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RESUMO

As proteases sao enzimas proteoliticas, destacam-se principalmente no setor de industrias
alimenticias, téxteis e de detergentes. Porém, a obten¢do dessas por fontes vegetais e animais ¢
limitada, além do alto custo para producao. Assim, o objetivo desse trabalho foi extrair protease
de fonte fungica, realizar testes de recuperacdo, caracterizagdo e aplicagdo da mesma. A
protease proveniente do fungo filamentoso Aspergillus terreus VSP-22 foi obtida pela
fermentagdo em estado sélido. A partir do extrato enzimdtico bruto, a enzima foi recuperada
pelo método do sistema bifasico aquoso PEG/fosfato de sédio e, ele permitiu recuperacao
maxima de 31,69 % da biomolécula, e maximo fator de purificacdo de 70,85. No teste de
coagulagdo, a protease em seu estado bruto apresentou melhor atividade na solugdo 0,04 mol/L
de CaCl,. Para a caraterizagdo enzimatica, a melhor atividade catalitica foi encontrada no pH
7,4 e em temperatura de 45°C. Essa pesquisa permitiu produzir, extrair, caracterizar e recuperar
a enzima, além de avaliar sua capacidade de coagulacdo antes da etapa de recuperagdo. Este
estudo, contribuiu para uma nova perspectiva na produgcdo de protease com potencial

biotecnoldgico e industrial.

Palavras-chave: Aspergillus terreus; Fermenta¢do em estado sdlido; Recuperagao.
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Introduciao

As proteases sao enzimas que hidrolisam ligagdes peptidicas, e sao classificadas quanto
ao mecanismo de reacdo, local de ag¢do e estrutura do sitio enzimatico ativo. Elas sado
fundamentais em processos como a diferenciacdo € morte celular, coagulagdo sanguinea e
defesa no sistema imunoldgico. As enzimas proteoliticas apresentam um grande valor
econOmico, substituindo varios catalisadores quimicos e colaborando com a prote¢do ambiental
(Ward, 2011).

Na industria alimenticia as proteases sdo utilizadas na panificacdo, alterando a
elasticidade e textura do gliten, e em laticinios ¢ responsavel pela coagulacdo das proteinas do
leite para producao de queijos. No segmento téxtil, melhora a qualidade do produto final nas
etapas de tingimento e brilho, ¢ mais especificamente para melhora da qualidade da fibra de
seda. Também podem ser usadas na induastria farmacéutica, sdo aplicadas com finalidade
terapéutica em queimaduras e cicatrizes. Outro setor, é a producdo de cosméticos (Pereira,
2017).

O destaque das proteases deve-se a sua diversidade bioquimica e facil manipulacao,
porém a obtencao destas por meio de fontes vegetais e animais, enfrenta altos custos e processos
burocraticos que dificultam sua aquisi¢ao e atrasam os projetos que envolvem suas aplicacdes
(Ractz, 2015). Diante disso, as enzimas de origem microbiana destacam-se pelo maior potencial
de aplicagdo, facil producao em larga escala e em espaco reduzido, além do uso de residuos
agroindustriais como substrato.

Os residuos agroindustriais sdo obtidos a partir do processamento industrial de produtos
agricolas, e a sua composi¢ao ¢ rica em agucares fermentaveis e nutrientes que sdo convertidos
pelos microrganismos em varios produtos, como as enzimas, importantes para a industria. Esses

residuos além de reduzir os custos de produgdo, e manter o rendimento proporcional aos



substratos sintéticos, também contribui para diminui¢do do acimulo desses materiais no meio
ambiente (Dos Santos et al., 2018).

Dentre os microrganismos, os fungos filamentosos se distinguem pela diversidade,
crescem naturalmente em substratos solidos e, geralmente, apresentam coldnias de crescimento
vertiginoso e densa distribuicdo. Nesta classe, destacam-se fungos do género Aspergillus spp.
que sao facilmente encontrados na natureza, principalmente em solos onde ha decomposi¢ao

de material orgénico, em regides de clima tropical e subtropical (Ractz, 2015).

Figura 1: Fungo Aspergillus terreus VSP-22, cultivado em meio PDA. Fonte: O autor.

Apo6s obtencdo das enzimas por meio da fermentagdo de microrganismos, as enzimas
produzidas precisam ser submetidas as técnicas de extra¢do e purificacdo, a fim de eliminar
impurezas que comprometem a sua aplicagdo. A extragdo por sistema bifasico aquoso (SBA) ¢
uma das mais utilizadas, sendo composta por duas fases aquosas total ou parcialmente
misciveis, que sdo formadas pela mistura de dois polimeros (Barros, 2009), geralmente
polietileno (PEG) e dextrana, e/ou sais organicos (Oliveira, 2006). Essa técnica de purificagao,
¢ biodegradavel e de composi¢do atoxica, permite a aplicacdo em larga escala e possui baixo

custo (Murari, 2016).



A tecnologia do sistema bifasico aquoso permite a integragdo da extragdo, concentragao
e purificagdo parcial da enzima em um unico método. E formado por cerca de 65-90% de
concentragdo aquosa, fornecendo um ambiente biocompativel para as biomoléculas, o que
garante pouca desnaturagdo proteica durante o processo, além de fornecer separagdo seletiva.
Outra importante vantagem ¢ a baixa tensdo interfacial do SBA que permite facilidade de

mistura, e maior transferéncia de massa (Gimenes, 2018; Bittencurt, 2018).

1.1. Enzimas

As enzimas sdo conhecidas como biocatalisadores, que atuam diminuindo o tempo
necessario para que uma reagdo quimica ocorra. Algumas reacdes na auséncia delas seriam
mais longas que a idade do universo (Jiménez-Mufioz et al., 2020). A capacidade catalitica foi
evidenciada no final do século XVII, e na década de 30, enzimas de origem vegetal como a
pepsina, tripsina e varias outras foram identificadas pelo método de cristalografia. Tal método
permitiu identificar que essas biomoléculas sdo proteinas, exceto as RNAs cataliticas

(Cavacante et al., 2021).

As enzimas possuem quatro estruturas: a estrutura primaria caracterizada pela unido de
aminoacidos por meio de ligagdes peptidicas; estrutura secundéria que possui ligacdes de
hidrogénio entre os aminoacidos, resultando numa conformacdo denominada alfa-hélice;
estrutura terciaria, formada a partir das interacdes de ligagdes covalentes e ndo covalentes entre
as cadeias laterais de aminodacidos, o formato proveniente dessas interagdes ¢ nomeado folha-
beta e estrutura quaternaria duas ou mais cadeias polipeptidicas unidas por ligacdes nao

covalentes, observando-se estruturas alfa-hélice e folhas-beta (Cavacante et al., 2021).



