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RESUMO

Colagenases sao enzimas especificas capazes de degradar a tripla hélice do
colageno nativo ou desnaturado. A busca por novas colagenases microbianas tém
aumentado bastante ao longo dos anos. Uma nova cepa de Penicilium sp. (UCP
1286) isolada do solo da Caatinga, um bioma exclusivamente brasileiro, foi
selecionada para producao de colagenase. O meio de cultura utilizado foi constituido
apenas de gelatina como fonte de carbono e nitrogénio. A atividade colagenolitica
obtida foi cerca de 2,7 vezes maior que os valores descritos na literatura, tanto para
a atividade volumétrica (379,79 U/mL) quanto especifica (1.460,77 U/mg), no
intervalo de tempo de 126 h de producdo. A partir da aplicacdo de planejamento
fatorial, producdo da enzima aumentou 65% em comparacdo aos resultados
preliminares obtidos, sendo equivalente a 632,70 U/mL de atividade colagenolitica. A
caracterizacdo da enzima mostrou que o pH 6timo foi 9,0 e a temperatura 6tima, 37
°C. Considerando a inibicdo total pelo fenilmetilsulfonil fluoreto, a enzima parece
estar classificada na familia das serinocolagenases. Com relacéo a especificidade, a
colagenase produzida por Penicillium sp. UCP 1286 apresentou maior atividade
quando utilizado o azocoll como substrato, ndo apresentando atividade relevante
quando testada frente a azocaseina. Comparando a capacidade de degradacao da
enzima produzida por Penicilium sp. com a enzima comercial de Clostridium
histolyticum, observou-se que apresentou maior especificidade para o colageno tipo
V e gelatina, e a principal banda observada através de eletroforese correspondeu ao
peso molecular de 37 kDa e o zimograma confirmou atividade colagenolitica. A
purificacdo por Sistema Duas Fases Aquosas (SDFA) foi eficiente para a colagenase
produzida por Penicillium sp. UCP 1286. Sendo os maiores valores de rendimento e
coeficiente de particdo obtidos no planejamento fatorial [PEG 3350 g/mol a 15%
(m/m) de concentracdo, e fosfato com pH 7 e concentracdo 12,5% (m/m)]. Os
resultados sugerem que a enzima produzida apresenta-se como um produto

biotecnoldgico promissor com aplicabilidade na area da saude.

Palavras-chave: Enzima Colagenolitica, Penicillium, Colageno, SDFA



ABSTRACT

Collagen specific enzymes are capable of degrading triple helix of the native or
denatured collagen. The search for new microbial collagenases has greatly
increased over the years. A new strain of Penicillium sp. (UCP 1286) isolated from
soil of Caatinga, an exclusively Brazilian biome, was selected for the production of
collagenase. The culture medium used had only gelatin as a source of carbon and
nitrogen. The collagenolytic activity achieved was about 2.7 times higher than the
values reported in the literature, both for volumetric activity (379.79 U/mL) and
specific activity (1460.77 U/mg) in a time interval of 126 hours of production. With
factorial design application, enzyme production increased 65% compared to the
preliminary results, equivalent to 632.70 U/mL of collagenolytic activity. The
characterization of the enzyme showed that the optimum pH and temperature were,
respectively, 9.0 and 37 °C. Due to the total inhibition by phenylmethylsulfonyl
fluoride, the enzyme seems to be classified in the family of serinocollagenases. With
regard to specificity, collagenase produced by Penicillium sp. UCP 1286 showed
higher activity when used as a substrate azocoll, showing no activity when tested
against the azocasein. Comparing the enzyme degradation capacity produced by
Penicillium SP. With commercial enzyme produced by Clostridium histolyticum, the
first presented more specific to type V collagen and gelatin. The major band
observed in electrophoresis corresponded to the molecular weight of 37 kDa, and
zimogram confirmed collagenolytic activity. The purification technique via aqueous
two-phase system (ATPS) was effective for collagenase produced by Penicillium sp.
UCP 1286. The run with better values of yield and partition coefficient were at runs
on center point, using PEG 3350 g/mol at 15.0% (w/w) concentration, and phosphate
at pH 7.0 and concentration 12.5% (w/w). Results indicate that the enzyme is a
promising biotechnological product.

