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O FUNGO AMAZONICO Penicillium purpurogenum CFAM
214 PRODUZ PROTEASES ALCALINAS TERMOESTAVEIS
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Resumo: O género Penicillium é amplamente utilizado na produgao de biomoléculas
com diversas aplicagdes industriais, e o uso de linhagens amazbonicas é especialmente
importante devido a sua diversidade genética tinica, que pode resultar na produgao
de enzimas com propriedades bioativas distintas. Assim, o objetivo deste trabalho
foi investigar a produgao de protefnas e caracterizar as proteases de P. purpurogenum
CFAM 214. A linhagem faingica foi reativada da Cole¢ao de Fungos da Amazodnia
(CFAM), cultivada em diferentes meios de cultura, Batata Dextrose e Levedura (BDL),
Yeast Extract Sucrose (YES), International Streptomyces Project 2 (ISP2) e Sabouraud
(SB), que foram subsequentemente analisados por Cromatografia Liquida acoplado ao
Espectrometro de Massas (LC-MS). Entre esses, um meio de cultura foi selecionado
e realizada a curva de produgao de proteinas e proteases durante 168 horas. Além
disso, foi analisado o perfil proteico por eletroforese unidimensional. O efeito do pH
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e da temperatura na atividade proteolitica foi avaliado variando essas condig¢des. Os
dados foram analisados com analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey. A analise
cromatografica revelou que o meio SB induziu a maior diversidade de biomoléculas,
seguido por YES e BDL. No meio SB, a produgao de proteinas totais atingiu um pico de
1,7 pg/pL em 120 horas. A analise por eletroforese unidimensional indicou protefnas
extracelulares predominantes entre 50 e 150 kDa. A atividade proteolitica foi maxima
em 104,23 U/mL também em 120 horas e as proteases apresentaram estabilidade em
pH 8 e 50°C. Portanto, esses resultados indicam que P. purpurogenum CFAM 214 é uma
fonte promissora de proteases, com potencial para aplicagdes industriais nas areas de
limpeza, alimentos, medicamentos e texteis.

Palavras-chave: Fungo filamentoso; secretoma; perfil cromatografico; perfil proteico.

1 INTRODUCAO

O genero Penicillium esta entre os mais comuns fungos anamorficos,
amplamente distribuido em diversos ambientes e que demonstra facil
adaptacdo, sendo capaz de crescer em condi¢des variadas de temperatura,
umidade, pH e concentragao de oxigenio (Alves et al., 2022; Barbosa et al., 2022).
Essa plasticidade ecologica permite que espécies de Penicillium prosperem em
diferentes nichos, o que tem despertado grande interesse em suas propriedades
biotecnologicas (Li et al., 2024). Essas espécies sao frequentemente exploradas
como fontes de biocompostos que, além de degradarem substratos organicos,
possuem propriedades antioxidantes, anticancerigenas e antibacterianas.
Tais caracteristicas tornam esses fungos valiosos para aplicagdes industriais
nas areas de alimentos, medicamentos, biocombustiveis e em processos de
biorremedia¢ao (Akaniro et al., 2023; Zhang et al., 2021).

O meio de cultivo é um dos fatores-chave que influenciam a produgao
de metabolitos secundarios e compostos bioativos por fungos filamentosos.
A composicao e os parametros do meio impactam diretamente a quantidade
e a diversidade dos biocompostos produzidos (Araujo et al., 2022).
Tradicionalmente, o batata dextrose agar (BDA) é amplamente utilizado
para o isolamento e crescimento de microfungos, mas estudos recentes
téem demonstrado que a otimizacdo dos meios de cultura pode aumentar
significativamente a sintese de biomoléculas de interesse industrial, como
antibidticos, enzimas e outras moléculas bioativas (Ferreira et al., 2019; Shruthi;
Achur; Nayaka Boramuthi, 2020).

Entre os compostos bioativos sintetizados por Penicillium sp., destacam-
se as proteases, enzimas que atuam na clivagem de proteinas em aminoacidos
e peptideos (Oyeagu et al., 2023). Esses biocatalisadores tem ampla aplicagao
na fabricagdo de queijos, bebidas, detergentes e no beneficiamento do couro
(Nouri; Sadeghi; Marefat, 2024; Pawar; Singh; Singh, 2023). O mercado global de
proteases, avaliado em aproximadamente US$ 3 bilhoes, continua em expansao
com uma taxa de crescimento anual projetada de 6,1% até 2024, impulsionada
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pela demanda em setores como os de biotecnologia, farmacéutico e alimenticio
(Song et al., 2023; Troncoso; Sanchez; Ferreira, 2022).