Figura 2: Niveis estruturais proteicos. Fonte: Cavacante et al., 2021.

A International Union of Biochemistry and Molecular Biology - IUBMB, classifica

enzimas em sete classes:

1)

2)

3)

Oxirredutases — catalisam reagdes redox. A catalase, que possui importante aplicagdo

industrial, ¢ um exemplo dessa classe (Jiménez-Munoz et al., 2020; Souza et al., 2021);

CHy- CH-  COOF NAD* _"C—H;:, C-COO™ + NADH +H
OH 2™ j’ 0

R et Pirwvato

Figura 3: Exemplo mecanismo de agdo da oxirredutase. Fonte: Cavacante et al., 2021.

Transferases — catalisam a transferéncia de grupos de atomos, tais como amina, carboxil,
metil, acil, glicosil, fosforil, grupos nitrogenados, contendo foésforo (P), selénio (Se),
enxoftre (S), molibdénio (Mo) e tungsténio (W) (Cavacante et al., 2021; Jiménez-Mufioz

et al., 2020). A enzima metiltransferase ¢ um exemplo dessa classe (Souza et al., 2021);

b+ ﬁ CHy COOF THE

Sevirur ighrcwimehil-
OH NHH- “ransirasa NHE c
Serina Glicina

Figura 4: Exemplo mecanismo de acdo das transferases. Fonte: Cavacante et al., 2021.

Hidrolases — por meio da adi¢do de agua, essa classe catalisa reacdes de estér, éter,

ligagdes peptidicas e de haletos. Além de ligagdes C-C, P-N, S-N, C-P, S-S e C-S



4)

5)

6)

7)

(Cavacante et al. 2021). As lipases e proteases sdo enzimas hidrolases, € possuem ampla

aplicagdo industrial (Souza et al., 2021);

a &/I ,." Urpasa
Ureia = A

Figura 5: Exemplo do mecanismo de ag@o da classe hidrolase. Fonte: Cavacant et al., 2021.

Liases — catalisam a clivagem entre as ligagdes C-C, C-S e C-N (Jiménez-Mufioz et al.,

2020). A descarboxilase ¢ um exemplo dessa classe (Souza et al., 2021);

CH3-C - COO™ — CHy CH + cO,
Pinnaio-
o dpscartlase O
Piruvato Acetaldeido

Figura 6: Exemplo do mecanismo de acdo das liases. Fonte: Cavacante et al., 2021.

Isomerases — realizam interconversdo entre isdmeros Opticos ou geométricos (Jiménez-
Muiioz et al., 2020). A enzima cis trans isomerase pertence a essa classe, e converte

forma cis e trans (Souza et al., 2021);

o

51':/‘_1 CHg

-ooc cHa-C-Con T—"  —DOC-CHaCH2-C-CoA
O Metiimaioni-CoA- o

Metilmalonil-CoA NN, Succinil-CoA

Figura 7: Exemplo do mecanismo de acdo das isomerases. Fonte: Cavacante et al., 2021.

Ligases — catalisam ligacdes entre o carbono e carbono, e outros elementos incluindo:
oxigénio, enxofre e nitrogénio (Cavacante et al., 2021). A sintetase ¢ um exemplo dessa

classe (Souza et al., 2021);

CHg-C- COD™ + COp ——e» ~0OC CHy C - COO™
il i
O

-
O fﬁmﬁnﬁa
Piruvato ATP ADP + P, Oxalacetato

Figura 8: Exemplo do mecanismo de acdo das ligases. Fonte: Cavacante et al., 2021.

Translocases — atuam catalizando a translocagdo de cations e anions inorganicos,
aminodcidos e peptideos, carboidratos e seus derivados, dentre outros compostos

(Cavacante et al., 2021);



1.1.1. Enzimas microbianas

A atividade metabdlica dos microrganismos, contribuiu ao longo dos anos para a
transformagdo da atmosfera, e isso permitiu o surgimento e evolu¢do de organismos
multicelulares complexos, plantas e animais superiores, além de formas de vida anaerdbias. Os
microrganismos podem se adaptar em diferentes ambientes, tais como os que fornecem baixas
concentragdes de nutrientes e atividade de 4gua, temperaturas extremas, € também sdo capazes

de suportar uma ampla faixa de pH (Oliveira, 2017).

As enzimas obtidas a partir de microrganismos possuem ampla aplicagdo na industria
de alimentos, nao apenas para melhoria do processo de producao, mas também no sabor, aroma,
cor, textura, aparéncia, vida de prateleira, dentre outros (Rigo et al., 2021). O mercado global
dessas biomoléculas, no ano de 2018 foi avaliado em aproximadamente US$5,6 bilhoes,
estimando-se um aumento anual de 4,9%, ¢ sendo projetado um rendimento de cerca de US$

bilhdes para 2023 (Gimenes et al., 2021).

A Tabela 1, apresenta as enzimas obtidas de fonte microbiana, além de suas aplicacdes

na industria de alimentos:



Tabela 1: Aplicagdes de enzimas microbiana na industria de alimentos

Enzima microbiana

Aplicacao

Fonte

Alfa- amilase

Sacarificagdo do amido

Bacillus amyloliquefaciencs

Bacillus stearothermophilus

Bacillus licheniformis

Producdo de cerveja,

Aspergillus niger

Glucoamilase Melhoria da qualidade do pao, Aspergillus awamori
Xaropes com alto teor de glicose e frutose
Rhizopus oryzae
Amaciamento da
carne, fabricacdo de cerveja,
Protease Aspergillus usamii

Coagulagao do leite,

Melhoria da qualidade do pao

Lactase (p-galactosidase)

Redugdo da intolerancia a lactose em pessoas,

Ingredientes alimentares prebiodticos

Kluyveromyces lactis

Kluyveromyces fragilis



Enzima microbiana

Aplicagio

Fonte

Desenvolvimento de sabor de

Aspergillus niger

Lipase - . Aspergillus oryzae
queijo, Producdo de queijo cheddar e Camembert
Penicillium camemberti
_ Desenvolvimento do sabor do queijo,
Fosfolipase o Fusarium oxysporum
Producao de gordura do leite lipolisado
Aumento de sabor e fragrancia em suco de fruta,
Esterase Desesterificacdo de fibra alimentar, Bacillus licheniformis
Producao de ésteres de sabor de cadeia curta
Streptomyces sp.
Bacillus sp.
. Clarificagdo de suco de frutas,
Xilanase Pseudomonas sp.

