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RESUMO

RODARTE, Mirian Pereira. Atividade proteolitica de bactérias, leveduras e
fungos isolados dos frutos e grios de café (Coffea arabica L.). 2005. 86 p.
Dissertagdo (Mestra‘do em Microbiologia Agricola) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG .

As proteases constituem um dos mais importantes grupos de enzimas
industriais, sendo empregadas em diversos setores, como na indastria de
detergentes, industria alimenticia, indistria farmacéutica, tratamento de couro,
recuperacio de prata em filme de raios X ¢ tratamento de residuos industriais.
Estas enzimas catalisam a reagdo de hidrolise das ligagOes peptidicas em
proteinas e encontram-se¢ em todos 0s Organismos vivos, uma vez que realizam
fungdes metabdlicas essenciais. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
proteolitica de bactérias, leveduras e fungos filamentosos isolados de frutos e
grios de café em diferentes valores de pH (3,0; 5,0 € 9,0). Foram utilizados 143
isolados que foram avaliados qualitativamente pelo teste de hidrdlise da caseina.
O percentual de isolados caseinoliticos foram para bactérias, leveduras e fungos
filamentosos, respectivamente 50%, 48,71% e 2,63%. Os isolados caseinoliticos
selecionados foram cultivados em meio liquido acrescido de caseina como
indutor em frascos sob agitagio. O sobrenadante obtido do processo
fermentativo apés centrifugagio ou filtragdo foi utilizado para a quantificagdo
proteolitica, caracterizando-a nos trés valores de pH. Dentre os isolados
bacterianos os que apresentaram as maiores atividades proteoliticas foram
Bacillus megaterium, Bacillus polymyxa, Enterobacter agglomerans, Kurthia sp,
Pseudomonas paucimobilis ¢ Tatumella ptyseos. Apenas um isolado de
levedura apresentou atividade proteolitica, nfio sendo significativa. Dentre os
fungos proteoliticos 0s que apresentaram as maiores atividades foram
Aspergillus. dimorphicus, Aspergillus ochraceus, Fusarium moniliforme,
Fusarium solani, Penicillium fellutanum e Penicillium waksmanii. A maior
atividade dentre as bactérias foi produzida por E. agglomerans (29,74 UP) e,
dentre os fungos filamentosos, por 4. ochraceus (48,75 UP), ambos em pH 9,0,
nas condigdes do experimento.

*Comité de orientagio: Dra.Rosane Freitas Schwan - UFLA (Orientadora)



ABSTRACT

RODARTE, Mirian Pereira. Proteolytic activity of bacteria, yeasts and fungi
isolated from fruits and coffee grains (Coffea arabica L.). 2005. 86 p.
Dissertation (Master in Agriculture Microbiology) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil."

Proteases constitute one of most important groups of industrial enzymes
and have applications in different sectors such as detergent industry, food
industry, pharmaceutical industry, treatment leather, recovery of silver from
used x-ray films and treatment industries residues. Theses enzymes catalyze the
hydrolysis reaction of peptides bonds in proteins and are present in organism,
where realize metabolic essential functions. The work objective was evaluate
proteolytic activity in bacteria, yeasts and fungi isolated from fruits and grains of
coffee in differents values of pH (3,0; 5,0 € 9,0). Qualitative test of hydrolysis
of casein was realized in 143 isolates. The caseinolytic isolates percentage was
of bacteria, yeasts and fungi were respectively 50%, 48,71% e 2,63%. Selected
caseinolytic isolates were cultured in liquid medium supplemented with casein
as inductor in flasks under agitation. The supernatant of fermentation process
after centrifugation or filtration was utilized to quantitative proteolytic activity in
three values of pH characterization. Isolate bacterial that showed the higher
proteolytic activities conform statistic program were: Bacillus megaterium,
Bacillus polymyxa, Enterobacter agglomerans, Kurthia sp, Pseudomonas
paucimobilis e Tatumella ptyseos. Only one yeast isolate showed proteolytic
activity, no significative. Proteolytic fungi that showed the higher proteolytic
activities were: Aspergillus. dimorphicus, Aspergillus ochraceus, Fusarium.
moniliforme, Fusarium  solani, Penicillium  fellutanum ¢ Penicillium
waksmanii. Higher bacterial activity was observed by E. agglomerans (29,74
UP) e of the fungi by A. ochraceus (48,75 UP), both in pH 9,0, in experiment
conditions.

Guidance Committee: Dra. Rosane Freitas Schwan — UFLA (Adviser)
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1 INTRODUCAO

A tecnologia enzimatica hoje é empregada em diversos setores. A busca
por produtos biodegradaveis, que ndo agridam o meio ambiente, impulsionou o
crescimento do emprego de enzimas na indistria. Associado a protegdo do meio
ambiente, outras caracteristicas justificam o grande interesse pelo uso de
enzimas, como a sua alta especificidade e seu processo de obtengéo mais
econdmico. As enzimas vém gradativamente ampliando as suas areas de atuagdo
na inddstria, uma vez que a preocupagdo em preservar o meio ambiente trouxe a
busca por novas tecnologias (Moreira et al., 2002; Rao et al., 1998).

As proteases estdo entre as enzimas de maior importdncia no mercado,
sendo responsaveis por grande parte da movimentacdo financeira neste setor.
Sao empregadas na indistria de detergentes, alimenticia, inddstria farmacéutica,
tratamento de couro, recuperagdo de prata em filme de raios X e tratamento de
residuos industriais. Com a maior utilizagdo das enzimas na inddstria, vem a
necessidade de proteases mais especificas que atuem em determinados
substratos sem interferir em outros e que possuam caracteristicas determinadas
para o processo em que serdo empregadas (Novozymes, 2005).