Keywords: Collagenolytic Enzyme, Penicillium, Collagen, Factorial Design,
ATPS
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1 INTRODUCAO

Proteases colagenoliticas apresentam a capacidade de hidrolisar tanto
colageno nativo quanto desnaturado, e estdo tornando-se cada vez mais
importantes comercialmente (Lima et al., 2009). As colagenases produzidas por
micro-organismos séo preferiveis, quando comparadas com as dos mamiferos ou
plantas, por causa da diversidade bioquimica e susceptibilidade a manipulacéo
genética que suas fontes possuem (Pandey et al., 2006; Rao et al., 1998).

Os fungos possuem grande vantagem dentre 0s micro-organismos produtores
de enzimas colagenoliticas. A producdo enzimética ocorre extracelularmente, o que
torna particularmente mais facil a sua recuperacdo apds o final da fermentacéo
(Sandhya et al., 2005).

Colagenases tém sido descritas como utilizadas em diversos segmentos
industriais, como: medicinal, farmacéutico, alimenticio, cosmético e téxtil (Goshev et
al., 2005; Kanth et al., 2008). Quanto a aplicacdo médica, ha relatos na literatura de
sua aplicacdo no tratamento de Ulceras e queimaduras (Agren et al., 1992; Pillen et
al., 2002), para eliminar escaras (Shmoilov et al., 2006), no tratamento da doenca de
Dupuytren's, em varios tipos de fibroses (como cirrose), no preparo de amostras
para diagnostico (Lima et al., 2013), na producdo de peptideos bioativos com
atividades antioxidante e antimicrobiana (Lima et al., 2014), além de possuirem um
importante papel no sucesso de cirurgias para transplantes de alguns 6rgdos
(Shmoilov et al., 2006).

A busca por novas colagenases microbianas tém aumentado bastante ao
longo dos anos, e alguns autores relatam que sua produc¢do representa, atualmente,
uma das maiores dentro da indastria de producdo enzimatica (Abidi et al., 2013;
Graminho et al., 2013). Se faz necesséario o desenvolvimento e investimento em
estudos que comprovem a aplicacdo de novas colagenases produzidas por micro-
organismos, uma vez que possuem vasto espectro de aplicagdo com alto potencial
biotecnoldgico e valor comercial agregados.

Diversos processos tém sido desenvolvidos para otimizar o isolamento e
purificacdo de colagenases, devido ao seu vasto potencial de aplicacao
biotecnolégico. A medida que sdo desenvolvidos métodos mais rentaveis, sua
utilizacdo também se expande, o que implica na necessidade de um entendimento

mais aprofundado a respeito dessas enzimas (Daboor et al., 2010).
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Existem varios métodos descritos na literatura para a separacgéo e purificacao
de proteases. A ultrafiltracdo, precipitacdo e cromatografia sdo métodos comuns(Li
et al. 2006). No entanto, para a escala industrial, tais procedimentos sao
considerados viaveis devido ao elevado custo e longo tempo de processamento
(McMaster 2007). Assim, a busca de métodos alternativos de purificacdo de
proteases tornou-se cada vez mais comum (Yavari et al. 2013). A extracdo liquido-
liquido utilizando sistemas duas fases aquosas (SDFA) é um dos processos
bioseparacdo mais promissora, que pode ser usado nas fases iniciais do processo
de purificacdo, substituindo as separa¢fes solido-liquido dificeis, ou mesmo em
etapas de purificagdo subsequente (Rosso et al. 2012).

O presente projeto teve como proposta produzir colagenase a partir de
Penicillium sp. UCP 1286 isolado da Caatinga, estudar os parametros fermentativos
mais relevantes para o melhoramento da producdo através da utilizacdo de
planejamento estatistico e caracterizar parcialmente a enzima. Além de purificar a

enzima utilizando SDFA.
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2 OBJETIVOS

2.1Geral

Produzir, caracterizar parcialmente e purificar a colagenase do Penicillium sp.
UCP 1286, avaliar os parametros fermentativos mais relevantes para o

melhoramento da producao através da utilizacdo de planejamento estatistico.