Melhoria da qualidade da cerveja

Aspergillus sp.

Fusarium sp.



Penicillium sp.

Enzima microbiana

Aplicagio

Fonte

Glicose oxidase

Melhoria do prazo de validade dos

alimentos, Melhoria do sabor dos alimentos

Aspergillus niger

Penicillium glaucum

Penicillium adametzii

Remocao de polifendis do

Funalia trogii

Laccase _ do vinh
1mento do vinho . . . .
coz v Bacillus licheniformis
Aspergillus niger
Conservagao de alimentos (com glicose oxidase), Micrococcus luteus
Catalase Remocao de perdxido de hidrogénio do leite antes
da produgdo de queijo Bacillus maroccanus
Pyrobaculum calidifontis
. Desenvolvimento de sabor, cor e qualidade
Peroxidase Phanerochaete chrysosporium

nutricional dos alimentos



Enzima microbiana

Aplicagio

Fonte

a-acetolactato

desidrogenase

Encurtando a maturacdo da cerveja

Brevibacillus brevis

Enzimas debittering — naringinase

Remocao do sabor amargo em suco de fruta.

Intensificacao do

aroma do vinho

Aspergillus niger

Burkholderia cenocepacia

Thermomicrobium roseum

Fonte: Adaptado de Raveendran et al., 2018.
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1.2. Proteases

Dentre as enzimas microbianas, as proteases possuem importante relevancia, e
representam cerca de 60% do mercado mundial de enzimas e destacam-se pelo potencial em
degradar substratos ricos em proteinas. Elas atuam catalisando a reacdo de hidrélise da cadeia
polipeptidica gerando aminodcidos e cadeias polipeptidicas menores (Oliveira, 2017). Estima-
se que a demanda e aplicagdo das enzimas nas industrias aumente & medida que pesquisas

fornegam novas aplicagcdes das mesmas (Raveerdran et al., 2018).

Quanto ao local de clivagem na cadeia polipeptidica, as proteases sdo divididas em:
exopeptidases — atuam nas extremidades das cadeias, e as endopeptidases — atuam em regides
aleatorias da parte interna da cadeia de aminoacidos. Quanto ao residuo catalitico presente no
sitio ativo, as endopetidades sdo classificadas em: serina, aspartico, cisteina, metalo, acido

glutdmico e protease treonina (Raveerdran et al., 2018).

As proteases também podem ser classificadas quanto ao seu pH 6timo, ou seja, a faixa
de pH que permite melhor atividade enzimética. As proteases neutras atuam em faixa de pH
neutro, e na industria de alimentos sdo aplicadas com objetivo de reduzir o amargor, apds a
hidrélise de ligagdes peptidicas envolvendo aminoécidos hidrofobicos. As proteases acidas sao
endopeptidases que atuam melhor em pH acido, sdo aplicadas nas indistrias de alimentos,
bebidas e medicamentos. Ja as proteases alcalinas sdo efetivas em pH alcalino, com aplicagao

nas industrias de detergente, couro, farmacéutica e alimentos (Manfredini, 2020).

Como exemplos importantes de proteases, temos a bromelina a qual ¢ extraida do
abacaxi. A bromelina ¢ um conjunto de enzimas proteoliticas encontradas nos vegetais da
familia Bromilaceae, a aplicacdo dessa enzima nas industrias alimenticias e farmacéuticas, sao

baseadas na sua atividade proteolitica. Algumas das principais aplicagdes sdo no amaciamento
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de carnes, na clarifica¢do de cervejas, pré-tratamento de soja, preparo de colageno hidrolisado,

entre outros (Vieira et al., 2020).

A pepsina ¢ um importante exemplo de protease de origem animal, pois destaca-se pela
aplicagdo industrial, encontrada principalmente no suco gastrico de todos os vertebrados, mas
também em pequenas quantidades no sangue, urina e musculo. A pepsina obtida das visceras
de peixes ¢ aplicada para produgao de colageno, e a proveniente do bacalhau pode ser utilizada
no processo de coagulagdo para produgdo de queijos. Além dessas aplicagdes, salienta-se a

aplica¢do na medicina para regulacdo intestinal e producao de antisséptico bucal (Silva, 2019).

1.3. Fermentac¢ao em estado solido.

Inicialmente, o cultivo de microrganismos utilizando a fermentacdo em estado solido
(FES) tinha o objetivo de produzir biomoléculas de interesse industrial. Porém, a partir dos
anos 70 surgiram estudos mais detalhados quanto a aplicagdo da técnica para producao de ragao
animal enriquecida com proteinas obtidas a partir da FES, que utilizam residuos agroindustriais.
Isso indicou a viabilidade dessa fermentacao, associada ao uso desses residuos (Oliveira Junior,

2018).

A fermentacdo em estado solido, permite o crescimento de microrganismos em
ambiente com baixa umidade, ou seja, o limitado teor de 4gua encontra-se adsorvido ou
agregado ao meio, e tal condigdo simula o habitat natural de fungos selvagens, sendo propicia
para o cultivo desses microrganismos. Além disso, a FES favorece a obtencdo de extratos
enzimaticos concentrados, baixo consumo energético, menor desperdicio de agua, garante
maior estabilidade das enzimas quanto as variagdes de temperatura e pH, permitindo também a
utiliza¢ao de biomassa como substrato (Oliveira Junior, 2018; Dos Santos et al., 2018).

Na FES a principal biomassa utilizada sao as lignocelulosicas, ela ¢ considerada a fonte

renovavel mais abundante na natureza e inclui inumeros residuos agroindustriais, tais como

12



palhas, cascas, caules, farelo de trigo, residuos de arroz e soja, serragem, residuos de polpa e
papel, dentre outros. Esses materiais sdo fontes ricas de carbono e outros componentes
necessarios para sintese de produtos e biomoléculas (Oliveira Junior, 2018; Dos Santos et al.,
2018).