Os microrganismos sdo a fonte mais empregada para a obtencdo das
proteases de uso industrial. As proteases microbianas sdo obtidas por processos
fermentativos (Luna et al., 2002; Poza et al., 2001; Rao et al., 1998). As
bactérias, leveduras e fungos proteoliticos s@o pesquisados a fim de obter novos
isolados que sejam bons produtores de proteases € também para aumentar a
produtividade e a estabilidade enzimdtica daqueles que ja sdo conhecidos como
proteoliticos (Azeredo et al., 2004; Beg & Gupta, 2003; Braga et al, 1998;
Durand-Poussereau & Fevre, 1996; Kitano et al., 2002).

As proteases sdo enzimas complexas que diferem em suas propriedades

como especificidade pelo spbstrato, sitio ativo € mecanismo de agdo (Rao et al..



1998). As proteases microbianas sofrem interferéncia de diversos fatores, como
linhagens de microrganismo, sistemas de produgdo, purificagdo enzimitica,
método analitico e substrato, utilizados no ensaio enzimatico, engenharia
genética ¢ presenca de fatores que afetam a sua estabilidade no processo
industrial (Adinarayana & Ellaiah, 2002; Braga et al., 1998; Beg et al., 2002;
Koka & Weimer, 2000; Pastore, 2002; Poza et al., 2001; Stoner et al., 2004;
Yang & Lin, 1998). Esses fatores tornam o estudo das proteases complexo,
porém, estimulam a busca por novas proteases que tenham maior agio catalitica
além de maior estabilidade, na presenga de interferentes, seja durante a sua
producdo ou em sua aplicagdo industrial.

A grande diversidade de microrganismos presentes na natureza faz com
que as fontes de estudo em busca da selecdo ¢ melhoramento de produtores de
proteases seja inesgotavel. Este trabalho teve como objetivo selecionar bactérias,
leveduras e fungos filamentosos proteoliticos que foram isolados dos frutos e
grios de café, quantificar as atividades proteoliticas produzidas pelos
microrganismos selecionados e caracteriza-las em diferentes valores de pH.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Enzimas microbianas utilizadas na indistria

As enzimas sdo catalisadores biologicos, sendo em sua maioria,
polimeros constituidos por aminoacidos ligados por ligagGes peptidicas
covalentes. Os catalisadores atuam diminuindo a energia de ativagdo de uma
determinada reagdo, tornando assim mais rapida a obtengdo do produto. As
reagOes ndo catalisadas requerem mais energia para ser iniciada, por isso, sua
velocidade é menor que as reagBes catalisadas. As enzimas tém sua atividade
determinada pelas caracteristicas estruturais das proteinas. A seqiiéncia de
aminodcidos (estrutura primaria) de uma proteina, determina a sua estrutura
tridimensional, que por sua vez, determina as suas propriedades. Cada enzima
tem seu proprio mecanismo de catélise, uma vez que sdo altamente especificas
(Campbell, 2000; Leningher, 1989).

Além da atividade intracelular, as enzimas podem catalisar
transformagdes extracelulares, principalmente quando a substincia alvo
apresenta massa molecular elevada para permear a membrana celular. A enzima
produzida por um organismo ou célula ¢ liberada no meio extracelular para que
atue no substrato de interesse (Oh et al., 2000),

A aplicagdo industrial de enzimas ¢ amplamente utilizada, sendo obtida a
partir de diversos organismos. As enzimas de microrganismos sdo mais
empregadas que aquelas oriundas de vegetais ou animais, uma vez que ndo estdo
submetidas a limitagdes de produgdo e suprimento (Luna et al, 2002). Além
disso, pode-se utilizar técnicas mais simples para a obtengdo do produto, s@o
suscetiveis 2 engenharia genética e possuem menor custo de produgdo (Pastore,
2002; Silva, 2002).

A tecnologia enzimitica é, hoje, um dos campos mais promissores

dentro das novas tecnologias para sintese de compostos de alto valor agregado.
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Os processos industriais biocatalisados apresentam menor impacto ambiental ¢
também menor consumo energético, uma vez que as enzimas sao biodegradaveis
¢ sendo altamente especificas minimizam os efeitos indesejaveis. Além disso, as
enzimas podem ser usadas para substituir produtos quimicos como compostos
causticos, acidos € solventes toxicos que agridem o meio ambiente € provocam o
desgaste de materiais. Muitos tratamentos quimicos s3o realizados em altas

temperaturas ¢ pressdes, utilizando acidos fortes ou alcalis que significam
| perigo ao ambiente de trabalho ¢ ao meio ambiente (Bon, 2002 ; Mitidieri et al.,
2002).

A grande maioria das enzimas utilizadas industrialmente ¢ produzida a
partir de microrganismos, por processos fermentativos (Rao et al., 1998).

Os microrganismos produzem uma grande variedade de enzimas, muitas
sdo sintetizadas somente em pequenas quantidades € participam nos processos
celulares. As enzimas extracclulares sd3o capazes de degradar nutrientes
insoliaveis, como celulose, proteina € amido. Estes produtos, apos hidrolise, sdo
transportados para dentro da célula, onde s3o usados como nutriente para o
crescimento (Oh et al., 2000). Algumas enzimas extracelulares sdo usadas na
indistria alimenticia, farmacéutica e téxtil, sendo produzidas em grandes
quantidades pela sintese microbiana (Aleksieva et al., 2000; Benslimare et al.,
1995).