Para aproveitar o potencial biotecnologico dos biocatalisadores
proteoliticos de Penicillium sp., sao necessarios estudos de caracterizagao
bioquimica para identificar as condigdes dtimas de atividade catalitica (Behera
et al., 2021). Baseado nisso, em testes in vitro, sao avaliados geralmente os
efeitos do pH e da temperatura na atividade de proteases, entre outros. As
proteases de P. chrysogenum, com atividade 6tima em pH 10 a 80 °C, mostraram
potencial para uso na indtistria textil (Benmrad ef al., 2018), enquanto enzimas
proteoliticas de P. citrinum demonstraram atividade significativa em pH 8 a
40 °C, sendo indicadas para uso na elabora¢do de molhos de peixes (Xie; Xiao;
Gao, 2016).

Diante disso, o presente estudo visa reconhecer o potencial biotecnologico
das proteases produzidas pelo fungo amazonico Penicillium purpurogenum
CFAM 214, com foco na avaliagao de sua atividade enzimatica em diferentes
condigdes, objetivando identificar possiveis aplicagdes industriais.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismos

Nesta pesquisa foi utilizada a linhagem de Penicillium purpurogenum
CFAM 214, cedida pela Colecao de Fungos da Amazodnia (CFAM), do Instituto
Lednidas e Maria Deane (ILMD/Fiocruz Amazdnia), Manaus, Amazonas,
Brasil. Da cultura preservada em agua destilada esterilizada, o P. purpurogenum
CFAM 214 foi transferido para agar extrato de malte (MEA), em placas de Petri
(Pitt, 1990). Os cultivos foram mantidos a 28 °C, por sete dias.

2.2 Preparo de inoculo

Para obtengao da suspensao de esporos, foi adicionado 1 mL de agua
destilada esterilizada em cada cultura de P. purpurogenum CFAM 214, mantidas
em tubos de ensaio contendo Batata Dextrose Agar (BDA), por sete dias. Apos
esse periodo, foram preparadas solugoes de esporos (1 x 10° esporos/mL) para
uso nos bioprocessos em meio liquido (Batista Junior et al., 2021).

2.3 Avaliac¢ao dos meios de cultivo para produg¢ao de biocompostos

Para selecionar o meio de cultivo que induz a produgao de compostos
bioativos, foram utilizados os meios descritos na Tabela 1. O bioprocesso foi
conduzido em frascos Erlenmeyer de 50 mL, contendo 25 mL de cada meio,
durante sete dias a 28 °C, em condi¢0es estacionarias (Batista Junior et al., 2021).
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Tabela 1 — Composi¢dao dos meios de cultivo utilizados para produgao de
biocompostos por P. purpurogenum CFAM 214.

Meios de cultivo Composigao (g/L)
Batata (200), dextrose (20), extrato de
Batata Dextrose e Levedura (BDL)
levedura (4)
Yeast Extract Sucrose (YES) Sacarose (150), extrato de levedura (20),
International Streptomyces Project 2 | Amido (10), extrato de levedura (4), glicose
(ISP2) (10), extrato de malte (4)
Sabouraud (SB) Dextrose (20), peptona (10)

Ao término do bioprocesso, os secretomas foram separados da massa
micelial por filtragao a vacuo, seguida de duas etapas de filtragao com seringa,
utilizando membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF) com porosidade
de 0,45 pm e 0,22 pm, respectivamente. Em seguida, o caldo foi misturado com
acetato de etila por 48 horas. Apos esse periodo, o solvente foi evaporado e os
extratos organicos foram submetidos a avaliagao do perfil cromatografico para
identificar o meio de cultivo que melhor induziu a produgao de biocompostos
(Batista Junior et al., 2021).

