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FRDDU{:E\G. C.-'-".RACTERIZA(}.E'.D PARCIALE PURIFICAQ.&D DE COLAGEMNASE PRODUZIDA POR Penicillium sp. UCP 1286 ISOLADC DA CAATINGA
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Colagenases sao enzimas especificas capazes de degradar a fripla hélice do colageno nativo ou desnaturado. & busca por novas colagenases microbianas t&m aumentado bastante ao longo dos anos. Uma nova cepa de
Penicillium sp. (UCP 1286) isolada do solo da Caafinga, um bioma exclusivamente brasileire, foi selecionada para producdo de colagenase. O meio de cultura utilizado possuia apenas gelatina como fonte de carbono e
nitregénio. & atividade colagenolitica alcancada foi cerca de 2,7 vezes maior que o valores descritos na literatura, tanto para a atividade volumétrica (379,79 WmL) quanto especifica (1.460.77 WmL), no intervalo de tempo
de 126 horas de producdc. A partir da aplicacdo de planejamento fatorial, a produgde da enzima aumentou 65% em comparagdoe com os resultados preliminares obtides, sendo equivalente a 632,70 UimL de atividade
colagenolitica. A caracterizacdo da enzima mostrou gue o pH e temperatura dtimos foram, respectivamente, 9,0 e 37 °C. Devido 3 inibicdo total pele fenilmetilsulfonil fluoreto, a enzima parece esfar classificada na favm
das serinocolagenases. Com relacde a especificidade, a colagenase produzida por Penicillium sp. UCP 1286 apresentou maior atividade quando ufilizado o azocoll como subsirato, ndo apresentando atividade rele
quando testada frente & azocaseina. Comparande-se a capacidade de degradacdo da enzima produzida por Penicillium sp. Com a enzima comercial produzida por Clostridium histolyticum, a primeira apresentou maicr
especificidade ao colageno tipo V & & gelafina. A principal banda observada na eletroforese comespondeu ao peso molecular de 37 kDa, e o zimograma confirmou atividade celagenclifica. A purificacdo por Sistema Duas
Fases Aguosas (SDFA) foi eficiente para a colagenase produzida por Penicillium sp. UCP 1286. A comida com maiores valores de rendimento e coeficiente de particdo foram as do pento cenfral do planejamento fatorial,
utilizando PEG 3350 g/mol a 15% (m/m) de concentracde, e fosfato com pH 7 e concentragdo 12,5% (m/m). Os resultados indicam que a enzima & um produto biotecnoldgice promissor.

Enzima Colagenalifica; Penicillium: Colageno;Plangjamento Fatarial: SOFA

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 12586)
izolated from soil of Caalinga, an excluszively Brazilian biome, was selected for the production of collagenase. The culture medium used had only gelatin as a scurce of carbon and nitrogen. The cellagenolytic 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 UW'mg) in a fime interval of 126 hours of production. With factorial design
application, enzyme production increased 65% compared to the preliminary results, equivalent fo 632.70 U/mL of collagenclytic activity. The characterization of the enzyme showed that the optimum pH and temperature
were, respectively, 9.0 and 37 *C. Due to the total inhibificn by phenylmethylsulfonyl fluoride, the enzyme seems to be classified in the family of serinocollagenases. With regard to specificity, collagenase produced by
Penicillium sp. UCP 1256 showed higher acfivity when used as a substrate azocoll, showing no aclivity when tested againzt the azocasein. Comparing the enzyme degradation capacity produced by Penicillium SP. With
commercial enzyme produced by Clostridium histolyticum, the first presented more specific o type V collagen and gelatin. The major band cbserved in electrophoresis corresponded fo the melecular weight of 37 kDa, and
zimogram confirmed collagenolytic activity. The purification technique via agueous two-phase system (ATPS) was effective for collagenase produced by Penicillium sp. UCP 1286. The run with better values of yield and
pariition coefficient were at runs on center point, using PEG 3350 gimel at 15.0% (w/w) concentration, and phosphate at pH 7.0 and concentration 12.5% (wiw). Results indicate that the enzyme iz a promising
bictechnological product.
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