As enzimas de origem vegetal que t€ém encontrado maior aplicagio
industrial s3o misturas de proteases usadas na indastria de alimentos,
principalmente no amaciamento de carnes e clarificagio de cervejas. Essas
proteases sd3o obtidas principalmente do latex oriundo de frutos verdes do
mamoeiro-papaia (Carica papaya) € abacaxi (Ananas comosus). As proteases do
mamio s3o comumente chamadas de papaina e as do abacaxi de bromelina

(Belitz & Grosch, 1999). A papaina, a bromelina ¢ a ficina, que € obtida a partir



do figo, também estdo presentes em medicamentos para diversos fins (Said,
2002).

Ha uma série de limitagdes com relagdo 2 manutengio da qualidade de
enzimas de origem vegetal, especialmente nos extratos brutos, visto a grande
diversidade de tipos de planta e estado de maturacdo dos frutos ou tecidos que
dario origem as enzimas (Rao et al., 1998).

As enzimas de origem animal sio obtidas pela maceragdo do tecido em
que sio produzidas (geralmente rgdos como o estdbmago ou o pancreas),
seguida da extragio com solucbes tampdes apropriadas. A suspensdo preparada
¢ entio submetida a processo de separagio sélido-liquido e processada de forma
similar ao descrito para as enzimas de origem microbiana (Rao et al., 1998).

A produgio de enzimas ¢ avaliada pelo montante de vendas e ndo pela
quantidade produzida. Ha grande variac@o de pregos entre as enzimas. Algumas
delas tém menor custo quando comparadas as enzimas de uso analitico ou
farmacéutico, que sio produzidas em menor escala, porém, comercializadas a
pregos mais elevados. As enzimas séo quantificadas pela atividade enziméticé de
seus preparados € nio pela sua massa. O mercado industrial de enzimas é
distribuido de acordo com as aplicagdes enzimaticas. Inicialmente, dependia
basicamente da demanda dos setores alimenticio € de detergentes, porém, a
tendéncia atual é o surgimento de novos setores Usuarios € €m processos cada
vez mais especificos. O mercado das enzimas correspondente ao mercado que
hoje se denomina “outros setores” € muito relevante, destacando as enzimas
usadas na biotransformagdo, principalmente em farmacos e nos kits diagndsticos
(Pastore, 2002; Said, 2002)

Os produtos comerciais 3 base de enzimas sdo formulagGes complexas
que agregam varios aditivos com a finalidade de dilui¢io, estabilizagdo ¢
preservagdo das enzimas (Ghorbel et al, 2003). A maioria das enzimas
industrialmente produzida é de natureza hidrolitica. Dentre as enzimas



hidroliticas de maior mercado estio as proteases ¢ as lipases (Sant Anna Jr.,
2001).

2.2 Obtencio de enzimas

O processo de produgdo industrial de enzimas de origem microbiana
pode ser dividido em duas etapas: processo fermentativo € processo de
separagiio e recuperacgdo das enzimas a partir da fermentag3o.

O processo fermentativo utilizado industrialmente € realizado baseado
em condigdes otimizadas. A linhagem microbiana deve ser cuidadosamente
mantida e estocada e o meio de cultura utilizado ¢ de grande importincia para a
produgio de enzimas. De modo geral, ele contém fontes de carbono, fontes de
nitrogénio, fatores de crescimento ¢ micronutrientes podendo utilizar também
indutores enzimaticos. A fermentagio industrial ¢ realizada em fermentadores
operados de modo descontinuo, mecanicamente agitados com sistemas de
aquecimento ¢ refrigeragdo, além de sensores de pH, temperatura, oxigénio
dissolvido e espuma (Sant Anna Jr., 2001).

O processo de separagio e recuperagdo depende inicialmente do tipo de
enzima de interesse, intracelular ou extracelular. Para as enzimas extracelulares,
o processo de recuperagdo tem inicio no liquido fermentado ou, no caso de
fermentagdes em meio sélido, no liquido de extragdo do substrato. Para as
enzimas intracelulares € necessario aplicar algum método prévio de ruptura
celular a fim de liberar as enzimas. Em todas as etapas de separagdo e
recuperagdo das enzimas ¢ necessario manter condigdes nio desnaturantes, isto
¢, condi¢Ges nas quais as enzimas ndo perderdo atividade. O custo da produgio
de enzimas intracelulares ¢ maior que 0 de enzimas extracelulares e, como
conseqiiéncia, as intracelulares geralmente sao utilizadas imobilizadas para que
possa realizar a recuperagdo apods o processo. O custo de produgido de enzimas

esta associado ndo sO ao tipo de excre¢do celular mas também ao grau de pureza



requerido no processo (Pastore, 2002). As enzimas produzidas e secretadas pela
célula, ou seja, as exoenzimas, possuem grande interesse comercial, pois sua
extragdo ¢ purificagdo sdo menos onerosas (Marquart et al., 2002).

As enzimas microbianas apresentam varias vantagens sobre as enzimas
de origem animal ou de plantas, tais como custos de producdo relativamente
baixos, possibilidade de produgdo em larga escala em fermentadores industriais,
caracteristicas fisico-quimicas diferentes, geralmente relacionadas ao habitat e
fisiologia do microrganismo produtor (por exemplo organismos termofilicos
produtores de enzimas termorresistentes), possibilidade de manipulacgo genética
¢ representam recurso renovavel. Enzimas com a mesma forma de atuagio sob o
substrato podem apresentar funcionamento 6timo em pH, temperatura ¢
concentragdo idnica diferentes, o que requer a selecdo de enzimas adequadas as
condicGes nas quais serdo utilizadas (Pastore, 2002)

Para produzir comercialmente uma enzima, torna-se necessario fazer
selegiio de microrganismos produtores ¢ otimizar as condicGes de fermentagdo
para alcangar rmmbﬁidade ¢ eficiéncia do processo (Schmid et al.,, 2001e
Koeller & Wong, 2001). Diversos fatores devem ser considerados durante a
otimizagdo da produgfio de enzimas, tais como a composi¢do do meio de cultivo
do microrganismo ¢ do substrato para produ¢io da enzima, temperatura de
incubagdo, pH do meio de cultivo e de producio, aeragdo e uso de indutores
(Thiry & Cingolani, 2002).

