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Resumo

No presente estudo, sistema de duas fases aquosas (SDFA) composto de polietilenoglicol
(PEG) e fosfato de potassio foi utilizado para avaliar a influéncia da massa molar do PEG
(MMPEG), concentracdo do PEG (CPEG) e concentracdo de fosfato (CFOSF) na particdo da
protease produzida por cultivo submerso de Pleurotus albidus DPUA 1692. As maiores CPEG e
CFOSF exerceram efeitos positivos no rendimento de particdo das proteases. Levando em
consideracdo o fator de purificacdo foi observado que maiores valores de MMPEG, CPEG e
CFOSF promoveram resultados superiores. As melhores condi¢bes de extracdao foram obtidas
com 6000 g molt! (MMPEG), 19,7 % (CPEG) e 17,7 % (CFOSF), que proporcionaram
rendimento de 78,57 % e fator de purificacdo de 1,65. Os resultados obtidos neste estudo
revelaram que maiores massa molares de PEG geram melhor resultados e que SDFA pode ser
empregado como técnica de purificagdo de baixa resolugdo a fim de extrair proteases do meio
fermentado de Pleurotus albidus DPUA 1692.
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Introducéo

O desenvolvimento de novos processos de extracdo e purificacdo de proteinas é uma etapa
limitante na producdo de bioprodutos. A extracdo liquido-liquido € um sistema formado por duas
fases aquosas imisciveis ou parcialmente misciveis entre si, obtidas pela adicdo de polimeros
hidrofilicos ou um desses polimeros e um sal (Porto et al., 2008). As proteases somam cerca de
60% do total de enzimas comercializadas mundialmente (Gupta et al., 2008). Esses
biocatalisadores tém uma grande variedade de aplicagdes biotecnoldgicas, principalmente em
formulacdo de detergentes, bebidas e processamento de alimentos, amaciamento de couro,
tratamento de aguas residuais e formulacdes médicas (Merheb et al., 2007). Os fungos fazem
parte do grupo de organismos investigados quanto a producdo destas enzimas, e como produtores
destas moléculas apresentam muitas vantagens. Um desses beneficios se deve ao fato de que as
enzimas produzidas sdao normalmente extracelulares, facilitando sua recuperacdo (Germano et
al., 2003). O género Pleurotus compreende um grupo de cogumelos comestiveis de interesse
comercial devido a seu sabor refinado, capacidade de produzir biocompostos antitumorais,
antivirais, antibioticos, anti-inflamatérios, antioxidantes entre outros. O cultivo deste fungo vem
crescendo devido principalmente a menor complexidade das técnicas de cultivo, e sua
capacidade de adaptar-se a diferentes meios de crescimento, gragas a sua capacidade em produzir
uma grande variedade de enzimas (Campos et al., 2010; Lechner e Albert6, 2011). Porém, ha
caréncia de estudos reportando a purificacdo de proteases produzidas por P. albidus encontrados
na Amazdnia. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da massa molar do PEG
(MMPEG), concentracdo do PEG (CPEG) e concentracdo de fosfato (CFOSF) no rendimento e
na purificacdo de protease produzida por P. albidus DPUA 1692.

Material e Métodos

Culturas viaveis e puras de P. albidus reativadas em agar batata dextrose + extrato de levedura
0,5% (p/v) foram usadas neste trabalho. Para o bioprocesso foram utilizados frascos Erlenmeyer
(125 mL) nos quais foram adicionados 50 mL de meio de cultivo GYP que foram esterilizados
por 15 minutos. Em seguida foram adicionados ao meio de cultivo discos miceliais de 5 mm de

P. albidus e a fermentacdo submersa foi conduzida durante cinco dias, a 30 °C em agitador

356



orbital a 150 rpm. Posteriormente os extratos foram filtrados em papel de filtro comum. O
filtrado foi submetido ao processo de extracdo liquido-liquido utilizando o sistema de duas fases
aquosas (SDFA) que foi preparado utilizando solugdo de polietilenoglicol de diferentes pesos
moleculares (550, 4000 e 6000), a 50%, solu¢do de Sais de Fosfato de 40 % e extrato enzimatico,
constituindo uma massa total de 3 gramas. Em tubos conicos graduados (15 mL), quantidades
necessarias de PEG e de sal foram misturadas para a manutencdo do pH 5,8 e, em seguida, o
contetido destes tubos foi agitado em vortex, adicionando-se em seguida 0 extrato enzimatico.
ApOs agitacdo em vortex, os SDFA permaneceram em repouso até separacdo das fases.
Posteriormente os volumes das fases foram medidos, as fases foram coletadas e analisadas
guanto a concentracdo de proteinas totais utilizando-se o Kit Comercial Doles, Brasil. A
atividade proteolitica foi determinada de acordo com a metodologia descrita por Leighton et al.
(1973) que utiliza azocaseina a 1% (p/v) como substrato enziméatico. Uma unidade de atividade
proteolitica foi definida como a quantidade de enzima capaz de produzir um aumento na
absorbancia de 0,1 em 1 hora e expressa em U/mL. Para avaliacdo da purificacdo pelo SDFA

foram avaliados os parametros (rendimento e fator de purificacao).