2.2Especificos

e Selecionar, entre as linhagens provenientes da Caatinga disponiveis na Colecao
UCP da Universidade Catdlica de Pernambuco (UNICAP), a melhor produtora de
colagenase;

e Avaliar a influéncia do pH inicial do meio de cultura, da temperatura, da
velocidade de agitacdo orbital e da concentracao inicial do substrato na producao
da colagenase através de planejamento fatorial completo 24;

e Caracterizar a colagenase quanto aos aspectos fisico-quimicos, tais como: pH
Otimo, temperatura étima, estabilidade ao pH e a temperatura, acédo de inibidores
e especificade a substratos;

e Analisar as variaveis de resposta: coeficiente de particdo (K), recuperacdo em
atividade (Y) e fator de purificacdo (FP) através do planejamento fatorial do
SDFA,;

e Avaliar e analisar a influéncia das variaveis: massa molar do Polietilenoglicol
(PEG), concentracdo do PEG, concentracédo de fosfato e pH do fosfato, sobre a

extracdo da colagenase através do SDFA, utilizando planejamento fatorial 24.
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3 CAPITULOI

3.1Revisao de Literatura

3.1.1 Mercado global das enzimas

As enzimas possuem vasta aplicacdo nas industrias de alimentos,
detergentes e couro, além de serem importantes no estudo da estrutura de
proteinas e peptideos. A crescente preocupagdo com a consciéncia ambiental
causada pela poluicdo das industrias quimicas exigiu o desenvolvimento de
processos a base de enzimas como alternativa de substituicdo parcial ou total aos
processos quimicos que apresentam toxicidade (Laxman et al.,, 2005). Estudos
recentes apontam um aumento no uso das enzimas em processos industriais e
reacdes quimicas (Jisha et al., 2013; Kumar et al., 2014).

A utilizacdo industrial de enzimas é extremamente ampla e possui inUmeras
aplicacdes (Adrio e Demain, 2014). Estima-se que existem cerca de 500 produtos
industriais sendo produzidos a partir de enzimas (Johannes e Zhao, 2006; Kumar e
Singh, 2012). A grande parte das enzimas (cerca de 65%) sdo utlizadas nas
industrias de detergentes, amido, couro, téxtil, produtos para cuidados pessoais e de
papel e celulose. Enzimas alimenticias representam o segundo maior segmento com
25% do mercado, incluindo aplicacées nas industrias da cerveja, vinho, suco, paes,
gorduras e Oleos. Por ultimo, ocupando 10% do mercado, estdo as enzimas
utilizadas na producdo de suplementos alimentares para animais (Cherry e
Fidantsef, 2003).

Os processos industriais envolvidos na producdo de produtos quimicos e
farmacéuticos tém muitas desvantagens em relacao aos processos enzimaticos, tais
como: uma baixa eficiéncia catalitica, a necessidade de altas temperaturas, baixo pH
e pressOes elevadas, além disso, geram uma grande quantidade de residuos
organicos e a polui¢cdo devida ao uso de solventes organicos (Adrio e Demain, 2014;
Cherry e Fidantsef, 2003). Nos ultimos anos, o aumento na utilizacdo de enzimas
com a finalidade de catalisadores industriais pode ser observado, devido a elas
funcionam sob condi¢bes de reacdo brandas, séo derivadas de fontes renovaveis,
sdo biodegradaveis e apresentam especificidade e seletividade (Cherry e Fidantsef,
2003).
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A busca de novas enzimas continua a ser um desafio constante,
principalmente devido a necessidade de desenvolvimento de condi¢cbes de producéo
mais sustentaveis (Adrio e Demain, 2014; Jisha et al., 2013; Sumantha et al., 2005).
Com o avanco da biotecnologia, enzimas microbianas tém recebido cada vez mais
atenc@o e processos que possam envolver a utilizagdo da maquinaria metabdlica
microbiana para a producdo de enzimas tém sido foco de interesse (Laxman et al.,
2005).

O mercado global das enzimas industriais € competitivo, com a Novozymes
representando a principal empresa dominante, seguida da DSM e Dupont, entre
outras. A competicdo ocorre pela busca de um produto com qualidade e
performance, pelo uso dos direitos de propriedade intelectual e habilidade de
inovacdo. Os continentes pioneiros no consumo das enzimas sdo a Europa e
Ameérica do Norte, seguidos dos paises asiaticos como China, Jap&o e india (Adrio e
Demain, 2014).