2.4 Analise do perfil cromatografico

Uma quantidade de 1 mg dos extratos obtidos com acetato de etila foi
ressuspendida em 1 mL de metanol grau HPLC e homogeinezada em banho
ultrassonico para melhor solubilizagdo. As amostras foram analisadas por
cromatografia liquida acoplada ao espectrometro de massas (LC-MS) utilizando
um cromatografo Acella® (ThermoScientific), com detec¢ao simultanea por um
detector de arranjo de diodos (PDA) e um detector de espectrometro de massas
(EM) (Thermo Scientific TSQ Quantum Access). A regiao do UV analisada
foi de 200 a 400 nm e a coluna foi de C18, onde se empregou um gradiente
exploratorio, no qual A era o metanol e B a 4gua na proporgao 10:90 (v/v).

2.5 Cultivo submerso e proteinas totais

Foi preparada uma suspensao de conidios em agua destilada, a partir
da qual foram inoculadas (concentracao de 2,0x10° conidios/mL) no frasco
Erlenmeyer contendo 75 mL do meio de cultura Sabouraud. O experimento foi
realizado em duplicata, com cultivo submerso em condigdes estaticas a 28°C,
durante 168 horas. A cada 24 horas, duas aliquotas foram retiradas para analise.

Para avaliar a concentragao de proteinas totais em cada secretoma,
foram utilizadas as aliquotas coletadas a cada 24 horas. A quantificagao foi
realizada utilizando o ensaio fluorimétrico Qubit® 3.0, seguindo instru¢des do
fabricante.
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2.6 Analise por eletroforese unidimensional

Uma suspensdo (concentragao de 2,0x10° conidios/mL) foi inoculada
em 150 mL de meio de cultura Sabouraud. A fermentagao submersa aconteceu
a 28°C por 120 horas, em duplicata. Apos o cultivo, o caldo fermentado foi
separado do micélio por filtragao a vacuo, seguido por filtragao com membranas
de polifluoreto de vinilideno (PVDEF) de 0,45 pm e 0,22 pm. Os sobrenadantes
foram concentrados em cartucho centriprep 3kDa através de sucessivas
centrifugac¢des a 4400 rpm, resultando em um concentrado de 5 mL.

As proteinas das amostras foram precipitadas com acetona gelada e
acido tricloroacético, na proporcao de 1:0,6 (amostra/solvente), agitadas em
vortex e incubadas por 24 horas. A solubilizag¢ao proteica foi realizada com a
solugdo ureia/tioureia (8M/2M). A quantificagao das proteinas totais foi feita
com o ensaio fluorimétrico Qubit® 3.0.

Para visualizag¢ao do perfil proteico do P. purpurogenum, 35 ng de
proteinas foram diluidos em tampao Laemmli [2x] e preparados para
eletroforese em gel de poliacrilamida a 15%. A eletroforese foi realizada a 80
volts e 15 mA/gel por 3 horas. Os géis foram corados com Coomassie Brilliant
Blue R-250 e escaneados.

2.7 Determinagao da atividade proteolitica

Para determinar a atividade proteolitica, os secretomas obtidos nos
intervalos a cada 24 horas (item 2.5) foram submetidos a avaliagao quantitativa
de proteases. Adicionou-se 0,5 mL de extrato bruto a tubos de ensaio contendo
1,5 mL de solugdo caseina 2% (p/v) e 1 mL de tampao fosfato 0,15 M, pH 7,5.
A mistura reacional foi mantida a 28°C por 30 minutos. Apos esse periodo,
a reagao foi paralisada com 3 mL de acido tricloroacético 0,4M, seguido de
centrifugac¢do a 4000 rpm, a 4 °C por 20 minutos. Uma unidade de atividade
proteolitica foi definida como a quantidade de enzima capaz de produzir
um aumento na absorbancia de 0,01 em 1 hora a 280 nm, com os resultados
expressos em U/mL (Fleuri; Sato, 2008).

2.8 Efeito do pH e da temperatura na atividade proteolitica

Para avaliar o pH 6timo, a caseina foi diluida em solugao tampao 0,1M:
acetato de sodio (pH 6,5 e 7,0), Tris-HCI (pH 7,5 e 8,0) e glicina-NaOH (pH 8,5 e
9,0). Apos uma hora de reagao a 25°C, a atividade proteolitica foi determinada
conforme descrito no item 2.7. Para determinar o efeito da temperatura na
atividade proteolitica, o extrato enzimatico e a solu¢dao de caseina foram
incubados em uma faixa de 30°C a 70°C durante uma hora. Os resultados
foram expressos como atividade relativa em todos os experimentos (Martim et
al., 2017; Souza et al., 2015).
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2.9 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA)
com teste de Tukey a 5% de significancia, utilizando o programa Minitab 18.0.

