivado em 100 mL do meio
liquido [(g/L) KH2PO4 2 g; (NH,4),SO4 1 g; MgSO, 7H,0 0,1 g; Na,HPO,4 2H,0 0,9 g; Extrato
de Levedura 1 g; agua destilada 1000 mL] pH 7,2 (SILVA NEVES et al., 2006; MACIEL et
al., 2010). O meio padrdo da fermentagdo foi suplementado com gelatina 0,5%, em frasco de
Erlenmeyer de 500 mL. O crescimento da bactéria foi determinado a 610 nm, de 2 em 2
horas, durante 36 horas (CRUZ FILHO et al., 2007). A recuperacdo do extrato bruto foi feita
por filtracdo em membrana (0,22 um), seguindo-se a determinacdo da atividade proteolitica,

conforme descrito a seguir. Todos 0s experimentos foram realizados em triplicata

2.1.2 Producdo de protease fibrinolitica utilizando tapioca, crueira e araruta como fonte de
carbono e diferentes fontes de nitrogénio

Para determinacdo da atividade de protease fibrinolitica por FSm foram utilizadas
como fonte de carbono os seguintes substratos naturais, tapioca, crueira e araruta 1,0% (p/v).
E as diferentes fontes de nitrogénio utilizadas foram peptona, extrato de levedura e caseina
1,0% (p/v). A fermentagéo foi realizada em 100 mL de meio, em frescos de Erlenmeyer de
250 mL (BOOMINADHAN et al., 2009). Todos os experimentos foram realizados em
triplicata (TEIXEIRA et al., 2000).

2.1.2.1 Determinacdo da influéncia das concentracGes de fonte de carbono e nitrogénio na

producdo da protease
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Para avaliar a influéncia de diferentes concentracfes de fonte de carbono selecionado
no item 2.1.2 para producdo de protease por Bacillus stearothermophilus, no meio de
fermentacao (item 2.1) foi adicionado as seguintes concentragdes 0,25%; 0,50 e 1,0% (p/v). A
suplementacdo do meio de fermentacdo com a fonte de nitrogénio selecionada no item 3.3.4
foi utilizada a 0,05%; 0,1% e 0,15% (p/v). Todos os experimentos foram realizados em
triplicata (PARIS et al., 2010).

Todos os cultivos foram realizados em 100 mL de meio em frescos de Erlenmeyer de
250 mL. Nestes experimentos foi utilizado um planejamento fatorial 22, com 4 repeticdes no
ponto central para avaliar os parametros, concentracdo das fontes de carbono e nitrogénio
(Tabela 2).A recuperacdo do extrato bruto foi feita por filtracio em membrana (0,22 mm),

seguindo-se a determinacdo da atividade proteolitica de acordo com o citado no item 2.2

Tabela 2 — Niveis das varidveis do planejamento fatorial (2%) com quatro (4) repeticBes no ponto central de
diferentes concentra¢des das fontes de carbono e nitrogénio na producéo de protease.

Variaveis Niveis

-1 Zero +1
Fontes C (%) 0,25 0,50 1,0
Fontes N (g) 0,5 1,0 1,5

2.2 Determinacdo da atividade proteolitica

Para determinacdo da atividade proteolitica no extrato bruto foi utilizado 0,25 mL do
substrato [azocaseina 1% (p/v) em tampdo Tris-HCIO,1 M , pH 7,6] e 0,15 mL do extrato
enzimatico. O sistema foi incubado por 1 hora a 25 °C em camara escura. A reacdo foi
interrompida pela adi¢do de 1,2 mL de &cido tricloroacetico 10% (m/v). As amostras foram
centrifugadas a 8000 xg por 10 minutos, a 4 °C. Aliquotas de 0,8 mL foram transferidas para
tubos de ensaios contendo 1,4 mL de hidroxido de sodio 1 M. Os sistema de reagdo incluindo
0 branco foi preparado em triplicata e a leitura feita a 440 nm Leigton et al. (1973). Uma
unidade foi definida como a quantidade da enzima requerida para produzir um aumento na
absorvancia a 440 nm igual a 0,1 em 60 minutos expressa em U.mL*(NASCIMENTO;
MARTINS, 2006).

2.3 Determinacdo da Atividade Fibrinolitica
2.3.1 Teste de degradacgéo in vitro do coagulo em placa de fibrina

A atividade da enzima fibrinolitica de do extrato purificado de Bacillus
stearothermophilus foi determinada pelo método de placa de fibrina. A placa de Petri (9 cm
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de didmetro contendo 3 mm de espessura de gel de fibrina) foi preparada vertendo-se a
mistura de 10 mL de fibrinogénio [0,5% (p/v)] e gel de agarose [1% (p/v)] com 0,1 mL de
uma suspencdo de trombina (100 unidades NIH/mL), apds a solidificacdo da mesma foi
mantida em repouso durante 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida furos de 3 mm
de didmetro foram perfurados no gel para aplicacdo de 20 puL do extrato bruto da enzima
fibrinolitica, em seguida incubadas a 37 °C durante 18 horas (SEO; LEE, 2004; YEO et al.,
2011).

2.3.2 Teste de degradagdo in vitro do codgulo sanguineo em tubo: Método degradacdo do
coagulo artificial

A atividade enzimatica em tubo foi verificada frente a um coagulo sanguineo artificial
in vitro. Um codgulo artificial de sangue foi formado pela coagulacdo espontanea, em um
tubo de ensaio usando sangue de Rattusno vergicus Wister (Biotério Central-UFAM,
protocolo CEUA: 111/2012). A acdo fibrinolitica foi verificada pela degradagdo total do
coagulo artificial ap6s 24 h. O coagulo de sangue artificial foi mergulhada em 2 ml de do
extrato fibrinolitico. Como controle negativo, foi utilizada solucdo salina (HWANG et al.,
2007).

3 Fermentacao Semi-Soélida (FSS)
3.1 Tratamento do substrato feijdo manteiginha [Vigna unguiculata (L.) Walp cv.
manteiguinha]

Neste bioprocesso foi utilizando 10 g de feijdo manteiginha [Vigna unguiculata (L.)
Walp] como substrato. Os grdos de Vigna unguiculata (L.) Walp. foram triturados em
triturador Walita HR 2943/00. Para esterilizacdo do substrato a 120 °C por 30 min, as

amostras foram acondicionados em Erlenmeyers de 250 mL.

3.2 Inoculagdo de Bacillus stearothermophilus no substrato

Apbs resfriamento do substrato triturado e esterilizado, a umidade foi corrigida para
60%, adicionando-se solucdo tampéo (pH 5,0). Em seguida foi inoculado 1000 pL de
suspensdo celular de Bacillus stearothermophilus com turbidez semelhante a escala um de

McFarland 1. A fermentagdo foi conduzida a 25 °C por 24 h.

3.3 Extragdo das enzimas proteoliticas fibrinoliticas
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Ao término da fermentagdo, o substrato foi hidratado na propor¢do 1/10 (p/v), logo
apos centrifugado, e em seguida o sobrenadante foi filtrado em membrana 0,22 um. A

determinacéo da atividade proteolitica foi realizada como citado no item 2.2.

3.4. Determinacéo da atividade proteolitica e fibrinolitica
A atividade das enzimas no extrato aquoso recuperado foi determinada como
descrito nos itens 2.2. E o teste da degradacdo in vitro do coagulo sanguineo foi feito de

acordo com o item 2.3.