O Brasil possui uma grande e intensa produgdo agricola, por isso gera elevada
quantidade de residuos na agroindustria, e a aplicagcdo desses em bioprocessos e outros setores
da economia contribui para diminuir os problemas ambientais. Além disso, sdo fontes
renovaveis para producdo de biocombustiveis e outros produtos de interesse econdmico, tais
como as enzimas (Oliveira Junior, 2018; Dos Santos et al., 2018). Vale ressaltar ainda que,
durante a producdo de alimentos no mundo para consumo humano, cerca de um tergo ¢
desperdi¢ado ou perdido ressaltando, mais uma vez a importancia de utilizar meios a fim de

minimizar os impactos no ambiente (Manfredini, 2020).

Figura 9: Ilustrag@o de FES utilizando o farelo de arroz como substrato para o fungo Aspergillus

terreus VSP-22. Fonte: O autor.
A fermentacdo em estado sélido envolve trés estagios: sélido, liquido e gasoso. A fase

liquida trata-se do filme aquoso que entra em contato com as células do microrganismo, a fase

13



gasosa envolve os espagos entre as particulas, e a solida é composta pelo substrato e seus
nutrientes. Na fase liquida, ha a difusdo dos nutrientes e solutos para os microrganismos. Na
gasosa, hé a oxigenagdo e remocao do diéxido de carbono (CO,), dissipagdo de calor, dispersao

do vapor de dgua e compostos volateis (Manfredini, 2020).

1.4.  Sistemas Bifasicos Aquosos (SBA)

A etapa de purificagcdo de biomoléculas ¢ também denominada downstream processes,
e pode refletir até 90% do custo total do produto final. Devido a exigéncia por bioprodutos com
elevado grau de pureza, hd um aumento na demanda de métodos de purificacdo eficientes.
Existem inumeras técnicas de purificacao de produtos biotecnoldgicos, e a aplicagdo do produto

final é que determina a selecdo do método a ser empregado (Santos, 2019).

Os primeiros relatos sobre os sistemas bifasicos aquosos (SBAs) sao do final do século
XIX, quando Beijerinck ao misturar solu¢des aquosas de gelatina com agar ou amido soluvel,
observou a separagao espontanea em duas fases liquidas. No inicio do século XX, Ostwald e
Hertel observaram que a separacao das fases ocorria em diferentes concentragdes de diversas

fontes de amido (Santos, 2017).

Em 1950, Albertsson iniciou trabalhos utilizando os SBA nos processos de parti¢do e
extracdo de biomoléculas, devido ao fato da 4gua ser o principal componente dos sistemas.
Cerca de trinta anos mais tarde, os sistemas foram aplicados para extragdo de ions, pois 0 uso
da dgua como solvente garante um ambiente seguro para a separagdo de particulas sensiveis a
desnaturacdo. E no ano de 2015, Souza e colaboradores aplicaram liquidos i6nicos com o

objetivo de purificar lipases (Junqueira, 2019; Santos, 2017).

Os SBAs sao formados pela mistura de dois polimeros, um polimero e um sal (organico

ou inorganico), sal e um solvente organico, ou também por um liquido i6nico e sal inorganico.
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A formagdo das duas fases, deve-se a miscibilidade entre as solu¢des dos constituintes do
sistema, e das interacdes intermoleculares entre os mesmos. Desse modo, ao misturar essas
solugdes distintas, ha a formacao de duas fases, com diferentes composi¢des, mas ambas em
equilibrio termodinamico. Ao adicionar o composto a ser purificado, ele migra para uma das

fases de acordo com a sua afinidade (Alves, 2020).

Componentes Formadores dos SABs
B Componente 1
': @ Componenta 2
Componanta 3 - ﬁgua [Melo continua)

1
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Figura 10: Composigdo do Sistema Bifasico Aquoso (SBA). Fonte: Junqueira, 2019.

Os SBAs formados por PEG-dextrana e PEG-sal sdo os mais aplicados na pesquisa, mas
os sistemas que utilizam dextrana ndo sdo amplamente estudados em larga escala devido ao
elevado custo. Por isso, destacam-se o uso de sistemas utilizando PEG e sais, que apresentam
inimeras vantagens como alta seletividade, baixa viscosidade e rapida separacao das fases. No

entanto, as altas concentragdes de sal podem culminar na desnaturagdo de biomoléculas (Alves,

2020).

A parti¢do das biomoléculas em uma das fases ndo esta relacionada apenas as suas
caracteristicas como peso molecular, carga, hidrofobicidade e conformacdo. Mas também,

depende das caracteristicas dos constituintes do sistema como o sal € o polimero, e suas
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2.1.

propriedades fisico-quimicas como a massa molar do polimero, pH e presenca de ligantes ao

longo da cadeia do PEG (Alves, 2020).

A escolha do método de purificacdo SBA leva em conta suas inimeras vantagens, como
a elevada biocompatibilidade com os solutos, baixo custo, alta eficiéncia, capacidade de
particdo de biomoléculas e proteinas celulares de diferentes fontes. Além disso, também ¢
possivel destacar a facilidade de aplicacao em larga escala, operagao continua, e possibilidade
de integracdo com processos de clarificacdo e purificacdo, sendo que este Ultimo pode
contribuir para aumento do rendimento e redu¢do do custo do processo (Santos, 2019; Santos,

2017; Alves, 2020).

Outra caracteristica relevante desse método é sua baixa tensdo interfacial, e elevada
concentragdo de agua nas duas fases, o que reduz a probabilidade de desnaturacgdo, e isso
garante a manutencao da integridade da biomolécula, e consequentemente a preservacgao da sua
funcionalidade. No SBA, pode-se destacar também baixa viscosidade, alta polaridade e facil

reciclagem do meio (Santos, 2017; Alves, 2020).

2. Objetivos

Objetivo Geral

Produzir por fermentagao em estado s6lido e recuperar a protease de Aspergillus terreus

VSP-22 por sistema bifasico aquoso PEG/fosfato de sodio.

2.2. Objetivos Especificos

» Caracterizar a protease quanto a sua atividade em pH e temperaturas 6timas;

* Recuperar e purificar por sistema bifasico aquoso, utilizando o sistema PEG/fosfato de sodio

monobadsico e dibasico nas concentracdes 12,15 e 18%, e PEG 2000,4000 e 6000 g/mol;

» Avaliar a capacidade da protease quanto a coagulacao do leite antes da extragao;
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3.

3.1.

3.2.

Materiais e Métodos

Producao da Protease e Extrato Enzimatico

O fungo filamentoso, Aspergillus terreus VSP-22, pertence ao Departamento de
Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
de Sao Paulo. A produgdo da enzima protease ocorreu por meio do processo de fermentacgao
em estado solido utilizando 10 g de farelo de arroz ¢ 10 mL de células do fungo ressuspendidas
em agua pura, pelo periodo de 72 h, em temperatura ambiente.