Existem dois tipos basicos de fermentagio para a obtengdo de enzimas:
* fermentagiio submersa (FS) e fermentagdo em estado sélido (FES).

A fermentagdo submersa tem sido utilizada na maioria dos processos
industriais de obtengio de enzimas (Papagiani et al, 1999). Sendo
industrialmente predominante, ¢ beneficiada pela instrumentacio € pelo controle

de processos, sendo adequada para cultivos de microrganismos recombinantes,



que vém sendo crescentemente empregados na produgéo de enzimas (Sant Anna
Jr., 2001).

Na fermentagiio submersa, a recuperagdo de enzimas extracelulares ¢ a
determinagdo da biomassa sdo facilitadas, sendo realizadas por filtragdo ou
centrifugacio para remogdo das células (Sant Anna Jr., 2001).

Avangos tecnologicos estio sendo gradualmente incorporados a
fermentagio em estado sélido, tornando-a interessante, principalmente nos
paises que dispSem de residuos agroindustriais de baixo custo (Sant Anna Jr.,
2001).

A fermentagio em estado solido ¢ definida como o processo
fermentativo que ocorre na auséncia (ou quase) de agua livre, podendo ser
empregados substratos npaturais. A minima quantidade de 4gua permitc a
produgdo de metabolitos mais concentrados, diminuindo assim o tempo € o
custo do processo de recuperagio da enzima (Pandey et al., 2000).

A fermentagdo em estado sélido oferece vantagens em relagdo a
submersa, como a obten¢do de metabdlitos concentrados, facilitando o processo
de purificagdo e a possibilidade de utilizagdo de residuos agroindustriais, como
substratos de fermentagio, diminuindo os custos de produgdo relacionados ao
meio de cultivo (Mitchell et al., 2000a; Mitchell et al., 2000b).

Na maioria das situages comerciais, o caldo fermentado € processado
para recuperagdo das enzimas do caldo ou da massa celular. A seguir a enzima ¢
purificada até o grau desejado. A finalidade de utilizagdo € comercializagdo da
enzima é que ird determinar o seu grau de purificagdo final, uma vez que os
processos de purificagdo sdo normalmente onerosos. As enzimas destinadas a
utilizagio na producdo de detergentes podem ter grau de purificagio menor
enquanto que as enzimas destinadas a utilizagdo na area de saude ou alimenticia
precisam ter grau de purificagio maior €, portanto, sdo mais caras (Pastore,
2002; Sant Anna Jr., 2001).



E fundamental considerar que qualquer técnica de recuperagio ¢
purificagdo empregada deve, além de permitir recuperar a proteina em sua forma
mais pura, proporcionar a obteng3o da proteina na forma ativa, ou seja, a enzima
nio pode perder sua atividade (Sant Anna Jr., 2001).

2.3 Proteases

Sdo enzimas que catalisam a reagdo de hidrolise das ligagGes peptidicas
de proteinas (Rao et al., 1998). As proteinas sdo polimeros de aminoacidos
unidos por ligagBes peptidicas. A seqiiéncia destes aminoacidos pode conferir as
proteinas atividades metabélicas especificas. A seqiiéncia de aminodcidos €
determinada pelo genoma da célula. Quanto maior forem as forgas que mantém
a estrutura tridimensional das proteinas, mais dificil sera a a¢do das proteases
(Figura 1, Campbell, 2600).
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As enzimas proteoliticas estio entre os mais importantes grupos de

enzimas industriais € representam aproximadamente 60% do mercado de

enzimas, porém sua producdo estd concentrada em poucas cmpresas que

dominam o mercado (Figura 2, Tabela 1) (Escobar et al., 1993; Germano et al.,
2003; Moreira et al., 2002; Rao et al., 1998)
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FIGURA 2 Mercado mundial de enzimas industriais (Rao et al., 1998)
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TABELA 1 Maiores produtores mundiais de proteases

Empresa Pais Fracido do mercado
Novo Industries Dinamarca 40%
Gist Brocades Holanda 20%
Genencor International Estados Unidos 10%
Mites Laboratories Estados Unidos 10%
Outras 20%

Fonte Rao et al., 1998

A maior aplicagdo de proteases ocorre na indistria de detergentes,
processamento de camne € queijo, recuperagdo de prata em filme fotografico,
produgio de medicamentos, processamento de residuos proteiniceos, sintese de
peptideos (Andrade et al., 2002; Bakhtiar et al., 2002; Germano et al., 2003;
Ghorbel et al., 2003; Longo et al., 1999).

As proteases vegetais mais conhecidas s3o a papaina ¢ a bromelina, das
quais a papaina tem longa histéria de uso. SZo ativas em pH 5,0 a 9,0 e estaveis
as temperaturas de 80°C a 90°C. A performance da enzima depende da fonte da
planta, das condigBes climaticas para o crescimento € os métodos usados para
sua extragio e purificagdo (Rao et al, 1998). A bromelina ¢ uma cisteina-
endopeptidase, ativa a pH 5,0 a 9,0, estivel ‘a temperatura de 70°C (Rao et al,,
1998). E empregada na indistria alimenticia (Belitz & Grosch, 1999) e
farmacéutica (Said, 2002). Podem ser empregadas na fabricagio de queijos,
como por exemplo, a utilizagio de extrato obtido a partir de flores e frutos de

Cynara cardunculus L que ¢ utilizado em produgGes artesanais. Extratos
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vegetais obtidos a partir de outros vegetais estdo sendo estudados para utilizagdo
na coagulacio do leite (Duarte et al., 2002).