3.1.2 Proteases

As proteases (Enzyme Commission - EC 3:4, 11-19, 20-24, 99)
provavelmente surgiram nos primeiros estagios de evolucdo das proteinas, atuando
como enzimas destrutivas simples necessarias ao catabolismo protéico e geracéo
de aminoacidos em organismos primitivos (Lépez-Otin e Bond, 2008). Enzimas com
capacidade de clivar proteinas comp8em a maior familia das enzimas, constituindo
cerca de 2% do genoma humano (Marnett e Crai, 2005; Schilling e Overall, 2008).
Podem ser consideradas executoras eficientes de uma rea¢do quimica comum: a
hidrolise de ligacdes peptidicas (Lopez-Otin e Bond, 2008).

As proteases pertencem a um grupo de enzimas altamente complexo que
diferem entre si na especificidade ao substrato, mecanismo catalitico e sitio ativo
(Sumantha et al., 2006). Possuem uma série de funcbes e varias aplicacdes
biotecnolégicas importantes que variam desde aditivos em detergentes a produtos

terapéuticos efetivos (Figura 1) (Li et al., 2013; Lima et al., 2009).



Wanderley, M. C. A. Produgéo, caracterizagédo e purificagéo... 6

Trombina, enteroquinase, tripsina,
quimiotripsina, GluC, LysC, AspN,
caspases, MMPs

ACADEMICO

Purificacdo de proteinas, Protedmica, Pesquisas com Cincer

Figura 1. Um panorama das aplicacdes de proteases (Adaptado de Li et al. 2013)

3.1.3 Fontes de proteases

Uma vez que as proteases sao fisiologicamente necessarias para a vida de
todos os organismos, elas sdo ubiquas e podem ser encontradas em vasta
diversidade de fontes, como animais, plantas e micro-organismos (Rao et al., 1998).

Papaina, bromelina e queratinases sdo exemplos de proteases originadas de
plantas. Entretanto, a producdo a partir de plantas € um processo que demanda
bastante tempo, além de vérios fatores estarem envolvidos, como espaco de terra
para cultivo e condi¢des climaticas favoraveis ao crescimento. Ja as proteases mais
comuns obtidas de animais séo: tripsina, quimiotripsina, pepsina e reninas. Contudo,
esta producédo depende da disponibilidade de animais, que por sua vez € governada
por politicas publicas e agricolas (Jisha et al., 2013; Rao et al., 1998).

Dentre as varias fontes de proteases, as que sdo produzidas por micro-
organismos tém um papel importante em processos biotecnoldgicos e estdo sendo
utilizadas com mais frequéncia, pois grandes quantidades dessas enzimas podem
ser produzidas rapidamente e com baixo custo (Barret et al., 2004). Em geral,
proteases microbianas sédo preferiveis as enzimas obtidas a partir de plantas e
animais devido a possibilidade de manipulacdo genética e a diversidade bioquimica
dos micro-organismos (Pandey et al., 2006; Rao et al., 1998).
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Com o crescimento da biotecnologia, as aplicacbes das proteases tém
expandido para novas areas, como clinica, medicinal e quimica analitica
(Shanmughapriya et al., 2008). A busca de novas proteases microbianas tem
aumentado ao longo dos anos e, atualmente, representam uma das maiores
industrias de enzimas (Abidi et al., 2013; Graminho et al., 2013).

3.1.4 Classificacdo de proteases

Devido as suas diversidades estruturais e funcionais, as proteases sao
capazes de realizar funcbes que podem variar entre a reciclagem de uma proteina
intracelular para a digestdo de um nutriente e a amplificacdo do sistema de cascata
da resposta imunoldgica. A diversificacdo dos papéis bioldgicos é decorrente da
evolucdo das inuUmeras estruturas protéicas, que convergiram para locais ativos
semelhantes e conseguem reconhecer substratos variados (Li et al., 2013).

As proteases podem ser divididas em dois grupos principais: exopeptidases e
endopeptidades, dependendo do seu local de acdo (Figura 2). Exopeptidases
hidrolisam ligacdes peptidicas proximas ao terminal amino (aminopeptidases) ou
carboxi (carboxipeptidases), enquanto as endopeptidases clivam ligacdes peptidicas
distantes das extremidades aminoterminal e carboxiterminal (Lopez-Otin e Bond,
2008; Rao et al., 1998).