3 RESULTADOS

3.1 Selec¢ao do meio de cultivo para produgao de biocompostos

Os perfis cromatograficos dos extratos de P. purpurogenum cultivados
em diferentes meios de cultura (BDL, SB, YES e ISP2) revelaram variagdes
significativas nos compostos produzidos, conforme ilustrado na Figura
1. No meio SB, observou-se um perfil complexo, com picos distribuidos
principalmente entre 14 e 20 minutos, indicando a presenca de uma ampla
gama de biocompostos. Em comparag¢ao, o meio BDL apresentou picos menos
intensos e concentrados entre 15 e 18 minutos, enquanto o meio YES destacou-
se com um pico significativo em aproximadamente 19 minutos, mas com menor
diversidade de picos adicionais. O perfil cromatografico do meio ISP2 mostrou
alguns picos relevantes, embora menos diversificados do que o SB.

Figura 1 — Perfis cromatograficos de Penicillium purpurogenum CFAM 214
cultivado em diferentes meios de cultura, obtidos por LC-MS com detecgao
UV (200-400nm) e tempo de retengao de 25 minutos. BDL — Batata Dextrose e
Levedura; SB — Sabouraud; YES — Yeast Extract Sucrose; ISP2 — International
Streptomyces Project 2.
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Com base nesses resultados, o meio SB foi selecionado para as analises
subsequentes devido a sua capacidade de promover a produgao de uma maior
diversidade de compostos.
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3.2 Produgao de proteinas e analise do perfil proteico por eletroforese

A curva da Figura 2 mostra a variagdo na produgao de proteinas totais
ao longo de 168 horas de cultivo de P. purpurogenum. A produgao foi baixa nas
primeiras 24 horas (0,19 pg/pL), aumentando continuamente até 72 horas (1,0
pg/pL) e atingindo o pico em 120 horas (1,7 pg/pL). Apds esse pico, houve
uma leve redugao para 1,6 ng/pL em 144 horas e 1,33 pg/pL em 168 horas.
Além disso, o teste de Tukey mostrou diferencas significativas entre os tempos
de cultivo (p <0,05), com o pico em 120 horas sendo significativamente superior
aos demais.

Figura 2 — Curva de produgao de proteinas totais no meio de cultura Sabouraud
pelo fungo Penicillium purpurogenum CFAM 214 durante 168 horas. As letras (a-
f) diferentes indicam que ha uma diferenca significativa (p < 0,05).
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A analise por eletroforese unidimensional do secretoma de P.
purpurogenum em 120 horas de cultivo revelou a presenga de varias proteinas
extracelulares em uma ampla faixa de pesos moleculares, variando entre 50 e
150 kDa (Figura 3). A principal concentracao de proteinas foi observada na faixa
entre 75 e 150 kDa, com bandas de maior intensidade (Figura3 -Rép 1 e 2). A
repeti¢ao desse perfil nas duas réplicas biologicas, indicam uma consisténcia na
produgao de proteinas nesse intervalo de pesos moleculares.

As bandas de menor intensidade, localizadas abaixo de 75 kDa, também
foram observadas. De forma complementar, a auséncia de bandas significativas
abaixo de 50 kDa sugere uma menor produgdo de proteinas de baixo peso
molecular no periodo de 120 horas de cultivo (Figura 3).
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Figura 3 — Perfil proteico por eletroforese unidimensional do secretoma de
Penicillium purpurogenum CFAM 214 no meio de cultura Sabouraud no periodo
de 120 horas. MM — marcador molecular; Rép-1 — amostra da réplica biologica
1; Rép-2 — amostra da réplica biologica 2.
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3.3 Producao e caracterizagao fisico-quimica das enzimas proteoliticas

A produgao de proteases por P. purpurogenum apresentou diferengas
significativas ao longo do tempo de cultivo. O pico maximo foi observado em
120 horas, com uma atividade de 104,23 U/mL, sendo estatisticamente superior
aos demais tempos (p < 0,05). Inicialmente, a atividade proteolitica aumentou
progressivamente desde 24 horas (76,90 U/mL) até 96 horas (98,37 U/mL).