As proteases de origem animal podem ser utilizadas na indastria
farmacéutica, as mais empregadas sdo a tripsina e a quimotripsina (Neto, 2001;
Said, 2002) ¢ também na indistria alimenticia (Rao et al., 1998). As de origem
microbiana s3o preferidas as de origem animal ou de plantas por possuir todas as
caracteristicas desejadas para aplicagdo em biotecnologia (Rao et al., 1998).

As proteases produzidas por determinado organismo podem inibir a a¢@o
de outras enzimas, uma vez que estas s3o proteinas (Azeredo et al., 2001;
Rajmohan et al., 2002). Dividem-se em trés grupos: proteases 4cidas, neutras ¢
alcalinas. As proteases acidas possuem atividade em pH 2, 0 a 5,0 € as neutras
possuem atividade em pH 6,0 a 9,0. O terceiro grupo, € formado pelas proteases
alcalinas que tem atividade em pH 9,0 a 11,0 (Guerra, 1991).

Sao designadas como peptidases, indicando que elas hidrolisam ligagGes
peptidicas. Aquelas que requerem a presenca de regiio N ou C terminal no
substrato s3o exopeptidadases (anteriormente nomeadas como proteases) € as
que ndo requerem sdo endopeptidases (anteriorrhcntc designadas proteinases).
As endopeptidases atuam preferencialmente nas regides internas da cadeia
polipeptidica, entre as regides N ¢ C terminal. A presenga desses grupos
terminais tem efeito negativo na atividade da enzima (NC-TUBMB, 2005;
Sterchi & Stocker, 1999). A nomenclatura das peptidases € dificil; sua
especificidade dificulta a defini¢do, que él dependente da natureza de varios
residuos de aminoacidos ao redor da ligagdo peptidica serem hidrolisados e
também da conformacio da cadeia polipeptidica do substrato. Em consegiiéncia
disso, a classificagdo envolvendo critérios adicionais do mecanismo de catalise €
utilizada. Os termos protease ¢ proteinase ainda sio empregados para a

capacidade da enzima hidrolisar peptideos, mas sugere-se que sejam
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substituidos, respectivamente, por exopeptidases € endopeptidases, ou
simplesmente peptidases (NC-TUBMB, 2005).

Todas as hidrolases sio designadas pela Unifio Internacional de
Bioquimica ¢ Biologia Molecular (2005) como E.C.3. e as peptidases como
E.C.3.4. As principais classes de peptidases sdo definidas por um terceiro
numeral, conforme Tabela 2.
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TABELA 2 Tipos de peptidases definidas na Lista de Nomenclatura de Enzimas
da Unifio Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (2005)

Niimero Comissao
Enzimas (EC) Tipo de peptidase Acdo
EXOPEPTIDASES
3.4.11- Aminopeptidase um tmico residuo N-terminal
liberado
3.4.13.- Dipeptidases ataca somente dipeptideos
3.4.14-- Dipeptidil peptidase dipeptideo N-terminal liberado
Tripeptidil peptidase tripeptideo N-terminal liberado
3.4.15.- Peptidil dipeptidase dipeptideo C-terminal liberado
3.4,16,- Serina-carboxipeptidase
3.4.17.- Metalo-carboxipeptidase
3.4.18.- Cisteina-carboxipeptidase
3.4.19.- Omega peptidase liberam residuos modificados
de N- ou C-terminal
ENDOPEPTIDASES
3.4.21.- Serina-endopeptidase
3.4.22.- Cisteina-endopeptidase
3.4.23.- Aspértico-endopeptidase
34.24.- Metalo-endopeptidase
3.4.25.- Treonina-endopeptidase
3.4.99.- Endopeptidases com
mecanismo de catalise
desconhecido

15



As exopeptidases removem énico aminoéacido, dipeptideo ou tripeptideo
de uma ou outra regifio terminal; estas agdes s3o a base para a classificagio das
exopeptidases. Consideragdes similares de especificidade nfo podem ser
empregadas para endopeptidases, que sdo melhor distinguidas pelo seu sitio
ativo, resultando em cinco classes: serina, cisteina, aspartico, metalo ¢ treonina-
endopeptidase. As serina-endopeptidases possuem residuo de serina no seu
centro-ativo, cisteina-endopeptidases residuo de cisteina; as aspartico-
endopeptidases; duas unidades de 4cido aspartico; as metalo-endopeptidases
necessitam de ion metalico, geralmente um cation bivalente no seu mecanismo
catalitico e as treonina-endopeptidases possuem residuo de treonina no seu
centro ativo (Sterchi & Stocker, 1999). Os cinco tipos de sitio ativos das
endopeptidases foram reconhecidos primeiro pelo uso de alguns inibidores
grupo-especificos.

As serina-endopeptidases sdo proteases alcalinas exercendo sua
atividade na faixa de pH 7 a 11. Podem ser obtidas a partir de fonte animais,
como, por exemplo, a tripsina ou a partir de bactérias e fungos. Existe grande
namero de bactérias e fungos capazes de produzir essas proteases: Bacillus

cereus, B. firmus, B.licheniformis, B.megaterium, B. subtilis, Serratia
. marcescens, Streptomyces fradiae, S. griseus, Trititrachium album, Aspergillus
flavus, A. oryzae e A sojae. Para sua caracteriza¢do, utilizam-se inibidores
especificos, como, por exemplo, diisopropilfluorofosfato (DIFP) ou
fenilmetanosulfonilfluoreto (PMSF). Esses reagentes inibem o residuo serina
presente no sitio ativo da enzima (Belitz & Grosch, 1999; Rao et al., 1998).