4 Bioensaio de toxicidade em Artemia salina
4.1 Ecloséo dos cistos

Para eclosdo dos cistos de A. salina utilizou-se solucdo de sal marinho 3% (p/v), pH
6,5 esterilizada a 121 °C por 15 minutos. O quantitativo de 0,1 g de cistos do microcrustaceo
foi adicionado nessa solucdo e incubado durante 30 horas, a 30 °C, sob luminosidade
(40watts), agitacdo constante (140 rpm), conforme o método de Harwig e Scott (1971)
modificado por Atayde et al. (2011).

4.2 Teste de toxicidade

Apobs eclosdo dos cistos, 100 L da solugdo contendo nauplios foi transferido para
pocos individuais de placas multipocos (6x4), seguindo-se a inoculacdo do extrato enzimatico
em diferentes concentragdes (1000mg/mL a 100mg/L) completando-se o volume final de cada
poco para 1 mL com solucdo salina sem larvas. Apés 16 horas de contato com o extrato
enzimético e com o branco foi determinada a taxa de mortalidade (grau de toxicidade %)
segundo a classificacdo de Harwig e Scott (1971): 0-9 %= ndo téxico (NT); 10 — 49% =
ligeiramente téxico (LT); 50-89% = toxico (T); 90-100% = altamente toxico (AT).

5 Determinacéo da composicdo centesimal do feijdo manteiginha [Vigna unguiculata (L.)
Walp]

A umidade foi determinada em estufa a 105 °C, conforme o procedimento descrito nas
Normas Analiticas do IAL (2008). As cinzas foram determinadas por meio da calcinacdo das
amostras em mufla a 550 °C. A determinacdo de proteinas foi realizada segundo o método de
Kjeldahl, que consiste na quantificacdo do nitrogénio total, e o conteudo proteico foi

calculado por multiplicacdo pelo fator 6,25. A determinagdo de lipidios foi realizada por
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extracdo em Soxhlet. Ja a determinacdo de carboidratos foi realizada por diferenca, sendo
subtraida de 100 a soma dos teores de lipidios, proteinas, umidade e cinzas (AOAC, 2001,
RAMIREZ-CARDENAS et al., 2008).

6 Analise estatistica

Para identificar diferengas significativas entre as varidveis foi realizada analise de
variancia (ANOVA) com teste de Tukey a 5% de significancia utilizando o software
MINITAB 16.

Resultados de Discussao
1 Perfil de crescimento Bacillus stearothermophilus

A figura 1 mostra o perfil de crescimento do tipo diauxico de Bacillus
stearothermophilus, com a primeira fase exponencial até as 14 horas, um declinio, outra
fase exponencial, uma fase estacionaria curta seguida de outra fase exponencial até as 24h.
Segundo Narang (2006) e Gomez-Marin et al. (2009) diauxia é quando o micro-organismo
cresce na presenca de duas fontes de carbono distintas. Para Pungartnik et al. (2002) o
crescimento do tipo diduxico € benéfico a célula microbiana, pois confere a mesma
resisténcia aos compostos gerados pelo “stress” oxidativo da fermentagao.

No que se refere a producgdo de protease versus o crescimento bacteriano verificou-
se que a maxima atividade proteolitica (9,43 U/mL) foi determinada no final da primeira
fase exponencial, ou seja, quando pode ter exaurido a principal fonte de carbono. Estes
dados corroboram com os estudos realizados por Nascimento e Martins (2006) e
Nascimento et al. (2007) que constataram a maxima producdo de protease de Bacillus sp.
SMIA-2 termofilico que ocorreu no final da fase exponencial utilizando soro de leite em pé
e dgua de maceracao de milho como fonte de carbono. Resultados similares também foram
obtidos por Ladeira et al. (2010) quando utilizou pectina de macd, proteinas de soro de
queijo e agua de maceragdo de milho na producéao de protease de Bacillus sp. AK1.
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Figura 1: Perfil de crescimento de Bacillus stearothermophilus em relagéo a producédo de protease.

2 Producéo de protease fibrinolitica utilizando tapioca, crueira e araruta como fonte
de carbono e extrato de levedura, caseina e peptona como fontes de nitrogénio por
FSm

Nos experimentos realizados para selecionar uma fonte de carbono e de nitrogénio
ha diferenca significativa entre os valores de atividade proteolitica obtida no extrato bruto
recuperado da fermentacdo realizada com tapioca e araruta (fonte de carbono) e extrato de
levedura e peptona (fonte de levedura) em comparacédo a crueira e peptona (Tabela 3). Estes
resultados corroboram com os obtidos por Bhunia et al. (2010) nos estudos realizados com
Bacillus licheniformis NCIM-2042, ao utilizarem diferentes fontes de carbono (amido,
manitol, glicerina, maltose, lactose, sacarose, glicose, manose e frutose) e nitrogénio (farelo
de soja, acido casaminico, peptona, gelatina, triptona, uréia, extracto de levedura, nitrato de
sodio, nitrato de aménio, cloreto de aménio, sulfato de aménio e nitrato de potassio).

Patel et al. (2005) e Chaud et al. (2007) afirmam que a producgdo de protease por
Bacillus sp. depende da disponibilidade de carbono e nitrogénio no meio de cultura.
Todavia, o crescimento e a producéo de protease foram inibidos por altas concentragdes de

fonte de carbono.

64
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Tabela 3: Influéncia das fontes de carbono e fonte de nitrogénio na producéo da protease.

Fonte (C)* N Média(U/mL)  Fonte (N)** Média (U/mL)

Tapioca 3 42,489 Caseina 37,222a
Araruta 3 40,311a Ex. Levedura 36,489a
Cruera 3 3,133b Peptona 29,400b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (teste de Tukey, 5%).
(C)* Fonte de carbono; (N)** Fonte de nitrogénio

Na figura 2 os resultados do desenho experimental 2° mostram efeitos da
concentracdo de tapioca e extrato de levedura na atividade proteolitica. A interacdo desses
fatores € significativo, mas, os efeitos foram negativos. Este resultado comprovou que para
a obtencdo de altas atividades de protease o quantitativo desses substratos deve ser

adicionado em menores concentracoes.

p= 0,05
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Figura 2: Efeito das variaveis independentes estudadas e de suas interacdes: Fonte de Carbono (FC*); Fonte de
Nitrogénio (FN**) na produgéo de protease por do Bacillus stearothermophilus, para um nivel de confianca de
95% (p<0,05).

3 Degradacdo in vitro do coagulo em placa de fibrina

No teste pelo método da placa de fibrina que foi utilizado para verificar a atividade
fibrinolitica, no extrato bruto obtido por fermentacdo submersa contendo tapioca foi
observado halo translicido medindo 34 mm (figura 3). Resultados semelhantes foi
verificado por Mahajan et al. (2012), Agrebi et al. (2009) e Han et al. (2009), por FSm sem

no entanto especificarem as dimensdes dos valores dos halos.
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Figura 3: Resultado referente a placa de fibrina demostrando atividade enziméatica em 24h. (A) fermentacao
submersa utilizando tapioca como fonte de carbono.

