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RESUMO

As peptidases sdo enzimas pertencentes a classe das hidrolases (EC 3.4) que catalisam a
hidrélise de ligacBes peptidicas. Quanto a posicdo da ligacdo a ser clivada na cadeia do
substrato, as peptidases podem ser classificadas em endopeptidases ou exopeptidases. Este
grupo de enzimas, em especial as de origem microbiana, apresenta grande importancia
comercial, por sua facilidade de producdo e ampla variedade de aplicagdes industriais, como
nas areas de alimentos, farmacéuticas, detergentes, tratamento de pele animal para a producéo
de couro, tratamento de residuos, entre outros. Para o periodo 2024-2029, conforme dados
disponibilizados pela Mordor Intelligence, é estimado um crescimento anual de 6,0% para o
mercado de peptidases. A expansdo deste mercado justifica a prospeccdo de diferentes
organismos, dos quais novas enzimas podem ser descobertas, com diferentes especificidades
ao substrato, maior termoestabilidade, assim como uma redugdo no custo de producéo. Desta
forma, neste trabalho foi investigada a producdo de peptidases pelo fungo termofilico
Myceliophtora heterothallica F2.1.4 em cultivo submerso e caracterizagdo bioquimica
funcional das enzimas produzidas. Foram avaliadas as concentracdes de 0,5 e 1% de caseina
bovina como suplemento do meio de cultivo, mantido a 45°C. Dentre as condicGes avaliadas,
o fungo exibiu maior producdo de peptidases apos 48 horas de cultivo suplementado com
0,5% de caseina. Quanto as enzimas produzidas, notou-se maior atividade caseinolitica em pH
alcalino (9,5 — 10,5) e temperatura de 45-50°C para enzima pura e 50-55°C para o extrato
fermentativo. Tanto as peptidases do extrato fermentativo quanto a enzima pura mantiveram
mais de 50% de suas atividades apds 1 hora a 50°C e foram estaveis em ampla faixa de pH
(5.5-10.5), especialmente entre pH 5.5-8.0 (incubacdo por 24 horas a 4°C), cujas atividades
proteoliticas se mantiveram acima de 85%. As atividades foram inibidas apenas por PMSF, o
gue sugere um mecanismo de acdo de serino-peptidases. Na presenca de diferentes ions
metélicos, a atividade caseinolitica foi mais influenciada negativamente por cobre (Il) e
melhor modulada positivamente por cobalto, exibindo aumento de até 58% a 15 mM deste
fon. O extrato fermentativo do cultivo mostrou-se eficaz na remocao de biofilmes microbianos

de Staphylococcus aureus e Candida albicans, alcancando até 72% de taxa de dispersao.

Palavras-chave: Bioprocesso. Enzima. Fungos. Protease. Proteina.



ABSTRACT

Peptidases are enzymes belonging to the hydrolase class (EC 3.4) that catalyze the hydrolysis
of peptide bonds. Regarding the position of the cleaved bond in the substrate chain, peptidases
can be classified as endopeptidases or exopeptidases. This group of enzymes, especially those
of microbial origin, holds significant commercial importance due to their ease of production
and a wide range of industrial applications, including in the fields of food, pharmaceuticals,
detergents, animal skin treatment for leather production, waste treatment, among others. For
the period 2024-2029, as per data provided by Mordor Intelligence, an annual growth of 6.0%
is estimated for the peptidase market. The expansion of this market justifies the prospecting of
different organisms, from which new enzymes with different substrate specificities, increased
thermostability, as well as a reduction in production costs, may be discovered. Thus, in this
study, it was investigated the production of peptidases by the thermophilic fungus
Myceliophtora heterothallica F 2.1.4 in submerged culture and the functional biochemical
characterization of the produced enzymes. Concentrations of 0.5% and 1% bovine casein
were evaluated as supplements to the culture medium, maintained at 45°C. Among the
conditions assessed, the fungus exhibited higher peptidase production after 48 hours of
cultivation supplemented with 0.5% casein. Regarding the produced enzymes, higher
caseinolytic activity was observed in alkaline pH (9.5 — 10.5) and a temperature range of 45-
50°C for the pure enzyme and 50-55°C for the fermentative extract. Both the peptidases from
the fermentative extract and the pure enzyme retained more than 50% of their activities after 1
hour at 50°C and were stable over a broad pH range (5.5-10.5), especially between pH 5.5-8.0
(incubation for 24 hours at 4°C), where proteolytic activities remained above 85%. The
activities were inhibited only by PMSF, suggesting a serine peptidase action mechanism. In
the presence of different metal ions, caseinolytic activity was negatively influenced by copper
(1) and positively modulated by cobalt, showing an increase of up to 58% at 15 mM of this
ion. The fermentative extract from the culture was effective in removing microbial biofilms of