O método de filtragao foi utilizado para separagdo do extrato enzimatico presente no
meio de fermentacdo. Inicialmente, foram adicionados ao meio de cultivo 50 mililitros de dgua
destilada, e este ficou no agitador de bancada por uma hora, a 120 rpm, em temperatura
ambiente. Posteriormente, a filtragdo foi executada com o auxilio de uma peneira, que
possibilitou a separagdo do meio sélido e do sobrenadante.

O extrato enzimatico foi armazenado em tubos Falcon de 50 mL, em temperatura de
4°C.

Extracao por Sistema Bifasico Aquoso

As proteases foram extraidas pelo método do sistema bifasico aquoso (SBA), preparado
a partir de solugdes anteriormente feitas de PEG 2000, 4000, 6000 (30% p/p); e sal fosfato de
s6dio monobasico e dibasico em diferentes concentragdes. A solugdo tampao foi adicionada
para se obter uma massa final de 5 g e, no primeiro sistema foi adicionado 0,5 mL do extrato

enzimatico, e no segundo o mesmo volume de 4gua destilada.
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Tabela 2: Niveis das variaveis utilizadas na extragdo de protease em Sistema Bifasico Aquoso.

Niveis

Variaveis 1 0 +1

2000 4000 6000
Massa Molar PEG! (g/mol)

12 15 18
Concentracao de PEG (%)

12 15 18
Concentraciao de Sal (%)
pH 6,2 7,0 7.8

'PEG: Polietilenoglicol

Subsequentemente, foi feita a agitagdo, em vortex, que permitiu solubilizar os sais e
misturar ambas as fases e, em seguida os sistemas foram agitados a 7.000 rpm por 10 minutos,
para visualizar a separagdo das fases por meio da decantacdo. Em cada fase foram mensurados
os volumes das fases superior ¢ inferior. Além disso, as proteases de cada fase foram testadas
quanto a atividade proteolitica e, também tiveram suas proteinas totais determinadas. Os
resultados obtidos serdo analisados no programa Statistica 10.0 (Statsoft, 2010).

3.2.1. Equacgoes para calculo das variaveis

As analises dos resultados foram realizadas a partir da atividade especifica, fator de
purificacdo, recuperagdo e rendimento. Também foram calculados os coeficientes de particao
das proteases e proteinas.

A atividade especifica (U/mg), foi determinada a partir da razdo entre a atividade
proteolitica (A), U/mL, e a concentracao total de proteina (C), mg/mL presentes na amostra

(Equacao 1):

O fator de purificagdo foi calculado a partir da razdo entre a atividade especifica da fase

superior (SAT) e atividade especifica do extrato enzimatico (SAex) (Equagao 2):
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3.3.

[SAlr
[SAlex

A recuperacao foi determinada a partir da razdo entre a atividade proteolitica das

FP =

proteases recuperadas (Ar) e, atividade proteolitica da protease do extrato enziméatico (Agx)

(Equacao 3):

A
R(%) = EXlOO

O rendimento foi definido por meio da razao entre a concentracao das proteinas totais

recuperadas (Cr) e as proteinas totais presentes no extrato enzimatico (Cex) (Equacao 4):

Cr
Y(%) = C_EXX100

O rendimento da extragdo por meio do SBA sera definido a partir do volume da fase,
superior ou inferior, na qual as proteinas sdo extraidas (Vx) e, também por meio da sua

concentracdo nessa mesma fase (Cx). As varidveis V1o e Cro sdo referentes ao volume e

concentragdo proteica total no sistema, respectivamente (Equagao 5):

100

(moxcy)

n (%) =

O coeficiente de partigdo da enzima foi calculado a partir da razdo de atividade da
protease na parte superior (Ar) e a inferior (AB) (Equacao 6):

Loa K AT
og a_AB

O coeficiente de partigdo das proteinas foi estimado a partir da relacdo entre a
concentracao de proteinas da fase superior (Cr) e, a concentracao na fase inferior (Cg) (Equagao

7):

Log kp = &
09 Kp = Cs
Atividade Proteolitica
A atividade proteolitica foi determinada a partir da solugdo de 125 uL de azocaseina a

1% em solugdo tampao fosfato de sdédio 0,1 M, pH 7,0, juntamente com 125 ul. da amostra
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34.

3.5.

durante 15 minutos a 37 °C (Charney e Tomarelli, 1947). Apds o término do tempo de
incubagdo, foram adicionados 750 uL da solucdo de acido tricloro acético (TCA) 5%, em
seguida a amostra foi centrifugada a 7.000 rpm por 5 minutos, em temperatura ambiente.
Posterior a centrifugacao, foi adicionado ao sobrenadante 1 mL da solugdo de hidroxido
de sodio (NaOH) 0,5M, e as leituras da absorbancia realizadas a 440 nm. A atividade
proteolitica foi expressa em unidades de atividade enzimatica (U). Uma unidade de atividade
(U) ¢ definida como a quantidade de enzimas necessarias para provocar um aumento de 1

densidade Optica, em uma hora.

Determinacao de Proteinas Totais

O método utilizado para indicar as concentragdes totais de proteinas foi o ensaio de
Bradford (1976), no qual 20 uL de amostra e I mL do reagente Bradford foram incubados por
5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, a leitura no espectrofotdmetro foi realizada a

595 nm.
Teste de Coagulaciao do Leite

A atividade de coagulacdo do leite foi realizada a partir da solugdo composta por 2,5
mL da solucdo de leite em p6 desnatado 10%, suplementado com CaCl, na concentragao 0,04
mol/L. Feito isto, a solu¢do ficou 10 minutos no banho termostéatico a uma temperatura de 35°C.
Em seguida, 0,25 mL do extrato enzimatico foi adicionado aos tubos que continham a mistura
reacional. Assim, ocorreu a formagao de coagulos no tubo e, a partir disso, foi determinado o

tempo em que se formaram as primeiras particulas.