Exopeptidases Endopeptidases

Aminopeptidases Carboxipeptidases “““O‘O“O\l/O“O“O"‘
0000~ ~0OOUe

Figura 2. Mecanismo de acgéo das proteases (Adaptado de Rao et al., 1998)

bY

Com relacdo a estrutura e mecanismo de acédo dessas enzimas, Novos
esquemas de classificagdo foram propostos. Baseado nos mecanismos de catélises,
por exemplo, proteases sdo classificadas em seis classes distintas: aspartico,
glutamico, metalo, cisteino, serino e treonina proteases, embora as glutamicas nao
tenham sido encontradas em mamiferos até agora (Figura 3) (L6pez-Otin e Bond,
2008).
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Serino (S) Treonina (T) Cisteina (C)

Figura 3. Conformacdo das principais classes de proteases (Adaptado de Loépez-
Otin e Bond, 2008)

As asparticoproteases (EC 3. 4. 23) possuem um residuo de acido aspartico
para propiciar suas atividades cataliticas. As metaloproteases (EC 3. 4. 17) séo
carboxipeptidases (proteases que liberam um dnico residuo C-terminal de um
polipeptideo) que usam ions metédlicos em seu mecanismo de catélise.
Cisteinoproteases (EC 3. 4. 22) possuem uma cisteina em seu centro ativo.
Serinoproteases (EC 3. 4. 21) séo classificadas como endopeptidases (proteases
gue clivam ligacdes internas em cadeias polipeptidicas) que possuem uma serina
em seu centro ativo, que esta envolvida no processo catalitico (Jisha et al., 2013).
As proteases também podem ser classificadas em diferentes familias, dependendo
das suas sequéncias de aminoacidos e relacdes evolutivas. Considerando-se o pH
6timo, as proteases podem ser classificadas em acidas, neutras ou alcalinas (Rao et
al., 1998).

As metalo e serinoproteases sdo as classes de proteases com mais

componentes, sendo 194 e 176 membros, respectivamente, seguidos de 150
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cisteinoproteases, enquanto que a classe das treonina proteases contém 28
membros e aspartico proteases apenas 21 (Lépez-Otin e Bond, 2008). Ambas
podem ser tanto endo quanto exopeptidases (Rao et al., 1998). Dentre as

metaloproteases de importancia farmacéuticas, estdo encontradas as colagenases.

3.1.5 Colagenases

Poucas enzimas possuem capacidade de degradacdo da estrutura do
coldgeno, e as que apresentam essa propriedade sdo conhecidas como enzimas ou
proteases colagenoliticas (Daboor et al., 2010). Proteases colagenoliticas estédo
tornando-se cada vez mais importantes comercialmente (Lima et al., 2009).

As colagenases tém sido isoladas e caracterizadas a partir de diferentes
fontes, como o trato digestivo de peixes e invertebrados, incluindo da barbatana
caudal do girino (Gross e Nagai, 1965; Nagai et al., 1966), bacalhau do Atlantico
(Kristjansson et al., 1995), caramujo (Achatina fulica) (Indra et al., 2005), camaréo
tropical (Penaeus vannamei) (Sellos e Van Wormhoudt, 1999; Van Wormhoudt et al.,
1992), peixe-gato (Parasilurus asotus) (Klimova et al., 1990; Sellos e Van
Wormhoudt, 1992), cavala (Scomber japonicas) (Park et al., 2002); além de plantas,
como o gengibre (Zingiber officinale) (Kim et al., 2007).

Colagenases produzidas por micro-organismos sao preferiveis por causa da
diversidade bioquimica e susceptibilidade a manipulacdo genética que suas fontes
possuem (Lima et al., 2011; Rao et al., 1998). Além disso, as colagenases
microbianas tém capacidade de clivar a tripla hélice do colageno em multiplos sitios,
enquanto que as colagenases de mamiferos clivam em um Unico sitio (Hamdy,
2008; Jain e Jain, 2010).

Colagenases microbianas tém sido recuperadas de micro-organismos
patogénicos, principalmente o Clostridium histolyticum, que é a fonte mais utilizada
para producdo dessas enzimas (Daboor et al., 2010). Outras bactérias como Bacillus
cereus e Klebsiella pneumoniae (Suphatharaprateep et al., 2011), Bacillus pumilus
(Wu et al., 2010), Bacillus licheniformis (Asdornnithee et al., 1994; Baehaki et al.,
2014, 2012) também tém sido relatadas.