Apds o pico, houve uma queda significativa, com a atividade reduzida para
82,93 U/mL em 168 horas.
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Figura 4 — Curva de producao da enzima protease no meio de cultura
Sabouraud pelo fungo Penicillium purpurogenum CFAM 214 durante 168 horas.
As letras (a-d) diferentes indicam que ha uma diferenca significativa (p < 0,05).
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Para caracterizar as proteases da linhagem P. purpurogenum CFAM
214, verificou-se a estabilidade da atividade enzimatica em diferentes pH e
temperaturas (Figura 5). Com isso, observou-se que a enzima se manteve ativa
em uma ampla faixa de pH, com atividade proxima de 100% nos pH 6,5, 7,0
e 7,5. A atividade maxima foi registrada no pH 8, com valor estatisticamente
igual aos pH anteriores (p > 0,05). Entretanto, a partir do pH 8,5, houve uma
reducao significativa na atividade proteolitica (Figura 5-A).

Em relagdo a influéncia da temperatura na atividade proteolitica de
P. purpurogenum, a enzima demonstrou estabilidade e manteve-se ativa em
temperaturas elevadas, com a atividade relativa aumentando significativamente
com o incremento da temperatura, atingindo o pico a 50°C, onde a atividade foi
estatisticamente superior (p < 0,05) em relagdo as outras temperaturas. Ja em
60°C e 70°C, houve redugao na atividade enzimatica, que foi significativamente
menor do que a observada a 50°C (p < 0,05) (Figura 5-B).

Destaques Académicos, Lajeado, v. 16, n. 3, p. 517-534, 2024. ISSN 2176-3070 525



Figura 5 — Efeito do pH (A) e da temperatura (B) nas atividades da protease
presente no secretoma de Penicillium purpurogenum CFAM 214 produzido em
120 horas. As letras (a-c) diferentes indicam que ha uma diferenga significativa
(p < 0,05).
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4 DISCUSSAO

No presente estudo, verificou-se que a composigao nutricional dos meios
de cultivo influenciou a sintese de biomoléculas pela linhagem Amazonica P.
purpurogenum CFAM 214, como evidenciado pelas diferengas entre os perfis
cromatograficos. Zain et al. (2011) observaram que P. janthinellum, quando
cultivado em SB e YES, sintetizou diferentes compostos bioativos, incluindo o
acido kojico, um importante agente despigmentante com ampla aplicagao na
indtistria de cosméticos. Elias et al. (2006) e Zain et al. (2011) também constataram
que a composi¢dao do meio de cultura influenciou a sintese de moléculas por P.
verrucosum e P. duclauxii, respectivamente.

Os processos biotecnologicos com Penicillium sao influenciados por
fatores como a quantidade e relagao de carbono e nitrogénio, minerais, fons
inorganicos, agua, pH, luminosidade e oxigéenio. Esses parametros afetam
a esporulagao, produg¢ao de compostos bioativo e biomassa (Boratynski et
al., 2018; Souza et al., 2015; Zukovski et al., 2017). Nesse sentido, a literatura
cientifica demonstra que o meio de cultura Sabouraud possui caracteristicas
nutricionais que favorecem seu uso em bioprocessos com espécies de Penicillium.
No estudo de Barborakova et al. (2012), verificaram que, com a utilizagao da
glicose, existe uma dose-dependéncia bastante especifica para a otimiza¢do da
produgao de compostos antimicrobianos por P. scabrosum. Em concordancia
com resultados de diversos estudos com outros fungos, Alhelli et al. (2018)
constataram que a adi¢ao ao substrato de peptona, uma fonte de nitrogenio,
incrementou a produgdo de lipase por P. candidum. Além disso, Acharya e Hare
(2022) mencionaram que, como um ingrediente do meio Sabouraud, a peptona

Destaques Académicos, Lajeado, v. 16, n. 3, p. 517-534, 2024. ISSN 2176-3070 526



fornece nitrogéenio, carbono e aminoacidos essenciais para o crescimento ideal
de fungos.