Foi definida uma unidade de coagulagao do leite (MCU), para caracterizar a quantidade
de enzima necessaria para coagular 1 mL do substrato em 40 minutos a 35°C. O célculo foi
feito pela formula: MCU=2400 /t x S / E; onde t € o tempo necessario para a formagao do

coagulo, S ¢ o volume do leite, e E o volume da enzima (Silva et al., 2014).
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3.6. Caracterizacio da Protease
3.6.1. pH Otimo

Para determinagdao do pH 6timo, ou seja, o pH que permite a melhor atividade da
protease, foram preparadas solucdes tampao citrato-fosfato, fosfato de sddio e TRIS-HCL com

os pHs variando entre 5,0; 6,6; 7,4 ¢ 8,2. Todas as solu¢des tampao foram de 0,1 M.

3.6.2. Temperatura Otima

Para definir a temperatura 6tima, ou seja, a temperatura que permite melhor desempenho
da protease, foi utilizado o teste da atividade proteolitica para analise, no qual as enzimas foram
incubadas com 125uL de solucdo azocaseina 1% por 15 minutos nas temperaturas 15, 25,35 ¢

45°C.

4. Resultados e Discussao

4.1. Avaliacio da Extracio da Protease utilizando Sistema Bifasico Aquoso

PEG/fosfato de sodio

Na tabela 3, sdo apresentados todos os dados obtidos para os parametros fator de
purificacdo, recuperagdo, rendimento da extragcdo, Log Ka e Kp. Os resultados adquiridos por
meio do método do SBA mostram que foi possivel realizar a etapa da extracdao da protease e,
mesmo com a interferéncia do sal foram alcangados resultados consistentes para a pesquisa

realizada.
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Tabela 3: Avalia¢do da Extracdo da Protease utilizando Sistema Bifasico Aquoso PEG/fosfato de sodio.

Valores Reais Resultados

Run MPEG* CPEG® CSal* pH  V.AY Fase A.Ec F.P.f RE n" ngg ngﬁ

1 2000 12 12 6,2 050 _ UP 531,46 25263 1317 010 o 4
BP 1,01 0,48 15082 3127 :

2 6000 12 12 62 050 _UP 28800 1722842 1024 0,00 -028 -2,56
BP 59,80 35,77 19,67 0,90

3 2000 18 12 62 050 _UP 12480  7789,144 457 0,00 414 0,30
BP 0,90 0,56 0,00 0,00

4 6000 18 12 62 050 _UP 19296 1271195 7,19 0,00 -046 -2,68
BP 66,49 43,80 2120 097

5 2000 12 18 62 050 _UP 19535 14585 4530 233 510 1,15
BP 0,00 0,00 0,00 0,16

6 6000 12 18 62 050 _UP 89376 5279449 0,00 0,00 499 039
BP 0,9 0,53 31,69 0,00

7 2000 18 18 62 050 _UP 71904 3424354 29,04 0,00 4,90 0,40
BP 0,90 0,42 0,00 0,00

8 6000 18 18 62 050 _UP 51,14 37,08 830 143 438 3,10
BP 0,90 0,65 0,00 0,00

9 2000 12 12 78 050 _UP 757028 360527 1426 0,00 1,61 -1,58
BP 0,34 1,06 034 027

10 6000 12 12 78 050 _ UP 53568 3196022 18,76 0,00 0,35 -2,43
BP 36,40 21,72 830 0,59

11 2000 18 12 78 050 _ UP 502,90 300,84 1574 0,14 -0,07 -0,87
BP 57,31 34,28 18,92 1,09

12 6000 18 12 78 050 _ UP 19296 1210145 727 0,00 -038 -2,76
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BP 46,00 28,84 17,78 1,09

Valores Reais Resultados

R MPEG®* CPEG®  CSal H VAY F AE. F.P.f RE n Log  Log

un a P A ase 8 JN Jx. n Ka Kp
BP 0,9 0,59 0,00 0,00

14 6000 12 18 7.8 050  UP 37.86 23,74 20,06 2,81 4,77 343
BP 0,9 0,56 0,00 0,00

15 2000 18 18 7.8 050  UP 400,06 290,14 26,00 0,45 0,61 257
BP 16608 1204507 630 0,00

16 6000 18 18 7.8 050  UP 44640 23053,35 19,01 0,00 4.69 0,30
BP 0.9 0,00 0,00 0,00

17 4000 15 15 7.0 050  UP 26112 1562043 928 0,00 -029 -2.41
BP 69,07 41,32 18,13 0,07

18 4000 15 15 7.0 050  UP 35712 2228893 13,08 000 -0,14 2,18
BP 113,52 70,85 18,08 0,41

19 4000 15 15 7.0 050  UP 39.36 23,54 13,01 251 -0,10 067
BP 70,68 42,28 16,46 0,23

20 4000 15 15 7.0 050  UP 956,57 565,04 949 0,07 -030 -0,84
BP 97,68 57,70 19,10 0,52

UP-fase superior do SBA; BP-fase inferior do SBA; *Massa molar do PEG; ®Concentragdo de PEG; ‘Concentragio de fosfato de sodio; “Volume da amostra; *Atividade
especifica (U/mg); Fator de purificacdo; ERecuperagdo (%); "Rendimento da extragdo (%).



Os maiores resultados obtidos para Log Kp apresentados na tabela 3 foram 3,43; 3,10 e
2,57 referentes aos sistemas 14, 8 e 15, respectivamente, altos valores para esse pardmetro
indicam que as proteinas totais particionaram preferencialmente na fase superior do SBA. Foi
possivel observar que o aumento da massa molar do polimero de 2000 para 6000 influenciou
no aumento de tais resultados. Nascimento e colaboradores (2020), confirmou em sua pesquisa
que além da porcentagem, o aumento da massa molar de PEG também reflete no aumento do
valor de Kp.

As proteases particionaram majoritariamente na fase superior, regido rica em PEG, onde
o Log Ka ¢ positivo. Tal resultado deve-se ao efeito do sal que € presente em alta concentracao
na fase inferior do sistema. Contudo, o resultado também pode ser devido a maior afinidade da
enzima por um ambiente hidrofobico, que encontrado na fase rica em PEG, o que indica uma
biomolécula apolar (Gimenes, 2018).

Gimenes (2018), encontrou resultados de particdo semelhantes para a extracdo de
protease por meio de SBA PEG/sulfato de amonio, utilizando o mesmo microrganismo dessa
presente pesquisa. De Sena e colaboradores (2017), realizou a purificacdo de tanase de
Aspergillus tamarii URM 7115 por meio do SBA PEG/Citrato e as enzimas também
particionaram preferencialmente na fase superior, rica em PEG.