Estudos relatam a biossintese de colagenase através dos fungos
pertencentes a diferentes géneros como Aspergillus, Cladosporium, Alternaria,

Penicillium (de Siqueira et al., 2014; Lima et al., 2011; Rosso et al., 2012; Yakovleva
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et al., 2006), Candida (Lima et al., 2009), Microsporum (Viani et al., 2007) e
Rhizoctonia (Hamdy, 2008). Espécies do género Penicillium apresentam potencial
biotecnolégico maior comparado aos outros géneros citados, tanto pela producéao de
proteases e outras enzimas, como pela capacidade de crescimento deste micro-
organismo em diversas condi¢des de cultivo, utilizando ampla variedade de
substratos como nutrientes (Ikram-Ul-Haqg e Mukhtar, 2007).

Dentre os micro-organismos produtores de enzimas colagenoliticas, os fungos
possuem grandes vantagens, tais como a elevada produtividade, baixo custo de
producédo, rapido desenvolvimento e a possibilidade de a enzima resultante poder
ser modificada e recuperada mais facilmente. A producdo enzimatica ocorre
extracelularmente, o que torna particularmente mais facil a sua recuperacéo apdés o
final da fermentacdo (Lima et al.,, 2011; Sandhya et al., 2005). Além disso,
colagenases microbianas sdo mais versateis, possuem ampla especificidade ao
substrato e sdo capazes de hidrolisar tanto o colageno nativo insoltuvel, quando o
colageno desnaturado solavel (Daboor et al., 2010; Mookthiar et al., 1985;
Peterkofsky, 1982). Como proteases fungicas sdo capazes de hidrolisar muitas
outras proteinas além do coldgeno, a procura de colagenases a partir desses micro-
organismos com as caracteristicas adequadas, como, elevada especificidade, € um
ponto muito importante a ser mais estudado (Sharkova et al., 2015).

Diversos processos tém sido desenvolvidos para otimizar o isolamento e
purificacdo de colagenases, devido ao seu vasto potencial de aplicacédo
biotecnolégico. A medida que sdo desenvolvidos métodos mais rentaveis, sua
utilizacdo também se expande, o que implica na necessidade de um entendimento
mais aprofundado a respeito dessas enzimas (Daboor et al., 2010).

A Tabela 1 descreve alguns micro-organismos relatados na literatura, com
potencial para producdo de colagenase, bem como os meios de cultura utilizados e

as respectivas atividades enzimaticas.
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Tabela 1. Descrigdo dos artigos publicados na literatura relacionados a producao de

colagenase
Micro-organismo Meio de cultura Ac (U/mL)2 Referéncias
Arthrobotrys LMZ com gelatina SimP Minglian et al.
oligospora (2004)
Aspergillus terreus Farelo de trigo SimP de Siqueira et al.
(2014)
Aspergillus flavus Meio dependente de 82,95 Mahmoud et al.
coldgeno (2007)
Bacillus cereus Glicerol e gelatina 23,07 Suphatharaprateep
et al. (2011)
Bacillus Extrato de levedura e 3,10 Baehaki et al.
licheniformis colageno (2012)
Bacillus Luria Broth e 0,55 Baehaki et al.
licheniformis colageno (2014)
Bacillus pumilus Gelatina e peptona 35,97 Wu et al. (2010)
Bacillus subtilis Extrato de levedura e 3,07 Tran and Nagano
gelatina (2002)
Candida albicans Extrato de malte e 5,00 Lima et al. (2009)
gelatina
Coccidioides immitis Czapek SimP Lopes et al. (2008)
Entomophtora Casaminoacidos, SimP Hurion et al. (1977)
coronate extrato de levedura e
solucéo de Berthelot
Klebsiella Glicerol e gelatina 10,53 Suphatharaprateep
pneumoniae et al. (2011)
Lagenidium Extrato de levedura e 8,00 Dean e Domnas
giganteum glicose (1983)
Microsporum canis Meio com colageno 1,0 Viani et al. (2007)
tipo |
Paracoccidioides Base de carbono 1,2 Voltan et al. (2008)