4 Teste de degradacédo do coagulo sanguineo em tubo

No teste de degradacdo do coagulo artificial utilizando sangue de rato Wister
(Rattusno vergicus Wister) (Figura 4) foi constatado a acéo fibrinolitica do extrato bruto
enzimético da FSm na degradacdo de um coagulo sanguineo. Nesse teste, a degradacdo do
coagulo ocorreu de forma parcial, ou seja, apos 24 horas ndo foi detectada a desintegracao
do coagulo, apenas a diferenca na coloracdo do controle negativo [solucéo salina (9% p/v)]
ao longo do tempo. Provavelmente este resultado pode estd associado a reducdo do
quantitativo de protease fibrinolitica excretada pela bactéria ou por repressdo cartabolica
devido a acdo do produto final. No trabalho realizado por Hwang et al. (2007) foi verificado
a degradacdo de codgulo em tubo em 60 minutos nos teste utilizando protease fibrinolitica

de Bacillus licheniformis KJ-31 produzido por FSm.

Figura 4: Resultado referente a atividade enzimatica in vitro do coagulo sanguineo em tubo em 24h. (1) Tubo
controle contendo salina (0.9% p/v) (2) fermentacdo submersa utilizando tapioca como fonte de carbono, (a)
antes, (d) depois.
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5 Atividade proteolitica e fibrinolitica do extrato bruto por FSS

A atividade proteolitica do extrato bruto produzida por fermentacdo semi-solida foi
em média de 8,87+0,2 U/mL. Na placa de fibrina a atividade deste extrato correspondeu a
um halo translucido de 23 mm (Figura 5).

Chang et al. (2012) analisando o fermentado de Bacillus subtilis utilizando como
substrato soja vermelha [Phaseolus radiatus L. var. Aurea] verificou halo de 16,5 mm e 20

mm em placas de fibrina.

Figura 5: Resultado referente a placa de fibrina demostrando atividade enzimatica em 24h. (A) fermentagdo
semi-sélida com feijdo manteiguinha e (B) fermentacéo submersa utilizando tapioca como fonte de carbono

Figura 6: Resultado referente a atividade enzimatica in vitro do coagulo sanguineo em tubo em 24h. (1) Tubo
controle contendo salina (0.9% p/v) (2) fermentacdo semi-sélida com feijdo manteiguinha. (a) antes, (d)
depois.

Quando examinado a atividade fibrinolitica no coagulo artificial usando sangue de
rato Wister (Rattusno vergicus Wister), apds 24 horas foi visualizada a dissolucdo total do
coagulo teste.

6 Bioensaio de toxicidade em Artemia salina

Quando analisados os extratos brutos produzidos por Bacillus stearothermophilus os
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resultados revelaram a inexisténcia de toxicidade frente a Artemias salina.

7 Determinacdo da composicdo centesimal do feijdo manteiguinha [Vigna unguiculata
(L.) Walp cv. manteiguinha]

O teor de proteinas do feijdo Manteiguinha (15,85%) apresentados nesta pesquisa €
inferior aos resultados citados por Maia et al. (2000) 19,5 a 25% e Salgado et al. (2005)
25,71%, de diversos cultivares de feijdo caupi. As diferencas quantitativas do contetdo
proteico das sementes segundo Castellén et al. (2003), estd relacionado ao melhoramento
genético realizado nesses cultivares. O quantitativo de lipidico obtido neste trabalho (4,79%)
foi superior aos encontrado por Salgado et al. (2005) e Frota et al. (2008) que verificaram
2,2% e 0,8 a 2,23% respectivamente, dados que estdo dentro da faixa de leguminosas
(COSTA et al. 2006; IQBAL et al., 2006).

As fibras do feijdo Manteiguinha (1,83%) s@o equivalentes as outras variedades
estudada por Salgado et al. (2005) e Costa et al. (2006), 1,61 a 2,42%, ou seja dentro da faixa
de leguminosas. Tratando-se de cinzas os valores foram 2,94% dentro da faixa descrita por
Castellon et al. (2003), Salgado et al. (2005) e Frota et al. (2008), 2,30 a 3,56%. Sendo que
Frota et al. (2008) cita que estas variacdes sdo decorrentes das diferencas das condicdes de
cultivo de cada plantagéo.

Quanto ao perfil dos carboidratos do feijao manteiguinha (65,80%) o valor estd em
concordancia com os resultados da literatura (51,4 a 74,5%) (CASTLLON et al., 2003;
SALGADO et al., 2005; FROTA et al., 2008).

Tabela 4: Composigdo centesimal de gréos de feijdo manteiguinha [Vigna unguiculata (L.) Walp]

Componentes Feijao Manteiguinha
Umidade 8,81+0,01
Cinzas 2,94+0,04
Lipidios 4,79+0,32
Proteina 15,83+0,06
Fibra 1,83+0,32
Carboidrato 65,80+0,01

Valores expressos em média + desvio padrao.

Em concluséo, nas condic¢des de fermentacdo Bacillus stearothermophilus sintetiza e excreta
proteases fibrinoliticas que eficientemente degrada codgulo sanguineo, condigdo que

proporciona sua utilizacdo na bioindustria, seja esta um farmacos ou complemento alimentar.



1
2
3

O bioprocessos mais eficientes foi a fermentacao semi-sélida quando se utilizou o feijdo
manteiguinha [Vigna unguiculata (L.) Walp cv. manteiguinha].
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Fluxograma do processo de producéo, caracterizacao e fermentacao

Manutencéo da cultura de
Bacillusstaerothermophilus
(Agar nutritivo/4°C)

Fermentagcdo Submersa (FSm)
Meio Complexo (pH 7,0 + Gelatina 1%, p/v)

v v

Perfil do Crescimento Recuperagdo do

—

(Bacillus Extrato Bruto
stearothermophilus)
v
Determinacéo da Atividade
Proteolitica
[Azocaseina 1%(p/v)]
v v

FSm em Diferentes Fontes
de Nitrogénio
[Tapioca, Araruta e Crueira

FSm em Diferentes
Fontes de Carbono
[Tapioca, Araruta e

FSS Utilizando Graos Triturados de Feijao
Manteiguinha (Vigna unguiculata variedade
manteiguinha) Como Fonte de Carbono e
Nitroénio na Producao de Protease Fibrinolitica

'

Recuperagdo do Extrato Bruto

4—

. - F Composi¢do Centesimal
Bioensaio de toxicidade dos Gro de Feijio (Vigna

(Artemia salina) unguiculata L. Walpcv.
manteiguinha)]

Determinacéo da Atividade Proteolitica
[Azocaseina 1%(p/v)]

Crueira 1%(p/v)]

v

Recuperagdo do
Extrato Bruto

v

Determinacéo da
Atividade Proteolitica
[Azocaseina 1%(p/v)]

v

Determinacéo da
melhor Fontes de
Carbono (Tukey 5%)
[Tapioca, Araruta e

1%(p/v)]
v

Recuperagdo do
Extrato Bruto

v

Determinacéo da
Atividade Proteolitica
[Azocaseina 1%(p/v)]

v

Determinacéo da

melhor Fontes de

Nitrogénio (Tukey
5%) [Tapioca, Araruta

Determinacéo da
atividade fibrinolitica
[Degradagéo do
coagulo de sangue de
rato (Wister)]

Determinacéo da
atividade fibrinolitica
(Degradagéo do
coagulo em placa de
fibrina)

Crueira 19%(p/v)] e Crueira 1%(p/v)]

v

Planejamento Experimental Completo 2 para
determinar a influéncia das fontes de
Carbono (Tapioca) e Nitrogénio (Ex. Levedura)
em diferentes concentracdes.

v

Recuperagdo do Extrato Bruto

Determinacéo da
atividade fibrinolitica

Determinacéo da
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coa[gjelgrggas%anogﬁg de T (Degradacéo do coagulo
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v

Bioensaio de toxicidade
(Artemia salina)
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Fermentacédo extrativa utilizando sistema de duas fases aquosas-SDFA para producéo
de protease fibrinolitica de Bacillus stearothermophilus
Raimundo Felipe da Cruz Filho; Januario Gama dos Santos; Rosana Antunes Palheta;
Maria Francisca Simas Teixeira*
Departamento de Parasitologia — Instituto de Ciéncias Bioldgicas - UFAM

[*mteixeira@ufam.edu.br

INTRODUCAO

Fermentacdo extrativa usando sistema de duas fases aquosas (SDFA) é uma alternativa
promissora para producdo de compostos com atividade bioldgica, uma vez que proporciona
condicdes estaveis para células e biomoléculas. Esse processo de recuperacdo do produto in
situ envolve a integracdo da extracdo para remocdo do produto simultdnea a sua sintese
(BANIK et al., 2003; PANDEY; BANIK, 2011).