Staphylococcus aureus and Candida albicans, achieving up to a 72% dispersal rate.

Key-words: Bioprocess. Enzyme. Fungi. Protease. Protein.
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1. Introducéo

Enzimas sdo biomoléculas, em sua maioria de natureza proteica, capazes de catalisar
reacdes quimicas. Elas sdo naturalmente encontradas em animais, plantas e microrganismos, e
atuam sob condicOes favoraveis de pH, temperatura e pressdo (Filho; Silva; Guidini, 2019;
Gopinath et al., 2017). Apesar de poderem ser encontradas em diferentes organismos, a
obtencdo e o0 estudo de enzimas microbianas tém uma maior relevancia em termos de
producéo e aplicagdo, devido a facilidade de isolamento de microrganismos, maior facilidade
de manipulacdo genética, e baixo custo de producdo em funcdo de um periodo curto para

cultivo microbiano (Gopinath et al., 2017).

Enzimas sdo atrativos biocatalisadores para uso em processos industriais em
substituicBes a tratamentos térmicos e quimicos, sendo efetivas em reagdes com menor gasto
enérgico e evitam uso de solucdes acidas e alcalinas de alta concentracdo, tornando o processo
mais sustentdvel (Robinson, 2015). O uso de biocatalisadores reduz a necessidade da
utilizagdo de substratos com alta pureza e a geracdo de subprodutos descartaveis que seriam
originados em um processo quimico convencional (Filho; Silva; Guidini, 2019; Monteiro et
al., 2021).

De acordo com Mordor Intelligence (2024), em um relatério que avalia a aplicacdo
industrial de enzimas proteoliticas, o mercado global de peptidases tem crescimento projetado
de $3,4 bilhdes em 2024 para $4,72 bilhdes em 2029, um crescimento estimado de 6,0% ao

ano de um mercado consolidado.

Peptidases respondem por aproximadamente 60% do mercado global de hidrolases,
com destaque para aplicagbes em industria de detergente, téxtil, alimentos, bebidas,
farmacéutica e tratamento de residuos. Diante desta variedade de aplicagdes, a prospeccéo por
enzimas proteoliticas pode oferecer novas oportunidades de aplicacdo (de Souza et al., 2015;
Lietal., 2011).
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6. Conclusao

Neste trabalho, foi investigada a producéo de peptidases pelo fungo M. heterothallica
e a purificagdo de uma destas enzimas, cuja massa molecular foi estimada em 31 kDa. O
estudo das propriedades funcionais das enzimas presentes no extrato fermentativo e pura
evidenciou maxima atividade em pH alcalino, temperaturas entre 45-55°C e estabilidade em
ampla faixa de pH. As enzimas presentes no extrato fermentativo e enzima pura
demonstraram melhora consideravel na atividade em presenca do ion cobalto e reducdo da
atividade pelos ions mercurio e cobre (I1). Em experimentos de aplicagdo do extrato
enzimatico sobre biofilmes microbianos, foi perceptivel a elevada capacidade de disperséo da
matriz extra polissacaridica tanto de C. albicans (remocdo de 72%) quanto de S. aureus

(remocéo entre 53-58%).
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