Em relagdo as proteinas totais, este variou ao longo do bioprocessos em
meio liquido. No secretoma de P. purpurogenum CFAM 214, a concentragao de
proteinas alcangou um valor significativo de 1,7 ng/nL apds 120 horas, o que é
superior ao observado em outras espécies de Penicillium relatadas na literatura.
Por exemplo, P. nalgiovense apresentou 1,0 ng/pL (Papagianni; Sergelidis, 2014),
P. chrysogenum registrou 1,0 ng/pL (Benito et al., 2002) e P. citrinum alcangou
1,22 pg/pL (Wen; Guo; Chen, 2014). Essa concentragao, embora significativa
para P. purpurogenum CFAM 214, é inferior aos valores observados em outras
culturas de fungos, onde rendimentos entre 2 e 10 pg/pL de proteinas totais sao
comuns sob condi¢des otimizadas, dependendo se as proteinas sao extraidas de
hifas, esporos ou do secretoma (Benmrad et al., 2018; Garrigues et al., 2017).
Esse fator enfatiza a necessidade de levar em conta a origem do material
biologico ao analisar o rendimento proteico. Além disso, sugere que ainda
ha potencial para melhorar os parametros de cultivo dessa cepa. A analise da
biossintese e secre¢ao de proteinas durante o processo fermentativo serve como
base inicial para determinar as condi¢des 6timas de produgéo e possibilitar o
aproveitamento industrial dessas biomoléculas (Alhelli et al., 2018).

Apesar do rendimento proteico modesto de P. purpurogenum CFAM 214,
o perfil de eletroforese revelou a presenga de proteinas com pesos moleculares
variando entre 50kDa e 150kDa. Em contraste, estudos de Aissaoui et al. (2014);
Benito et al. (2002); Xie; Xiao; Gao (2016) mostraram que, nos extratos de P.
chrysogenum, P. digitatum e P. citrinum, os pesos moleculares das proteases
foram de 35 kDa, 30 kDa e 32,27 kDa, respectivamente. Além disso, as proteases
podem apresentar uma ampla gama de pesos moleculares, dependendo do
organismo e da classe, como as metaloproteases, que téem pesos moleculares
mais elevados, variando de 30 a 90 kDa (Monod et al., 1993; Pereira et al., 2009).

Quanto a produgao de proteases, resultados de outras cepas amazonicas
de Penicillium também foram reportados por Souza et al. (2015). O fungo do
presente estudo, P. purpurogenum CFAM 214, apresentou atividade proteolitica
de 104,23 U/mL apo6s 120 horas de cultivo em meio Sabouraud. Embora essa
produgao seja inferior a de outras cepas estudadas por Souza et al. (2015), &
importante ressaltar que a analise da linhagem CFAM 214 é fundamental para
identificar seus potenciais aplicagdes na biotecnologia. Resultados de cepas
como P. citrinum CFAM 233, que atingiu 378,89 U/mL, e P. fellutanum CFAM
60, com 329,33 U/mL, indicam a variabilidade na produgao de proteases entre
as espécies (Souza et al., 2015).

A atividade proteolitica do fungo P. purpurogenum CFAM 214, com um
valor de 104,23 U/mL apods 120 horas de cultivo a um pH de 8 e temperatura
de 50 °C, destaca-se em comparagao com outras espécies do género Penicillium,
conforme apresentado na Tabela 2. Por exemplo, P. chrysogenum apresenta uma
atividade proteolitica significativamente menor, com apenas 12,79 U/mL em 72
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horas a um pH de 7 e temperatura de 30 °C (Ikram-Ul-Haq; Umber, 2006). Essa
diferenga pode ser atribuida a condi¢des de cultivo para P. purpurogenum, que
revela a sua capacidade superior de produzir enzimas proteoliticas alcalinas
com atividades em temperaturas elevadas, evidenciando seu potencial
industrial para aplicag¢bes que requerem condi¢des nao ideais para outras
espécies.