O SDFA fornece ambientes com diferentes caracteristicas fisico-quimicas que permite
a separacdo de biomoléculas, como exemplo as proteinas. Comumente este sistema é
biocompativel devido o elevado teor de agua, em ambas as fases, caracteristica que
proporciona a purificacdo por particdo de biomoléculas entre as duas fases liquidas. Todavia o
particionamento € influenciado por diversas variaveis: o tipo e a concentracdo do sal, 0 peso
molecular e concentracao do polimero, pH, temperatura e as propriedades dos bioativos (LI1U
etal., 2011).

Estudos estdo demonstrando que a fermentacdo integrada ao SDFA proporciona uma
melhor producdo de enzima quando comparada com a fermentacdo simples ou homogenia.
Além disso, esta se tornando atraente por ser um processo simples, que envolve técnica de
purificacdo ideal para separacdo, extracdo e concentracdo de biomoléculas devido a alta
produtividade do sistema, curto tempo de processamento, custo e versatilidade, e além de ser

realizavel em grande escala (ANTOV; PERICIN, 2001; SHOW et al., 2012).
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As proteases fibrinoliticas degradam coagulos de fibrina, por isso ttm um importante
papel na industria farmacéutica como agentes quimioterapéuticos no tratamento de doencas
cardiovasculares (CHO et al., 2004; DAS; PRASAD, 2010; FEIJOO-SIOTA; VILLA, 2011).
Estes biocatalisadores foram descobertos gradualmente a partir de plantas, insetos, anelideos,
serpentes e micro-organismos (bactérias e fungos) (WANG et al., 2006; PATEL et al., 2012).

Bacillus produzem uma variedade de biocatalisadores fibrinoliticos, especialmente em
condicdes de fermentacdo submersa (CHANG et al., 2012; RAAFAT et al., 2012). Entretanto,
estudos tem demonstrado que fatores nutricionais, incluindo fontes de carbono, nitrogénio,
fatores fisico-quimicos, tal como temperatura, pH, além da concentracdo do indculo e o taxa
de crescimento influenciam de forma significativa na producédo desses biocompostos (SINGH
et al., 2004; BOOMINADHAN et al., 2009; SUNDARARAJAN et al., 2011).

Tendo em vista o grande potencial da biodiversidade microbiana regional Amazénica
e a crescente aplicabilidade de enzimas na producdo de alimentos e medicamentos, esta
pesquisa foi realizada com o objetivo de avaliar o processo de fermentacgdo extrativa usando o
SDFA no particionamento de protease fibrinolitica produzida por Bacillus
stearothermophilus.

METERIAIS E METODOS

Reagentes

Os polietilenoglicois (PEG 1000; 4000 e 6000. g/mol™) e os outros produtos quimicos
de grau analitico usado para preparar os meios de fermentacao, como fosfato de sddio, fosfato
de potassio, sulfato de magnésio, sulfato de amonio, extracto de levedura e gelatina foram
adquiridos da Merck (Darmstadt, Germany), Micromed e Sigma (St. Louis, MO).

Producao de protease fibrinoliticas

Micro-organismo
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Bacillus stearothermophilus (DPUA-1729) foi cedido pela colecdo de cultura DPUA
da Universidade Federal do Amazonas-UFAM, Manaus-Amazonas-Brasil. O micro-
organismo foi cultivado 37 °C em Agar Nutritivo inclinado. A cultura estoque perservada 4 °C
foi subcultivada em intervalo regular de 7 dias.

Meio e condicbes de fermentacao extrativa

Para producéo de protease fibrinolitica 0 meio para fermentacao extrativa utilizando o
SDFA, foi preparado em frasco de Erlenmeyers de 125 mL com massa final corresponde a 49
g: solucéo de sais de fosfatos monobasico (NaH,PO,) e dibasico (Na,HPO,); PEG 1000; 4000
e 6000 g/mol™. O pH do meio foi ajustado para 5,0 (HCL 1M). Apés homogeneizacdo, o
sistema foi esterilizado a 121 °C por 15 minutos. O indculo foi preparado em 50 mL de meio
liquido [(g/L) KH2PO4 2 g; (NH4)2SO,4 1 g; MgSO,4 7H,0 0,1 g; Na,HPO, 2H,0 0,9 g; Extrato
de Levedura 1 g; agua destilada 1000 mL, Gelatina 0,5% (p/v) e tapioca 0,25 (p/v) (MACIEL
et al., 2010; SILVA NEVES et al., 2006)] em frasco de Erlenmeyer 125 mL, a 25 °C, a 180
rpm por 14 horas.

Procedimento Experimental

A fermentacdo extrativa foi realizada utilizando-se um planejamento fatorial 2° com 4
repeticdes no ponto central (Tabela 1). O delineamento experimental foi composto por 12
ensaios experimentais. As variaveis utilizadas foram concentra¢cdo do PEG, massa molar do

PEG e concentracao de sais.

Tabela 1 — Niveis das variaveis do planejamento fatorial (2°) com quatro (4) repeticBes no ponto central de
diferentes concentra¢Bes e massa molar do PEG e sais de fosfato.

L Niveis
Variaveis R] Zero )
Con. PEG 10% 15% 20%
MM PEG 1000 4000 6000

Con Sais 15% 20% 25%
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Producao de protease fibrinolitica

A fermentacéo foi realizada no SDFA pela adicdo de 1 g de suspensdo celular em 50 g
de meio em cada frasco de Erlenmeyer e conduzida a 25 °C, 180 rpm . Apos 14 h os volumes
das fases foram medidos, no topo e na fase inferior e retirados separadamente. Os parametros
avaliados incluiram as seguintes variaveis respostas: (1) coeficiente de particdo (K); (2) fator
de purificacao (FP); (3) rendimento (Y) (KIRSCH et al., 2012; PANDEY; BANIK, 2011).

O coeficiente de particdo (K) da enzima foi definido como a relacdo entre a atividade

da enzima fase superior (As) e a fase inferior (Ai):

As
K =
Al

O fator de purificacdo (FP) foi calculado pela relacdo entre a atividade especifica na

fase superior e a atividade especifica do extrato bruto (Aeb), “Cs” e Ceb” sdo as

concentracdes totais de proteinas, expressas em pgmL™, na fase superior e no extrato bruto

inicial, respectivamente.

_ As/Cs
~ Aeb/Ceb

A atividade de recuperagéo foi determinada como sendo a razdo entre a atividade total
na fase superior e a do extrato bruto e ¢ expressa em percentagem, “Vs” e “Veb” sdao os

volumes da fase superior e do extrato bruto respectivamente.