Segundo Wu e calobaradores (2017) a presenca de sal em um sistema que contém
polimero propicia uma distribuicao desigual dos ions e, por isso pode ser criado uma diferenca
de potencial entre as fases superior e inferior do SBA que por sua vez influencia na parti¢do
das enzimas. Esse autor constatou que a diferenca entre a hidrofobicidade e o potencial
interfacial entre as fases refor¢ou o efeito do sal, o qual favoreceu a parti¢do da bromelina na
fase superior.

Segundo a Tabela 3, os sistemas 5, 6, 7 e 15 forneceram os melhores valores para

recuperagao da enzima sendo 45,30; 31,69; 29,04 e 26%, respectivamente. Todos os resultados
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foram obtidos na fase superior do sistema e, possuem em comum a maxima concentracdo de
sal de 18%. Os dois melhores resultados, provenientes dos sistemas 6 e 7, possuem além da
concentragdo de sal, o mesmo valor de pH, 6,2.

Wu e colaboradores (2017), em sua pesquisa utilizando o sal NaCl no SBA PEG/NaCl
também obteve maior indice de recuperagao da bromelina que particionou na fase superior
quando houve aumento da concentracdo do sal de 1 para 5%. O trabalho de Gimenes (2018),
assim como esta pesquisa atingiu altos resultados para recuperagao da enzima quando esta foi
submetida a maxima concentracao de sal.

Quanto ao fator de purificacdo, alguns sistemas forneceram altos valores que nao eram
esperados, as possiveis hipoteses para tais resultados ¢ a interferéncia do sal. No decorrer dos
testes, foi observado precipitacdo ou formagao de cristais de sal nos sistemas durante a etapa
que incluia o uso do vortex para solubilizar os constituintes do SBA. Nestes o tempo necessario
para obter a completa solubiliza¢do foi superior quando comparado aos sistemas que nao
apresentaram a mesma situagao.

Por isso, foi selecionado, apenas, os resultados dos SBAs que durante a execucdo da
pesquisa permitiram conferir visualmente que ndo houve excedente do sal e dificuldade para
solubilizé-los. Ao analisar tais sistemas, ndo foi possivel estabelecer um padrdo da interferéncia
dos mesmos, pois os resultados inconsistentes foram encontrados em concentracdes baixas
(12%) e altas (18%) de fosfato de sodio.

O fator de purificag¢do € calculado utilizando a atividade especifica e, o calculo dessa
ultima ¢ determinada por meio dos valores de absorbancia obtidos a partir dos testes de
atividade proteolitica e determinagdo de proteinas totais. Os erros experimentais foram
observados no teste proteolitico, em que foram obtidos resultados superestimados durante a
analise das amostras, logo os demais calculos realizados a partir deste teste forneceram

resultados inconsistentes.
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Os maximos resultados obtidos para o fator de purificagdo foram 70,85; 57,70 e 43,80
vezes, nas fases inferiores dos sistemas 18, 20 e 4, respectivamente. Os dois maiores valores
compdem a categoria dos sistemas centrais e, possuem em comum todos os parametros. Ainda
na mesma categoria, no sistema 19, foi encontrado o quarto melhor indice referente ao fator de
purificacdo, 42,28 vezes.

Lario e colaboradores (2016), purificou a protease proveniente da Rhodotorula
mucilaginosa L7 por meio do SBA PEG/ Citrato de Sodio e Tartarato de Sodio e, utilizou as
mesmas massas molares de PEG dessa presente pesquisa. Ao avaliar a interferéncia do sal na
determinagdo da atividade enzimatica pelo método da azocaseina, encontrou que nos sistemas
compostos por PEG com peso molecular acima de 4000 ndao houve interferéncia significativa
dos resultados, pois houve exclusao nao especifica do polimero da superficie da proteina e um
efeito estabilizador na estrutura.

Tal resultado, coincide parcialmente com os obtidos nessa pesquisa e, explica os
resultados inconsistentes nos sistemas compostos por polimero com massa molar inferior,
enquanto os resultados dos sistemas que possuiam PEG 6000 podem possivelmente ter sido
influenciados pela alta concentracdo de fosfato de sodio (18%).

Quanto a avaliagdo do rendimento da protease, o melhor resultado, 31,37%, foi obtido
no sistema 1, composto pela menor massa molar de PEG, 2000, menores concentragdes do
polimero e sal, e 0 menor valor para pH, sendo 12%, 12% e 6,2, respectivamente. De Sena e
colaboradores (2017), confirmou que o aumento desses pardmetros reflete em menores
resultados para recuperagdo da tanase proveniente de Aspergillus tamrii URM 7115, resultados
que corroboram com o deste presente trabalho.

4.2. Atividade Proteolitica frente a Coagulacio do Leite
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Primeiramente, foi analisada a influéncia do cloreto de célcio (CaCly) sobre a atividade
de coagulagao do leite. A Figura 11, mostra a influéncia do aumento da concentragao de cloreto
de calcio no teste da atividade de coagulagdo do leite. E possivel observar que a atividade de
coagulagdo ¢ crescente de acordo aumento da concentracao de CaCl,, e que na concentragao
0,04 mol/L de CaCl, atinge 64,343 MCU. Em seguida, nota-se diminui¢cdo da atividade de
coagulagao.

120,00%
100,00%
80,00%
60,00%
40,00%
20,00%

0,00%

Atividade Proteolitica Relativa (%)

0,01 mol 0,02 mol 0,04 mol 0,06 mol 0,08 mol 1 mol

Concentracao CaCl, (mol/L)

Figura 11: Efeito da variagdo da concentragdo de CaCl, na atividade de coagulacdo do leite.

O caélcio ¢ descrito como uma substancia importante para a coagulacao do leite, pois €
capaz de criar condigdes isoelétricas e formar pontes entre as micelas da caseina. O aumento da
concentragdo de cdlcio reflete no aumento da coagulagdo, devido a neutralizacao dos residuos
negativos das micelas da caseina (grupos fosfoserina e carboxilicos) por meio dos complexos
Ca" e calcio-fosfato. Assim, a adi¢do da concentragio adequada garante além da reducio do
tempo de coagulacdo, o aumento da firmeza da coalhada (Merheb-Dini et al., 2010).

A atividade maxima de coagulacdo do leite foi na concentragao 0,04 mol/L de CaCl»
corroborando com os trabalhos de Merheb-Dini e colaboradores (2010) e Silva colaboradores

(2014), que relataram maior atividade proteolitica relativa utilizando a mesma concentragao de
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CaCl; para as proteases obtidas do fungo 7. indicae-seudaticae N31. Os pesquisadores Sato e
colaboradores (2018) e Slamani e colaboradores (2018), apresentaram maior atividade
proteolitica relativa nas concentra¢des 0,05 mol/ L de CaCl.