As cisteina-endopeptidases s3o representadas pela papaina, bromelina e
outras proteases de origem microbiana. Essas enzimas sdo ativas em larga faixa
de pH, dependo do substrato, de 4,5 a 10, com o miximo de atividade em 6,0-
7,5. Sdo altamente sensiveis a agentes oxidantes (Rao et al., 1998; Belitz &
Grosch, 1999).
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As metalo-endopeptidases podem ser obtidas por diversos fungos e
bactérias, como Bacillus cereus, B. megaterium, B. subtilis, B.
thermoproteolyticus, Streptomyces griseus e Aspergillus oryzae. S3o ativas em
pH 6,0-9,0, e sua especificidade ¢ geralmente baixa. Sdo inibidas por agentes
quelantes, como, por exemplo, EDTA (Belitz & Grosch, 1999; Rao et al., 1998).

As aspartico-endopetidases sdo representadas pela pepsina, renina e
outras proteases obtidas principalmente a partir dos fungos, Aspergillus
awamori, A. niger, A. oryzae, Penicillium ssp e Mucor ssp Séo ativas em pH
4cido, dependendo do substrato ¢ da fonte da enzima. Como inibidores
especificos dessa protease, um dos mais utilizados para sua caracterizagio ¢ a
pepstatina (Belitz & Grosch, 1999; Rao et al., 1998).

Em sintese, as proteases s&o classificadas como endo ou exopeptidases
com base no sitio de agfio no substrato protéico. Sdo categorizadas como serina,
aspartico, cisteina, metalo ou treonina-endopeptidase, dependendo de seu sitio
ativo. Sdo classificadas também em diferentes familias, dependendo de sua
seqiiéncia de aminoécidos ¢ afinidade evolucionaria. Baseando-se em seu pH
6timo, elas também podem ser referidas como acidas, basicas ou alcalinas.

O mecanismo de agio de proteases tem sido objeto de grande interesse
para pesquisa. A purificagio das proteases € pré-requisito para estudar seu
mecanismo de agdo. Diversos procedimentos de purificagdo, como
cromatografia e técnicas de filtragio em gel, sio estudados e empregados (Rao
et al., 1998; Hudadilok-Towatana et al., 1999; Beg et al., 2003; Bentsio et al.,
2003).
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2.4 Aplicagiio das proteases na indiistria
2.4.1 Indiistria de detergentes

As proteases s3o muito usadas como aditivo na industria de detergentes
desde 1914. Apés 30 anos do inicio da sua aplicagdo, sua importancia passou de
aditivo menor para a de maior ingrediente chave na industria de detergentes
(Beg & Gupta, 2003). A preocupagio com o meio ambiente € a necessidade de
desenvolvimento de detergentes para uso especializado levaram os fabricantes a
reavaliar as formulagGes existentes. As formulagdes atuais substituiram por
enzimas, que s3o biodegradaveis, muitos dos ingredientes que agrediam o meio
ambiente, provocavam desgaste de materiais ¢ instrumentos, mantendo o mesmo
desempenho (Mitidieri et al, 2002). Varias proteases detergentes s3o
empregadas no mercado como Subtilisin Carlsberg, Subtilisin BPN, Alcalase,
Esperase e Savinase. Estas enzimas apresentam estabilidade na presenga de
varios componentes da formulagio de detergentes e s3o ativas a temperatura de
lavagem e condi¢Ges de pH (Beg & Gupta, 2003).

As proteases detergentes sdo usadas em lavanderia doméstica, maquina
para lavar louca, limpeza industrial ¢ institucional. Manchas protéicas como
sangue, alimentos € suor, s30 removidas por protedlise (Gupta et al., 2002; Rao,
1998). As proteases possuem grande aplicagio em formulagdes para uso
hospitalar, devido a sua capacidade de digerir e dissolver residuos orginicos
(sangue, fezes, urina, vomitos, suor € outros). As formulagdes sdo empregadas
para higienizar as partes externas € internas de instrumentos cirdirgicos,
desobstruir canais com residuos coagulados, eliminar residuos fecais dos canais
¢ superficies de fibroscopios, remover contaminantes da rouparia hospitalar
(Mitidieri et al., 2002).

A adigdo de proteases, juntamente com amilases, celulases e lipases ,
contribui para melhorar a eficiéncia de limpeza dos detergentes. O uso de

enzimas em detergentes ndo ¢ tdo simples, ao lado de temperatura alta €
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alcalinidade, a enzima deve resistir 4 presen¢a de detergentes i6nicos € nao
idnicos, surfactantes, clarificantes e agentes quelantes (Gupta et al., 2002 e Rao,
1998).

Geralmente, as enzimas usadas como aditivos em detergentes séo
alcalinas e termoestaveis, uma vez que o pH dos detergentes varia de 9,0a 12,0 ¢
a temperatura de lavagem de 50°C a 70°C (Beg & Gupta., 2003).

A termoestabilidade nio tem sido problema significante € a tolerancia
alcalina ¢é inerente a proteases alcalinas de bacilos alcalifilicos. Para serem
usadas como aditivo em detergente, requerem outras modificagdes na
composi¢io do detergente ¢ ou melhoria da enzima por mutagénese. As
caracteristicas das proteases alcalinas que tém sido modificadas por mutagénese
s3o a dependéncia a fons célcio para sua estabilidade e sensibilidade & oxidagdo
(Yang & Lin, 2000).