[ As x Vs

j x100
Aeb xVeb

Determinacéo da atividade proteolitica

Para determinacdo da atividade proteolitica foi utilizado 250 pL do substrato
(azocaseina em tampéao Tris-HCI 0,1 M, pH 7,6) e 150 pL do extrato enzimatico. O sistema
foi incubado por 1 hora a 25 °C em camara escura. A reagdo foi interrompida pela adi¢do de

1200 pL de &cido tricloroacetico 10% (p/v). As amostras foram centrifugadas a 8000 xg por
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10 minutos, a 4 °C. Aliquotas de 0,8mL foram transferidas para tubos de ensaios contendo
1400 pL de hidroxido de sédio 1 M. Os sistema de reacdo incluindo o branco foi preparado
em triplicata e a leitura feita a 440 nm (LEIGTON et al., 1973). Uma unidade foi definida
como a quantidade da enzima requerida para produzir um aumento na absorvancia a 440 nm
igual a 0,1 em 60 minutos expressa em U.mL™ (NASCIMENTO; MARTINS, 2006).

Determinacéo das proteinas totais

A quantificacdo das proteinas totais presente no extrato enzimatico bruto foi realizada
através do método de Bradford (1976), utilizando como corante o “"Coomassie Brilhant Blue".
A relacédo entre a concentracdo de proteina e a absorbancia produzida a 595 nm, foi realizada
em solucdes de soro albumina bovina em concentracdes de 0-100 pg/mL.

Teste de degradacéo do coagulo in vitro

A atividade da enzima fibrinolitica do extrato purificado de Bacillus
stearothermophilus foi determinada pelo método de placa de fibrina. A placa de Petri (6 cm
de didmetro contendo 3 mm de espessura de gel de fibrina) foi preparada vertendo-se a
mistura de 10 mL de fibrinogénio [0,5% (p/v)] e gel de agarose [1% (p/v)] com 0,1 mL de
uma suspencao de trombina (100 unidades NIH/ml), apés solidificada a mesma foi mantida
em repouso por 30 minutos a temperatura ambiente, em seguida furos de 3 mm de diametro
foram perfurados no gel para aplicacdo de enzima fibrinolitica (20 pL da amostra), e
incubadas a 37 °C durante 18 horas(SEO; LEE, 2004; WANG et al., 2011).

Analise estatistica

Para identificar diferengas significativas entre as variaveis foi realizada analise de
variancia (ANOVA) com teste de Tukey a 5% de significAncia utilizando o software
MINITAB 16.2.1 (2010).

Resultados e Discusséo

Fermentacéao extrativa e purificacdo de protease em SDFA



Na fermentacdo extrativa em SDFA foi observada a formacdo das duas fases
aquosas em 11 ensaios experimentais e uma interfase rica em biomassa. O primeiro ensaio
formado pelos menores valores do desenho fatorial [PEG (1000 g.mol™/ 10% (p/p) e 15%
(p/p) concentracao de fosfato] ndo apresentou fase, Kirsch et al. (2012) também observaram
resultados semelhantes quando estudaram o particionamento das proteases de Lentinus
citrinus DPUA 1535 em PEG (550; 4000 e 6000) e sais de fosfato, e segundo esses autores
a ndo formacdo das fases nos niveis mais baixos de massa molar do PEG e as concentracdes
de PEG/sais esta relacionado as condicdes de interacdo estarem abaixo da curva binodal.
Porto et al. (2007) utilizando PEG (400 g.mol™ / em diferentes concentraces e 15% (p/v))
de concentragdo de citrato também ndo visualizaram a formacéo bifasica do sistema.

Os resultados obtidos nos 11 ensaios experimentais que formaram fase, referente ao
planejamento fatorial (Tabela 2), o coeficiente de particdo da protease (K), que quando for
igual ou superior a um (1), confere a particdo da enzima para a fase PEG (fase superior)
apenas 0 ensaio 3 ndo apresentou essa expectativa, porém, 0s demais ensaios 0
particionamento da enzima tendeu para a fase PEG, promovido pelo fendbmeno "salting
out”. Segundo Porto et al. (2007) e Khadpoon et al. (2010) esse fenbmeno pode ser
explicado pela elevada concentracdo de fosfato na fase rica em sal (fase inferior). Além
desse processo, Kirsch et al. (2012) sugerem que os ions de fosfato influenciam a particdo
de proteinas por diferenca de cargas eletrostaticas entre as proteinas particionadas e as dos
componentes do SDFA.

Nos ensaios em que enzima migrou para a fase rica em PEG a particdo foi
significativamente influenciada de forma positiva pela concentracdo do PEG e do sal com
uma interacdo negativa entre essas variaveis (Figura 2). Os resultados aqui apresentados
corroboram com Kirsch et al. (2012) que particionou protease de Lentinus citrinus DPUA

1535 em sistema de PEG/Fosfato e Porto et al. (2007) que semi-purificou protease de
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Clostridium perfringens em SDFA utilizando PEG/Citrato, esses autores demonstram a
influencia da concentracdo dos sais no particionamento de protease.

As variaveis independentes [MMPEG (4,26), concentracdo do PEG (12,74) e
concentracdo do fosfato (21,07)] e a interacdo entre elas (9,43) influenciaram o
particionamento da protease de forma significativa e positiva (Figura 1), ou seja, 0 aumento
no quantitativo dessas variaveis eleva o fator de purificacdo melhorando a recuperacéo da
protease. A condicdo Otima foi obtida no ensaio 2 [(20% (p/p) de concentracdo do PEG;
PEG 1000 g/mol-1; 15% (p/p) de sais fosfato] por apresentar coeficiente de parti¢éo e fator
de purificacdo maior que 1 e um rendimento teoérico superior a 100% (Tabela 2). Segundo
Meyerhoff et al. (2004) o uso de PEG’s com baixo peso e alta concentracdo de sais
promove a exclusdo de inibidores da fase de PEG promovendo um rendimento enzimatico

superior a 100%.

Tabela 2: Planejamento experimental; resultados do particionamento da protease do extrato bruto de Bacillus
stearothermophilus por SDFA.

MM Con Con
Ensaios PEG® PEG"”  Sais K¢ FP®  Y(%)
(@/mol™) (%) (%)

1 1000 10 15 0 0 0
2 1000 20 15 1,05 1,00 152,54
3 6000 10 15 0,89 0,74 74,51
4 6000 20 15 1,11 0,83 118,31
5 1000 10 25 1,45 1,09 77,72
6 1000 20 25 1,40 0,92 130,85
7 6000 10 25 1,13 0,99 58,39
8 6000 20 25 1,19 0,81 106,24
99 4000 15 20 1,35 0,96 116,03
109 4000 15 20 1,36 0,66 118,82
119 4000 15 20 1,28 0,88 117,53
129 4000 15 20 1,32 0,83 118,82

*Massa molar do PEG; ° Concentracio do PEG; ° Concentragéo de Fosfato; © Coeficiente de particdo;® Fator
de Purificacdo; " Rendimento teérico. ¢ Ponto Central. (0) ndo formacéo de fase.
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p=0,05

(3)Con.Sais -

21,07
2%3 4 -14,83 !

(1)Con.PEG - 12,74

1*3 4 -12,49

1%2%3 1 9,43

1*2 -7,18

(2)MMPEG - 4,26

0 5 10 15 20
Padronizacdo dos efeitos

Figura 1: Efeito da (1) Massa molar do PEG; (2) Concentracdo do PEG e Concentragéo do sal, e sua interaces.