brasiliensis

para levedura,

colageno, solucao de
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vitamina, neopeptona
Penicillium Farinha de soja 164,00 Limaet al. (2011a)
aurantiogriseum
Penicillium Farinha de soja 231,00 Lima et al. (2011b)
aurantiogriseum
Penicillium Meio liquid LMZ SimP Benito et al. (2002)
chrysogenum
Rhizoctonia solani Sabouraud, glicose e 212,33 Hamdy (2008)
colageno
Streptomyces Farinha de soja 43,50 Jain and Jain
exfoliatus (2010)
Zygosaccharomyces Extrato de levedura, 70,40 Ok and Hashinaga
rouxii peptona e glicose (1996)

a = atividade volumétrica; b = atividade qualitativa

Os fungos listados na Tabela 1 sdo como fungos filamentosos (dos géneros
Penicillium, Aspergillus, Arthrobotrys, Microsporum, Entomophthora e Lagenidium),
dimérficos (Coccidioides e Paracoccidioides) ou leveduras (Candida e
Zygosaccharomyces). Fungos filamentosos sdo mais estudados quando
comparados aos outros tipos de fungos em relacdo a producéo de colagenase.

Do ponto de vista industrial, a patogenicidade pode influenciar negativamente
na escolha do micro-organismo para o desenvolvimento do bioprocesso. Muitos
artigos listados na Tabela 1 contém fungos patogénicos, os quais foram estudados
para melhor compreensdo dos mecanismos causadores de suas respectivas
doencas, e ndo pela producdo de enzima colagenolitica propriamente dita. A
producdo de colagenase por micro-organismos representam um fator de viruléncia,
uma vez que possuem papel importante na destruicdo de tecidos (Awad et al.,
2000). Considerando esse aspecto, além da atividade enzimatica e especificidade, a
espécie Penicillium aurantiogriseum foi a que apresentou melhor producédo de
colagenase (Lima et al., 2011).

Cerca de 30 a 40% do custo de producdo estdo relacionados ao custo do
meio de cultura (Joo et al., 2002). A possibilidade de variar a composi¢ao do meio de
cultura, utilizando materiais de baixo custo, pode interferir positivamente no custo

final da produgé&o. Dos artigos listados na Tabela 1, doze utilizaram alguma fonte de
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coldgeno para inducdo da producéo de colagenase. Entretanto, Lima et al. (2011b)
relataram o uso de um meio de cultura de baixo custo para a producédo de
colagenase por P. aurantiogriseum, utilizando farinha de soja como substrato
principal, alcancando 231,00 U/mL da enzima.

Hamdy (2008) utilizou meio de cultura contendo Sabouraud, glicose e
colageno insoluvel tipo | para a producédo de colagenase por R. solani e obteve a
segunda maior atividade enzimatica (212,33 U/mL). Mahmoud et al. (2007)
observaram uma atividade enzimatica igual a 82,95 U/mL da colagenase produzida
por A. flavus utilizando meio de cultura contendo gelatina, glicose, extrato de
levedura e coldgeno nativo bovino. Ok e Hashinaga (1996) também obtiveram
resultados satisfatérios de produgdo de colagenase por Z. rouxii (70,40 U/mL),

utilizando meio contendo peptona, extrato de levedura e glicose.

3.1.6 Classificacdo das colagenases

As colagenases podem ser classificadas como serinocolagenases ou
metalocolagenases, baseado em suas funcdes fisioldgicas diferentes (Daboor et al.,
2010).

As serinocolagenases, assim como as serinoproteases, contém um residuo
de serina em seus sitios cataliticos (Daboor et al., 2010; Rao et al., 1998). Possuem
pesos moleculares entre 24 e 36 kDa e estdo normalmente associadas a 6rgaos
digestivos, sendo capazes de clivar a tripla hélice dos colagenos tipos I, Il e lll, e
geralmente estdo envolvidas na producéo de horménios, degradacao de proteinas e
fibrindlise (Neurath e Walsh, 1976; Roy et al., 1994).

Relatos na literatura ja descreveram a producdo de serinocolagenase a partir
do bacalhau do Atlantico (Gadus morhua) (Kristjansson et al., 1995), caranguejo da
costa verde (Carcinus maenas) (Roy et al., 1994), Thermoactinomyces sp. (Petrova
et al.,, 2006), Alicyclobacillus sendaiensis (Tsuruoka et al.,, 2003), Penicillium
aurantiogriseum (C. a. Lima et al., 2013; C. A. Lima et al., 2011a; Lima et al., 2011b;
Rosso et al., 2012), Coccidioides immitis (Lopes et al., 2008), entre outros.