A estabilidade da enzima na presenga de EDTA ¢ vantajosa para uso da
enzima como aditivo em detergente, uma vez que detergentes contém altas
quantidades de agentes quelantes que tornam a agua mole ¢ também auxiliam na
remogdo da sujeira. Estes agentes ligam-se a ions metalicos, tornando-os
indisponiveis na solugio detergente (Rao et al., 1998).

Como a agio das proteases é influenciada por vérios fatores, como pH
do detergente, forga idnica, temperatura de lavagem, composicao do detergente ¢
sistema de branqueamento, o maior desafio no emprego de enzimas em
detergentes ¢ a sua estabilidade. Ha sempre a necessidade de novas enzimas com
propriedades que possam promover melhoramento no desempenho de lavagem
dos detergentes atuais baseados em enzimas. Nos altimos anos, a estabilidade
das proteases utilizadas na indistria de detergentes ¢ aumentada utilizando
técnicas de engenharia genética (Gupta et al., 2002; Calik et al., 2003; Rao et al,,
1998). Além da melhoria da estabilidade o uso de recombinantes também
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aumenta o rendimento da protease extracelular no meio de fermentagio (Rao,
1998).

A estabilidade a agentes branqueadores e oxidantes de muitas proteases
comerciais, como Durazym, Maxapem ¢ Purafect, ¢ obtida por mutagénese na
posigdio direcionada por técnicas de engenharia protéica (Gupta, 2002; Rao et al.,
1998).

2.4.2 Indiistra alimenticia

A protedlise tem grande influéncia no desenvolvimento do sabor € aroma
¢ na textura de muitas variedades de queijos. Os aminoécidos livres contribuem
diretamente, ou como substrato para outros compostos, que também contribuem
para o desenvolvimento do sabor ¢ aroma durante o processo de maturagdo de
queijos (Fox & Wallace, 1997; Kilcawley et al., 2002). Os peptidios amargos
podem gerar sabores indesejaveis, sendo de grande importincia a capacidade da
microbiota envolvida na fermentagdo de queijos hidrolisar estes peptidios.
Estudos tém sido realizados com o objetivo de selecionar espécies de bactérias
acido-lacticas e levedura, que possam ser empregadas no processo de maturagio

de queijos (Bentsio et al., 2003).

' As proteases sdo também empregadas na produgdo industrial de
biscoitos como condicionadores de massa que irdo enfraquecer o gliten,
tornando a massa adequada as ctapas de laminacdo, formagdo e cozimento,
podendo ser usadas para substituir o bissulfito de sédio (Bruno, 1989). Na
panificagdo, também sdo utilizadas para hidrolisar o ghiten para a obtengdo de
massa macia. As caracteristicas da massa dependem do estado das proteinas
presentes. Durante a sua preparagdo, essas proteinas formam uma rede que €
responsavel pelas caracteristicas de elasticidade da massa. A rede do gliten €
formada por pontes dissulfeto, € quanto maior o mimero dessas liga¢Ges, mais
dificil é trabalhar a massa. As proteases modificam essas redes pela quebra das
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ligagdes peptidicas. A extensdo da quebra depende do tipo de protease utilizada,
da sua concentra¢do ¢ do tempo de reagdo. A clivagem enzimatica permite a
formagdo de grupos NH ¢ CO,H. Esses grupos podem reagir com o agucar usado
na formulagio ou produzido pela alfa-amilase, sendo responsaveis pelo
desenvolvimento do sabor € da cor caracteristicos do pao (Lyons, 1988)

Na indastria de carne, as proteases sdo utilizadas no processo de
tenderizacio (Germano et al., 2003). As enzimas proteoliticas degradam a
estrutura das proteinas, sendo obtidas a partir de plantas ou microrganismos
(Belitz & Grosch, 1999). As proteases derivadas de plantas, como a bromelina
(abacaxi) e a ficina (figo) sdo usadas na tenderizagio de carnes. Entretanto, essas
enzimas degradam a textura da carne devido & sua ampla especificidade pelos
substratos, conduzindo a um gosto desagradivel devido ao excesso de
tenderizagdo (Cronlund & Woychik, 1986). O ideal de uma enzima proteolitica
para utilizagio na tenderizagdo de carnes ¢ que cla possua afinidade especifica
pelo colageno e elastina presentes nos tecidos € que seja estivel ao pH do
processo € as temperdmras de armazenamento e cozimento da carne (Cronlund
& Woychik, 1987).

A utilizacio das proteases para produgdo de oligopeptideos € alternativa
viavel ao tratamento quimico. A limitagdo ocorre devido & especificidade das
proteases e a instabilidade a solventes orgénicos. Estudos sdo realizados com o
objetivo de solucionar estes problemas, seja pela investigagdo de métodos de
estabilizagdo da enzima ou pelo isolamento de microrganismos que produzam
uma protease estavel na presenga dos solventes orgnicos (Ghorbel et al., 2003).

A aplicagio de hidrolise enzimdtica as proteinas tem sido uma das
principais 4reas de pesquisa. As proteinas podem ter a sua funcionalidade tanto
incrementada quanto diminuida, dependendo do grau de hidrolise aplicado
(Furtado et al., 2001)
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O uso das enzimas proteoliticas permite a produgio de hidrolisados
protéicos, com diferentes estruturas moleculares, de grande valor para o
desenvolvimento de caracteristicas especificas, funcionais ou nutritivas, em
produtos alimentares (Ferreira et al., 2002)

O valor nutricional dos hidrolisados depende da proteina de origem, do
tipo de hidrélise (enziméatica ou quimica) ¢ do tamanho da cadeia polipeptidica
(Carreira et al., 2003)

Ao hidrolisar as proteinas em peptidios ¢ aminodcidos, facilita-se a sua
absorgio pelas células, devido a agdio despolimeralizante (Lozano et al., 1994).
A introducdo na dicta de hidrolisados ricos em pequenos peptidios propicia
melhor utilizagio das proteinas, principalmente em individuos com alergias a
determinadas proteinas ou com intolerdncia alimentar, nos casos de deficiéncia
enzimitica (Gonzalez-Tello et al., 1994).