Teste de degradacao in vitro do codgulo

No teste de degradacdo do coagulo em placa de fibrina foi utilizados a fase PEG com
maior valor de K (ensaio 5) [PEG (1000 g.mol™ / 10% (p/p) e 15% (p/p) concentragdo de
fosfato] resultando em halo de 7,03+0,94 mm em média (Figura 2). Resultados positivos em
placa de fibrina foram também encontrados por Lu et al. (2010) com protease fibrinolitica (9
mm halo) utilizando Schizophyllum commune produzida em caldo Yeast Mold (YM). Inatsu
et al. (2006) fermentando Bacillus subtilis em “Thua nao” (alimento Tailandés a base de soja),
Lee et al. (2010) analisando protese fibrinolitica de Bacillus amyloliquefaciens CH86-1
isolado de “Cheonggukjang” (alimento Coreana a base de soja) e Tamura et al. (2011) usando
extrato metabolico fibrinolitico de Bacillus subtilis e Lactobacillus sp. em meio complexo,
descreveram a presenca de halo translucido em placas de fibrina como presenca de atividade

fibrinolitica. Todavia, ndo apresentaram valores em milimetro.
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Figura 2: Método da placa de fibrina: halo com 7,03 mm em média (triplicata).

CONCLUSAO

No presente estudo, protease fibrinolitica de Bacillus stearothermophilus produzido
em fermentacdo extrativa, os melhores sistemas foram PEG 1000 (g/mol™) a 20% (p/p) e sais
fosfato a 15% (p/p). Nestas condicdes, o fator de purificacdo 1 foi obtido com o coeficiente
de particdo 1,13 e rendimento teorico de 1152,54 %, e o halo em placa de fibrina foi em

média de 7,07 mm.
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INTRODUCAO

Proteases constituem um dos grupos de enzimas de maior importancia industrial,
principalmente as de origem microbiana que predominam no mercado mundial, na fabricacéo
de alimentos, hidrolisados de proteinas, produtos farmacéuticos, com participacdo de dois
tercos da industria de detergentes (AL-SHEHRI; MOSTAFA, 2004; NASCIMENTO et al.,
2007).

Para bioindustria 0s micro-organismos sdo as fontes mais comuns de enzimas,
considerando as suas propriedades fisioldgicas, a facilidade de cultivo e da manipulacdo de
suas células em condi¢es in vitro (RODARTE et al. 2011). No entanto, certas espécies de
bactérias ndo sintetizam proteases em quantidades suficientes, propriedade que desfavorece a
aplicacdo industrial por ndo atender demanda para comercializacdo (PUNITHA et al., 2009;
SUNDARARAUJAN et al., 2011). Diversas pesquisas estdo sendo realizadas com a finalidade
de encontrar espécies de micro-organismos como fonte de proteases com caracteristicas
fisiologicas viaveis a otimizacdo de bioprocessos. A producdo de enzimas esta agregada ao
custo do processo e, comumente, entre outros fatores, o valor do substrato para crescimento
do micro-organismo influencia de forma significativa, considerando que 30-40% do valor
investido corresponde ao valor do meio de cultivo (NASCIMENTO et al., 2007).

Para aumentar o rendimento das enzimas, a avaliagdo das variaveis que influenciam na

producéo e na reducdo do custo do processo tem grande importancia para o sucesso produtivo
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(NASCIMENTO; MARTINS, 2006). Além disso, as proteases para fins terapéuticos
apresentam outras desvantagens, o valor do processo de purificacdo e os efeitos colaterais em
pacientes sdo barreiras limitantes para investimento pela bioindustria (PENG et al., 2005;
SILVA et al., 2013)

Neste contesto, 0 SDFA pode ser uma alternativa potencial devido o baixo custo dos
compostos e 0s rendimentos que promove na fermentacdo, inclusive em alguns casos
substituindo os tradicionais sistemas cromatograficos (SILVA; LOH, 2006; MEHRNOUSH et
al., 2012; SILVA et al., 2013).

SDFA ¢ frequentemente formado por dois polimeros hidrossolUveis ou um polimero e,
uma substancia de baixo peso molecular (sal inorgéanico). Em solucdo aquosa, as fases
formadas apresentam elevado teor de agua, 80 a 90% (p/p) favorecendo a ndo desnaturacédo
das moléculas de interesse (SILVA; LOH, 2006; OLIVEIRA et al. 2009; LI1U et al. 2011).

Este estudo foi realizado com o objetivo de verificar a influéncia de condicGes do
cultivo e proceder a extragdo de protease por Bacillus stearothermophilus em SDFA usando

PEG/fosfato.

MATERIAL E METODOS

Reagentes

Os polietilenoglicois (PEG) e todos os outros produtos quimicos (grau analitico)
usados para preparar os meios de fermentacdo, como fosfato de sédio, fosfato de potéssio,
sulfato de magnésio, sulfato de amonio, extrato de levedura e gelatina foram adquiridos da

Merck® (Darmstadt, Germany), Micromed® e Sigma® (St. Louis, MO).

Micro-organismo
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Bacillus stearothermophilus (DPUA-1729) foi cedido pela colecdo de cultura DPUA
da Universidade Federal do Amazonas-UFAM, Manaus-Amazonas-Brasil. A bactéria foi
cultivada 37 °C em 4&gar nutritivo inclinado, em tubo de ensaio. A cultura estoque foi

perservada a 4 °C e subcultivada em intervalo regular de 7 dias.

Determinacdo das melhores condi¢des de cultivo
Avaliacdo da influéncia do pH; da agitacdo e da temperatura na producdo de protease
Para determinar o efeito do pH, da agitacdo e da temperatura na producédo de protease
por Bacillus stearothermophilus foram realizados cultivos em meio liquido [(g/L) KH,PO,4 2
0; (NH4)2S04 1 g; MgSO,4 7H,0 0,1 g; Na;HPO, 2H,0 0,9 g; Extrato de Levedura 1 g; agua
destilada 1000 mL (SILVA NEVES et al., 2006; MACIEL et al., 2010)], pH 5,0; 7,2 e 9,0.
Os cultivos foram submetidos a 120, 150 e 180 rpm nas seguintes temperaturas: 25 °C, 35 °C;
45°C (Tabela 1) (RODARTE, 2005; CUCOLO et al., 2006). A recuperacdo do extrato bruto
foi feita por filtracio em membrana (0,22 um), seguindo-se a determinacdo da atividade

proteolitica.

Tabela 1: Niveis das variaveis do planejamento fatorial (2°) com quatro repeticdes no ponto central para se
determinar o efeito do pH, agitacdo e temperatura na producdo da protease.

Variaveis Niveis

-1 0 +1
pH 5,0 72 9,0
Agitacdo (rpm) 120 150 180
Temperatura (°C) 25 35 45

Determinacgéo da influéncia da idade do inoculo e da concentragdo do substrato na
producdo de protease

Nas condicbes experimentais, para a producdo de protease por Bacillus
stearothermophilus, os cultivos foram realizados em 100 mL de meio liquido supracitado,

adicionado de gelatina 0,25%; 0,50% e 1,0 % (p/v), como substrato. A fermentacdo nas
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melhores condicdes identificadas no item anterior foi realizada em frescos de Erlenmeyer de
250 mL por 36 horas, com retirada de amostra a cada 12 horas (SILVA NEVES et al., 2006).
Para estes experimentos foi utilizado um planejamento fatorial 2° com 4 repetices no ponto
central para avaliar os parametros, idade do inoculo e da concentracdo do substrato [(gelatina)
p/v] (Tabela 2). Ao término do processo de fermentacdo a biomassa foi separada por filtracéo

em membrana (0,22 um), e no extrato bruto foi determinada da atividade proteolitica.