Em relagao ao tempo de incubagdo, P. purpurogenum necessitou de
120 horas para alcangar sua atividade proteolitica, o que é intermediario se
comparado a outras espécies, como P. digitatum, que atingiu 184,2 U/mL em
216 horas (Aissaoui et al., 2014). No entanto, é importante notar que, apesar
de um tempo de incubagao mais longo, P. citrinum obteve uma atividade
proteolitica ainda maior, com 213,61 U/mL em 144 horas (Xie; Xiao; Gao, 2016).
Esses resultados sugerem que, embora P. purpurogenum CFAM 214 apresente
um desempenho competitivo em termos de atividade proteolitica, a otimizagao
do tempo de incubagao poderia ser um aspecto a ser explorado para melhorar
ainda mais sua produgao enzimatica (Tabela 2).

Quanto ao pH e a temperatura, os valores otimizados para P.
purpurogenum (pH 8 e 50 °C) também se destacam em comparagao com
outras cepas de Penicillium apresentadas na Tabela 2. Por exemplo, P. citrinum
foi avaliada em seu pH 6timo de 6 e temperatura de 35 °C, resultando em
uma atividade proteolitica de 15,94 U/mL (Oyeagu et al., 2023). Da mesma
forma, uma cepa de Penicillium sp. apresentou as condi¢des ideais de pH 6,5
e temperatura de 45 °C, obtendo resultados significativamente mais baixos
(Germano et al., 2003).

Tabela 2 — Comparac¢ao da atividade proteolitica de diferentes espécies de
Penicillium

L. Atividade
Espécie a fos Tempo Temperatura
S Referencia proteolitica pH
Penicillium (horas) (W)
(U/mL)
P. purpurogenum
CFAM 214 Este trabalho 104,23 120 8 50
Penicillium Ikram-ul-hag;
chrysogenum Umber (2006) 12,79 72 7 30
P citripum | 0 ég‘g)cao 213,61 144 8 40
P. digitatum Alssé%‘a)et al. 184,2 216 7 55
Penicilliunm sp. Ge“(’;%%g)” al. 43,00 18 | 65 45
o Oyeagu et al.
P. citrinum (2023) 15,94 96 6 35
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A tabela apresenta as espécies analisadas, acompanhadas de suas
respectivas referéncias. Os parametros incluidos sao: atividade proteolitica (U/
mL), que mede a capacidade da enzima proteolitica de cada espécie em unidades
de atividade enzimatica por mililitro; tempo (horas), que indica a duragao do
cultivo para a avaliacdo da atividade enzimatica; pH, que representa o valor
otimo do pH no qual a enzima mantém sua maxima atividade; e temperatura
(°C), que especifica a temperatura 6tima em graus Celsius nas quais a enzima
mantém seu desempenho maximo.

Esses dados indicam que, embora P. purpurogenum CFAM 214 tenha um
desempenho superior em atividade proteolitica, sua condigao 6tima é distinta,
permitindo-lhe adaptar-se melhor a condi¢des mais extremas. Essa caracteristica
pode ser valiosa para aplicagdes biotecnologicas que requerem a degradagao de
proteinas em ambientes menos favoraveis. Baseado nisso, este estudo fornece
uma base importante para futuras pesquisas sobre a otimiza¢ao de processos
biotecnologicos envolvendo a linhagem amazonica P. purpurogenum CFAM
214, e abre caminhos para investigar como ajustar as condi¢des de cultivo para
maximizar a produgdo de enzimas e possiveis outros compostos bioativos.

5 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo revelaram que o meio Sabouraud promoveu
um perfil cromatografico mais complexo e diversificado para a linhagem
amazonica Penicillium purpurogenum CFAM 214. A analise SDS-PAGE indicou
a presenca predominante de proteinas extracelulares na faixa de 50 a 150 kDa,
enquanto a produgao de proteinas abaixo de 50 kDa foi significativamente
menor. O pico de produgao de proteinas alcangou 1,7 pg/uL em 120 horas,
periodo em que também foi observada a atividade proteolitica maxima de
104,23 U/mL. Embora esses resultados sejam inferiores aos de outras espécies
de Penicillium, as proteases mostraram excelente desempenho em pH 8 e 50
°C. Essa estabilidade em condi¢des alcalinas e a altas temperaturas torna essas
enzimas especialmente promissoras para diversas aplicagdes industriais.
Portanto, os dados sugerem que P. purpurogenum CFAM 214 pode ser uma fonte
valiosa de proteases para bioprocessos industriais que requerem eficiéncia e
estabilidade enzimatica em ambientes extremos.
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