Metalocolagenases sdo membros da familia das Metaloproteinases de Matriz
(MMP), com pesos moleculares variando entre 30 e 150 kDa. Bem como todas as
MMPs, metalocolagenases sado enzimas zinco-dependentes e sao inibidas por

qualquer quelante que se ligue a esses ions (Daboor et al., 2010). De acordo com
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Freije et al. (1994), apenas as MMPs 1, 8, 13, 14 e 18 possuem atividade contra os
coldgenos nativos tipos |, II, lll, VII e X. As metalocolagenases tém sido extraidas de
tecidos animais e de peixes, como 0ssos, barbatanas, peles e também do
hepatopancreas de caranguejos marinhos (Sivakumar et al., 1999).

As MMPs de mamiferos constituem uma familia de enzimas que incluem:
colagenases intersticiais, estromelisinas, gelatinases e metaloproteinases tipos de
membrana, e diferem das proteases microbianas quanto a estrutura (Ravanti e
Kahari, 2000). As MMPs catalisam uma Unica clivagem proteolitica nas cadeias
helicoidais do coldgeno, resultando em dois fragmentos que sdo, posteriormente,
acessiveis as proteases menos especificas (Figura 4) (Jung e Winter, 1998).

COOH MNH COOH

Colagenase | zn* Colagenase | Zn™
de mamiferos | o clostridial | Ca™

¥ COOH NH,

NHZQE

TC, *+ TGCg

COOH

Proteases
inespecificas

L J

Pequenos peptideos v
Pequenos peptideos

Figura 4. Acao das colagenases de mamiferos e clostridial. TC = tropocolageno
(Adaptado de Jung e Winter, 1998).

3.1.7 Condicdes de producédo das colagenases

Um dos pontos principais para a producdo de enzimas € a otimizacdo das
condicBes de cultivo, com o objetivo de reduzir o custo e aumentar a eficiéncia
(Laxman et al., 2005). Do ponto de vista industrial, a otimizacdo de processos
produtivos pode promover também um aumento nos rendimentos das proteases
(Haddar et al., 2009; Lima et al., 2011). .

A escolha do pH inicial do meio de cultura influencia diversos processos
enzimaticos, tais como a producdo de enzimas, transporte de células através de
membranas e expressao de proteases extracelulares (Anandan et al., 2007; Reddy
et al., 2008). Lima et al. (2011a) realizaram planejamento fatorial para definir as

melhores condi¢cdes de cultivos e afirmaram que o pH inicial (8,0) foi um fator
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importante para a producdo de colagenase por Penicillium aurantiogriseum. Hamdy
(2008) obteve atividade colagenolitica méxima utilizando pH igual a 5,5, embora a
maior atividade colagenolitica e menor atividade caseinolitica foi atingida com pH
igual a 6,5, ou seja, a especificidade da enzima foi maior.

A influéncia da temperatura na producao de proteases por micro-organismos
é um fator importante (Thys et al., 2006). A temperatura pode regular alguns
componentes como sintese enzimatica, secrecdo da enzima e a duracao da fase de
producdo da enzima, além de propriedades de parede celular (Anandan et al., 2007,
Chellapan et al., 2006).

A temperatura de producdo de colagenase adequada depende da espécie do
fungo. Vérios artigos relacionados a colagenase afirmaram que a temperatura 6tima
de producao de fungos é de 30 °C (de Siqueira et al., 2014; Hamdy, 2008; Hurion et
al.,, 1979, 1977; Olutiola e Nwaogwugwu, 1982). Entretanto, alguns autores
utilizaram a temperatura entre 24 °C e 26 °C (Benito et al., 2002; Dean e Domnas,
1983; Ibrahim-Granet et al., 1996; Minglian et al., 2004; Ok e Hashinaga, 1996;
Wang et al., 2006; Yang et al., 2005). De acordo com de Siqueira et al. (2014), a
temperatura de incubacgéo interfere no crescimento e metabolismo dos fungos, e

consequentemente na producéo de peptidases.

3.1.8 Sistema Duas Fases Aquosas (SDFA)

A recuperacdo de biomoléculas faz parte da fase critica do processo de
producdo. A purificacdo de um produto voltado para o mercado industrial deve
conter algumas caracteristicas tais como: robustez, confiabilidade, facilidade no
escalonamento do processo e na rem