Resultados e Discussao

Para avaliacdo da purificacdo das proteinas pelo sistema de duas fases aquosas foram analisadas
as respostas, rendimento e fator de purificagdo. Para o sistema composto por 550 g mol
Y MMPEG), 16,7 % (CPEG) e 14,8 % (CFOSF) ndo foram observados valores de rendimento
extrativo e de fator de purificacdo. Com a utilizacdo de PEG com massa molecular de 500 g mol-
1 foram observados apenas valores intermediérios de rendimento e de fator de purificacdo. Em
relacdo ao rendimento extrativo os trés maiores valores deste parametro (62,08; 69,15 e 78,57)
foram observados quando foram empregadas concentracdes de 19, 7 % (PEG) e 17,7 % (sais de
fosfato), independementemente da massa molar de PEG utilizada no sistema. Os resultados
obtidos neste estudo variaram de 3,93 % a 78,57 %. Os menores de rendimento foram
observados quando foram empregadas 6000 g mol “}(MMPEG), 11,8 % (CPEG) e 9,8 %
(CFOSF). Os maiores rendimentos (78,57%) observados para P. albidus obtidos foram
verificados quando utilizou-se 6000 g mol*(MMPEG), 19,7 % (CPEG) e 17,7 % (CFOSF). Em
relacdo ao fator de purificacdo verificou-se que o maior (1,65) e o menor valor (0,08) do fator de
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purificacdo foram obtidos com a utilizagdo de 6000 g mol"{(MMPEG). O menor valor para este
parametro foi observado com MMPEG (6000 g mol -1), CPEG (11,8 %), CFOSF (9,8 %), ao
passo que o maior valor do fator de purificacdo foi encontrado quando foram utilizados MMPEG
(6000 g mol -1), CPEG (19,7 %) e CFOSF (17,7 %). Houve incremento deste pardmetro com a
elevacao de (CPEG) e de (CFOSF).

O rendimento indica quanto (em %) da proteina de interesse ativa presente no material de partida
foi recuperado ao final da purificagdo. Em relacdo a este parametro verificou-se que CPEG e
CFOSF exerceram efeitos positivos, isso significa que o aumento de CPEG e CFOSF favoreceu
0 incremento deste parametro. Porém, a elevacdo da MMPEG né&o influenciou positivamente no
rendimento extrativo das proteases excretadas por P. albidus. Este resultado difere daqueles
obtidos por Ratanapongleka (2010) que ao utilizar PEG de baixas massas molares observaram
elevacdo de 80 % no rendimento de lacases extraidas de Agaricusbisporus. Além disso, 0s
resultados obtidos neste estudo sdo inferiores aos encontrados por Cavalcanti et al. (2008) que
reportaram rendimentos de 168 % na extracdo de fosfolipase C utilizando SDFA composto por
PEG/ fosfato. Segundo Mayerhoffet al. (2004) altos valores na recuperacdo dessas biomoléculas
podem ser explicadas pela diminuicdo na concentracdo de inibidores enzimaticos e ativacdo da
enzima pela interagdo com 0s componentes do sistema que podem favorecer a atividade
enzimatica. Quanto ao fator de purificacdo verificou-se influéncia positiva com a elevacdo dos
parametros MMPEG, CPEG, CFOSF. Estes resultados corroboram com aqueles obtidos por
Kirsch et al., 2012 que verificaram interacdo significativa e positiva entre MMPEG, CPEG e
CFOSF, indicando que aumento simultaneo destas trés variaveis contribuiram para melhorar o

fator de purificacdo de proteases excretadas por Lentinus citrinus.

Concluséo

O sistema de duas fases aquosas de PEG / fosfato aquosa revelou baixa eficiéncia na purificagdo
total de proteases a partir de P. albidus, embora represente uma ferramenta simples,
economicamente vidvel e promissora para uso nas etapas iniciais de processos de purificacao

enzimatica.
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