Tabela 2: Niveis das variaveis do planejamento fatorial (2%) com quatro repeticées no ponto central para
determinar a influéncia da idade do indculo e da concentracdo do substrato.

o Niveis
Variaveis X] 0 )
Idade do in6culo (h) 12 24 36
Concentracéo do substrato [(%) p/v] 0,25 0,50 1,0

Preparacao dos sistemas de duas fases aquosa-SDFA em planejamento fatorial

Apbs escolha das melhores condi¢cbes para producdo de protease por fermentacao
submersa, foi realizado estudo utilizando um planejamento fatorial 2° com 4 repeticées no
ponto central para determinar as influéncias e interacdes das concentracGes e massa molar do

PEG e das concentracdes dos sais de fosfato (tabela 3).

Tabela 3: Niveis das variaveis do planejamento fatorial (2°) com quatro (4) repeticdes no ponto central de
diferentes concentraces e massa molar do PEG e sais de fosfato.

Variaveis Niveis

-1 Zero +1
Con. PEG 10% 15% 20%
MM PEG 1000 4000 6000
Com Sais 15% 20% 25%

Todos os sistemas de PEG/fosfato foram preparados para uma massa final de 6 g,
formulados com mistura de solucBes de PEG [PEG 1000; 4000 e 6000 g/mol™ (50% p/p)] e
solucBes de sais de fosfatos monobésico (NaH,PQO,) e dibasico (Na;HPO,) (40% p/p), pH 5,0
e agua desionizada, em tubos do tipo Falcon de 15 mL. O extrato bruto (0,5 mL) foi

adicionado aos sistemas e homogeneizado em vortex durante um minuto. A mistura foi
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deixada em repouso por 1 hora. As duas fases (superior e inferior) foram separadas com
auxilio de pipeta. Apos esse procedimento foi determinada a atividade de protease e a

concentracdo de proteina em cada uma das fases.

Determinacéo da atividade proteolitica

Para determinacdo da atividade proteolitica no extrato bruto e em cada fase
devidamente separadas, foi utilizado 0,25 mL do substrato (azocaseina em tampao Tris-HCI
0,1 M, pH 7,6) e 150 pL do extrato enzimatico. O sistema foi incubado por 1 hora a 25 °C em
camara escura. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 1200 pL de &cido tricloroacetico 10
% (p/v). As amostras foram centrifugadas a 8000 xg por 10 minutos, a 4 °C. Aliquotas de 800
pL foram transferidas para tubos de ensaios contendo 1400 pL de hidréxido de sédio 1 M. Os
sistema de reac¢do incluindo o branco foi preparado em triplicata e a leitura feita a 440 nm
(LEIGTON et al., 1973). Uma unidade foi definida como a quantidade da enzima requerida
para produzir um aumento na absorvancia a 440 nm igual a 0,1 em 60 minutos expressa em

U.mL* (NASCIMENTO; MARTINS, 2006)

Determinacdo das proteinas totais

A quantificacdo das proteinas totais no extrato enzimatico bruto e semi-purificado foi
realizada pelo método de Bradford (1976), utilizando como corante o "Coomassie Brilhant
Blue". A relacdo entre a concentracdo de proteina e a absorbancia a 595 nm foi realizada em

solugdes de soro albumina bovina em concentragdes de 0-100 pg/mL.

Determinacéao do coeficiente de particédo, recuperacao e fator de purificagdo
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Para avaliar a purificacdo parcial pelo SDFA foram analisadas as respostas do
coeficiente de particdo (K) da enzima, definido como a relacdo entre a atividade da enzima
fase superior (As) e a fase inferior (Ai):

k=15
Al
O fator de purificacdo (FP) foi calculado pela relacdo entre a atividade especifica na

fase superior e a atividade especifica do extrato bruto (Aeb):

_ As/Cs
Aeb/Ceb

“Cs” e Ceb” s@o0 as concentragdes totais de proteinas, expressas em pg/mL, na fase
superior e no extrato bruto inicial, respectivamente.
A atividade de recuperacdo foi determinada como sendo a raz&o entre a atividade total

na fase superior e a do extrato bruto e é expressa em percentagem:

B As x Vs
Aeb xVeb

jxlOO

“Vs” e “Veb” sdo os volumes da fase superior € do extrato bruto respectivamente

(PANDEY; BANIK, 2011; KIRSCH et al., 2012).

Andlise estatistica
Para identificar diferencas significativas entre as varidveis foi realizada anélise de
variancia (ANOVA) com teste de Tukey a 5 % de significancia utilizando o software

MINITAB 16.2.1 (2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Tabela 4 apresenta os dados do planejamento experimental 2° utilizado na FSm para

verificar a influencia do pH, agitacdo e temperatura na producdo de protease por B.
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stearothermophilus. Das condicGes experimentais avaliadas, no ensaio 3 foi determinada a
maior atividade proteolitica 40,2 U/mL quando comparado aos demais ensaios. Nos demais
ensaios houve uma reducdo entre 92,54% a 96,34% da atividade proteolitica em relacdo ao

quantitativo maximo.

Os experimentos de 1 a 4 foram 0s que apresentaram 0s maiores quantitativos de
protease quando mantidos nas seguintes condi¢des, 25 °C, pH do meio de cultura alternando
entre 50 e 9,0, a 120 e 180 rpm. Dessa forma, pode-se inferir que nas condicbes de
fermentacdo testadas, todas as varidveis influenciaram no desempenho do micro-organismo
em relacdo a producdo das enzimas. No entanto, a temperatura foi 0 que mais contribui para a
reducdo da atividade proteolitica de B. stearothermophilus em comparacdo com a méaxima
atividade expressada por essa espécie. A resposta a temperatura por B. stearothermophilus
observada neste estudo estd em concordancia aos apresentados por Jaswal et al. (2008) que
verificaram temperatura 6tima de 25 °C para producdo de protease de Bacillus circulans

utilizando como substrato residuo agroindustrial 1% (v/v) na fermentacdo submersa.

A figura 1 apresentam dados referentes as influencias das varidveis independentes, e
suas interacbes na producdo de protease por B. stearothermophilus, no planejamento
experimental 2°. A influéncia da temperatura e pH foi significativa e negativa, ou seja, 0s
menores valores deste parametros maximizam a producdo de protease. J& a agitacdo, 0s
valores foram significativos com interacdo positiva, ou seja, 0 aumento da agitagdo €

proporcional ao aumento da atividade proteolitica.

Segundo Moon e Parulekar (1991) e Sandhya et al. (2005) o pH do meio de
fermentacao interfere nos processos enzimaticos além de danificarem o sistema de transporte
da membrana da celular. No que se refere a agitacdo, os resultados estdo semelhantes aos
publicados por Padmapriya e Williams (2012) ao produziram protease neutra com Bacillus

subtilis, 180 rpm em meio complexo. Contudo, outras citagdes verificaram que a variavel
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agitacdo também interfere na producdo das enzimas por ser um fator limitante na transferéncia
de oxigénio para a célula microbiana (AMARAL et al., 2008; ABUSHAM et al., 2009;

CHAWLA et al., 2009).