A partir da concentragdo 0,06 mol/L a atividade de coagulacao decresce e, segundo
Freitas e colaboradores (2016), as altas concentracdes desse sal pode reduzir o pH do leite,
resultando em menor taxa de agregacao e inativacao proteolitica. Merheb-Dini e colaboradores
(2010), também comprovaram que a atividade de coagulagdo diminui em concentragdes
superiores a 0,04 mol/L de CaCl», uma vez que tal efeito ocorre devido ao aumento da forca
i0nica ou saturagdo de residuos negativos das micelas.

4.3. Caracterizacio da protease
4.3.1. Efeito do pH sobre a Atividade Proteolitica

A influéncia da varia¢ao do pH no desempenho catalitico da protease foi avaliado nos
valores de pH 5; 6,6; 7,4 e 8,2 a 37°C, e em seguida foi realizada a atividade proteolitica. A
estabilidade da enzima apds purificagdo pelo SBA ¢ apresentada na Figura 12, pode-se observar
que a sua atividade ¢ crescente até atingir o ponto maximo no pH 7,4. Em seguida, hd um

pequeno declinio da sua atividade, no pH 8,2.
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Figura 12: Efeito da variacdo do pH na atividade proteolitica da enzima.
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A menor atividade proteolitica, 9,74 U/mL, foi encontrada no pH 5, o mais acido da
faixa selecionada. Tal resultado, deve-se a influéncia do pH na estrutura da enzima, que atua
alterando a sua conformagdo, alterando também seu sitio catalitico, o que reflete no
desempenho enzimatico (Da Silva et al.,, 2019). Alam e colaboradores (2018), também
confirmaram que o ambiente 4cido atenua a acao da atividade catalitica da protease.

Os melhores resultados,12,94 U/mL e 11,43 U/mL, refere-se aos pHs 7,4 ¢ 8,2,
respectivamente, o que indica que a enzima ¢ de fato uma protease (Gimenes, 2018). Os
resultados encontrados nesta pesquisa sdo andlogos aos de Gimenes (2018), que confirmou
melhores resultados até o pH 8 para a protease do microrganismo Aspergillus terrreus, VSP-
22. Da Silva e colaboradores (2019), encontraram resultados semelhantes ao do presente
trabalho, indicando que a faixa até o pH 7,5 permite melhor desempenho da protease.

Kumar e colaboradores (2017), confirmaram que o pH ¢ um parametro importante que
interfere diretamente na atividade proteolitica das enzimas, que atuam melhor nas condigdes
que atendem as caracteristicas da classe a qual pertencem, ou seja, enzimas com perfil neutro
atuam melhor na faixa de pH entre 7 e 7,5. Sendo assim, € possivel sugerir que a enzima alvo
deste estudo pertence a classe das proteases neutras, pois atingiu maior atividade catalitica no

pH 7,4.

4.3.2. Efeito da temperatura frente a Atividade Proteolitica

A influéncia da elevagdo da temperatura na protease no estado bruto, ou seja, antes da
purificacdo foi avaliada a fim de caracteriza-la e, assim, encontrar um padrao que fornega um
ambiente que potencialize a sua atividade catalitica. Para a realizacdo do estudo da temperatura
otima, foi determinado o pH 7 como ideal, em seguida foram selecionadas temperaturas entre

15 a45°C, com intervalos de 5°C. Logo, as amostras foram submetidas a atividade proteolitica.
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Figura 13: Efeito da variacdo da temperatura na atividade proteolitica da enzima.

A temperatura ¢ um fator crucial para o desempenho das proteases, por isso seus efeitos
sao claramente vistos e, a sua diminuicao afeta diretamente a taxa de reacdo da enzima (Kumar
et al., 2017). A enzima quando incubada a 15°C, fornece o menor valor para atividade
proteolitica, 9,39 U/mL, isso demonstra que ela ndo foi capaz de realizar plenamente sua agao
catalitica.

Conforme hé elevacdo da temperatura, a acdo catalitica também ¢ potencializada
(Kumar et al., 2017). Nas temperaturas 35 e 45 °C sdo encontrados os melhores resultados para
atividade proteolitica, 12,69 U/mL e 13,54 U/mL, respectivamente. Da Silva e colaboradores
(2019), encontram resultados semelhantes, onde a protease de Aspergillus oryzae NRRL 1911
atingiu picos maximos nas temperaturas entre 30 e 45°C.

Segundo Gimenes (2018), as proteases provenientes de Aspergillus terreus VSP-22
apresentam ampla faixa de temperatura, que variam entre 35 a 55°C. Além disso, este mesmo
trabalho também sugeriu que a enzima ndo ¢ estavel a altas temperaturas, pois 20 minutos de

incubagdo a temperaturas superiores a 45°C propiciaram sua inativagao.
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5. Conclusao

Por meio desta pesquisa, foi possivel obter a protease de Aspergillus terreus VSP-22
por meio da fermentacao em estado solido. A partir do extrato enzimatico foram realizados
testes de purificagdo pelo SBA que permitiu obter 31,69% da enzima purificada, além de um
fator de purificagdo que atingiu o maximo de 70,85 e, rendimento de 31,37%. As enzimas
particionaram preferencialmente na regiao superior do sistema, como pode ser observado pelos
valores positivos de Log Ka.

Quanto ao teste de atividade de coagulagdo do leite, a enzima no seu estado bruto
mostrou-se capaz de realizar a coagulagdo com eficiéncia e, o melhor desempenho foi obtido
no meio reacional que continha 0,04 mol/L de CaCl,. Os ensaios para caracterizagdo parcial da
enzima permitiram definir o pH 7,4 ¢ a temperatura de 45°C como melhores parametros que
potencializaram a acdo catalitica da biomolécula alvo do estudo.

Tais resultados contribuem positivamente para uma futura aplicacdo industrial da
protease, uma vez que € possivel produzir satisfatoriamente enzimas proteoliticas a partir de
um residuo agroindustrial (farelo de arroz). Além disso, os testes de aplicacdo da enzima para
coagulacdo do leite mostraram-se promissores. Todo o trabalho realizado evidencia a utiliza¢ao

e importancia das técnicas biotecnologicas na pesquisa.
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