Tabela 4: Atividade proteolitica (U/mL) de B. stearothermophilus em meio liquido referente ao planejamento
experimental 2° para verificacio das melhores condicdes de pH, agitagdo e temperatura.

Agitacdo  Temperatura AE

Ensaios pH (rpm) (°C) (U/mL)
1 5 120 25 21,00
2 9 120 25 25,13
3 5 180 25 40,20
4 9 180 25 28,93
5 5 120 45 3,00
6 9 120 45 2,87
7 5 180 45 1,87
8 9 180 45 1,47
9 7 150 35 1,73
10 7 150 35 1,87
11 7 150 35 1,93
12 7 150 35 2,53
CH -105,83

BC - -25,48
7
B4 20,42
7
ABA -15,63
7
ABC 15,10
A4 -7,65
V7
AC - 6,59
0 20 40 60 80 100 120

Figura 1: Influéncia do pH (A); agitacdo (B) e temperatura (C) na atividade de protease e suas
interacGes (p=0,5).

Nos dados do design experimental 22 para verificar a influéncia da idade do inéculo e

concentracédo do substrato na atividade de protease (Tabela 5) apenas o tempo de fermentacao
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apresentou dados significativos e influéncia negativa, a concentracdo do substrato nédo foi
relevante para producdo de protease (Figura 2). Os dados apresentados nesta pesquisa Séo
semelhantes aos de Loperena et al. (1994) que obtiveram 2700 U/ml de protease produzida
por Bacillus subtilis em 12 horas de fermentacdo. Contudo, a literatura apresenta valores
bastante variados quanto ao fator tempo de fermentacdo na producdo protease utilizando o
género Bacillus (ADINARAYANA et al., 2003; NADEEM et al., 2006; NADEEM et al.,
2008; ).

Tabela 5: Atividade enzimatica [AE (U/mL)] referente ao planejamento experimental 22 para verificacdo da
influencia e as interagdes da concentracdo do substrato e da idade do indculo para producdo de protease
fibrinolitica.

Ensaios C. S.? % (p/v) I.1°(h)  AE®(U/mL)
1 0,25 12 51,07
2 0,75 12 50,93
3 0,25 36 42,47
4 0,75 36 41,13
5 0,5 24 42,93
6 0,5 24 43,67
7 0,5 24 45,33
8 0,5 24 43,93

“C.S. (concentraco do substrato); °I.I. (idade do inéculo); °AE (atividade enzimatica)

-9,16

AB -0,60

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Figura 2: Influéncia da concentracdo do substrato (A) e idade do in6culo (B) na producdo de protease e suas
interacGes (p=0,05).

Tabela 6 apresenta os resultados do desenho experimental 2° utilizado para verificar o

particinamento de protease em SDFA utilizando PEG/sais de fosfato. Nas condigdes
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experimentais, o ensaio 1 [(10% (p/p) do PEG; MMPEG 1000 g/mol™ e 15% (p/p) de sais
fosfato] ndo apresentou separacdo de fases, isto é, as concentracfes dos sais e do PEG do
sistema ficaram abaixo da curva binodal para formar as fases (PORTO et al., 2007). Nos
demais ensaios, a particdo da protease ocorreu preferencialmente na fase rica em PEG
(superior) com excecdo do ensaio 3 [(10% (p/p) do PEG; PEG 6000 g/mol™; 15% (p/p) de
sais fosfato] que apresentou particdo da enzima para a fase rica em sal (inferior). No que se
refere ao fator de purificacdo (FP) apenas dois ensaios (2 e 5) foram iguais ou superior a 1,0.
O rendimento tedrico (Y%) os ensaios 2, 4 e 6 foram superiores a 100%.

Figura 3 apresenta a influéncia e a interacdo das variaveis independentes em relacédo
ao coeficiente de particdo da enzima (K), que foi significativa e positiva, ou seja, 0 aumento
no quantitativo dessas variaveis eleva o coeficiente de particdo melhorando o fator de
purificacdo e consequentemente a recuperacdo da protease. Neste estudo, nos ensaios em que
houve formacao bifasica, os valores de K foram iguais ou superiores a um (1) indicando da
afinidade da enzima pela fase superior. A condicdo 6tima observada neste experimento foi
apresentada no ensaio 2 [(20% (p/p) do PEG; MMPEG 1000 g/mol™; 15% (p/p) de sais
fosfato].

Porto et al. (2007) utilizando PEG (400 g/mol™) e baixa concentracéo de sal (15% p/p)
ndo obtiveram formacdo bifasica em trés de seus ensaios na purificacdo de protease de
Clostridium perfringens, dados que corroboram aos apresentados neste estudo, no ensaio 1.

O rendimento teérico nos ensaios 2, 4 e 6 ficaram acima de 100% (Tabela 6), de
acordo com Meyerhoff et al. (2004) o uso de PEG’s com baixo peso molar associado a
concentracdo de sais entre 15% a 20% (p/p) permite a remocao de inibidores da fase de PEG
durante a extracédo resultando em recuperacdes e rendimentos da enzima superior a 100%. No

entanto, para Pancera et al (2002) que estudou o efeito do PEG na atividade e na estrutura
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molecular de glucose-6-fosfato desidrogenase, afirma que este polimero altera a estrutura do

sitio ativo da enzima, aumentando sua atividade relativa.

Tabela 6: Particdo de protease do extrato bruto do cultivo de B. stearothermophilus em meio liquido referente ao
planejamento experimental 2° para verificacio do coeficiente de particdo (K), fator de purificacdo (FP) e
rendimento tedrico (Y%).

Con PEG MM PEG Con Sais

Ensale lopmp)]  (@mo)  [e@p] K kP Y™
1 10 1000 15 - - -
2 20 1000 15 1,13 1,00 137,45
3 10 6000 15 0,80 0,74 68,35
4 20 6000 15 1,04 0,83 101,63
5 10 1000 25 1,38 1,09 63,89
6 20 1000 25 1,08 0,92 146,89
7 10 6000 25 1,08 0,99 49,75
8 20 6000 25 1,16 0,81 89,08
9 15 4000 20 1,07 0,96 78,11
10 15 4000 20 1,07 0,67 78,60
11 15 4000 20 1,14 0,88 79,13
12 15 4000 20 1,06 0,83 78,86

C 17,57
7,
AC 4 % -16,38
ABC 4 % 12,99

A+ / 11,67
/
BC // -9,47

AB - 5,24

B - // 5,09

10 15 20

o
Ul 4

Figura 3: Influéncia e interagdo da concentracdo do PEG (A), massa molar do PEG (B) e da concentracdo de sais
de fosfato (C) na producdo de protease (p=0,05).

CONCLUSAO
No presente estudo, protease de Bacillus stearothermophilus produzido em
fermentagdo submersa foi avaliada, demonstrando que as condigdes 6timas de cultivo para

essa producgédo foram a 25 °C, pH5,0 e 180 rpm. O particionamento da enzima utilizando



103

SDFA ocorreu na fase superior (K < 1) rica em PEG. As variaveis que tiveram o efeito de
maior importancia sobre o coeficiente de particdo foram massa molar do PEG e a
concentracdo de sais de fosfato. O sistema que permitiu a maior particionamento foi o ensaio
2 [(20% (p/p) de PEG; PEG 1000 g/mol™; 15% (p/p) de sais fosfato] em pH 5,0. Nestas
condicdes, o fator de purificacdo 1 foi obtido com o coeficiente de parti¢do 1,13 e rendimento

teorico de 137,42 %.
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