Carreira et al. (2003), utilizando a pepsina, obtiveram hidrolisado de
caseina, que apresentou alto valor nutricional e elevada susceptibilidade a agao
catalitica de todas as proteases conhecidas. As proteases podem ser usadas para
a obtengdo de aspartame, que ¢ um dipeptidio utilizado como edulcorante (Lu &
Chang, 1996). Sdo utilizadas também para hidrolisar as proteinas que sdo
responséveis pela turvagio da cerveja (OgrydziaK, 1993) e também propiciam
ainda uma maior disponibilidade de nutrientes que s3o utilizados pelos

microrganismos empregados no processo de produgido (Novozymes, 2005)
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2.4.3 Indistria farmacéutica

As proteases estido envolvidas em processos bioldgicos essenciais, como
coagulagiio sanguinea, morte celular e diferenciagio de tecidos. Varias etapas
proteoliticas importantes ocorrem no mecanismo invasivo de tumores, assim
como no ciclo de infec¢io de um grande numero de microrganismos
patogénicos. Esses fatores tornam as proteases um alvo quimioterapico valioso
para o desenvolvimento de novos compostos farmacéuticos (Campbell, 2600,
Koelsch et al., 2000; Vermelho et al., 1996; Vermelho et al., 2002). Como
exemplo, podem ser citadas as pesquisas de inibidores da protease do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), uma vez que esta enzima € essencial para a
produgio de novas particulas virais nas células infectadas (Campbell, 2000). As
de origem vegetal como papaina ¢ bromelina ¢ animal como tripsina e

quimotripsina, estio contidas em medicamentos para diversos fins (Said, 2002).

2.4.4 Outras aplicacdes
a )Tratamento de couro

Atualmente, procura-se desenvolver tecnoldgias que ndo provoquem
distarbios ambientais, como a utilizagdo de proteases no tratamento do couro em
substituicio a compostos toxicos € poluentes (Moreira et al., 2002; Rao et al.,
1998) '

Considerando que uma das primeiras aplicagdes de enzimas industriais
foi na maceragdo de couros, a tecnologia enzimatica progrediu lentamente na
inddstria de couro quando comparada a outros setores. Muitos curtidores de
couro temem que as proteases possam destruir o couro, porém, as que s3o
encontradas hoje no mercado sdo altamente especificas, atacando somente

proteinas-chave (Novozymes, 2005).
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A selegio da enzima a ser empregada depende da especificidade da
proteina que sera degradada ¢ a quantidade de enzima depende do tipo de couro
(leve ou pesado) (Rao et al., 1998).

b) Recuperacio de prata em filme de raios X

Os residuos de prata gerados nos processos fotoquimicos em hospitais,
clinicas de radiolologia, laboratérios fotograficos, indistrias € graficas devem
ser recuperados antes da disposicio dos efluentes. As proteases podem ser
empregadas na recuperacdo de prata em filmes (Bakhtiar et al., 2002; Horikoshi,
1999). A recuperagio da prata ¢ importante, do ponto de vista ambiental e
econdmico, uma vez que, se o efluente ndo for tratado, ird contaminar os rios
com residuos de prata entre outros. Economicamente, hd um grande interesse na
recuperacdo da prata, devido ao alto valor agregado a este residuo. Fujiwara et
al. (1987, 1991) e Ishikawa et al. (1993) relataram o uso de uma protease
alcalina para decompor a camada gelatinosa contida em filme de raios X, no
qual a prata foi recuperada.

¢) Tecnologia ambiental

Os extratos enzimiticos que contém apreciavel atividade lipasica,
proteasica e amilicea podem ser usados para o tratamento prévio de efluentes
industriais. Esses extratos atuam como coadjuvantes dos processos bioldgicos de
tratamento de efluentes, degradando os materiais gordurosos, protéicos €
amiliaceos. Essa etapa de hidrolise enzimética realizada antes do tratamento
biologico convencional (aerébio ou anmaerébio) contribui para aumentar o

desempenho do tratamento de efluentes (Sant Anna Jr. & Freire, 2002)
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2.5 Microrganismos produtores de proteases

Muitas indastrias sdo favoriveis a selecdo de microrganismos de
ocorréncia natural, uma vez que os produtos deles oriundos sdo mais facilmente
aceitos ¢ aprovados para comercializagdo do que os produzidos por manipulacio
genética. Varios grupos de microrganismos sdo capazes de produzir proteases
por processos de fermentagio devido ao seu crescimento rapido.
Microrganismos também séo preferidos em relagéo a plantas e animais, devido a
sua facilidade de manipulagio genética, gerando novas enzimas com uma
caracteristica especifica ou simplesmente para superprodugdo da enzima (Luna
et al., 2002; Poza et al., 2001; Rao et al., 1998).

As proteases microbianas sdo importantes porque elas atuam sobre
diversos substratos especificos, podendo ser usadas em diversas areas de
bioquimica e biotecnologia (Barata et al., 2002).

As alcalinas comerciais de microrganismos geralmente tém atividade
méxima em pH variando de 8,0 a 12,0 (Gupta et al., 2002; Rao et al., 1998).
Essas enzimas tém um grande potencial para aplicagdo em detergente ¢ mdusma
de couro, devido ao valor de seu pH 6timo e estabilidade a altas temperaturas
(Rao et al., 1998)

As proteases de origem bacteriana sdo muito usadas na indistria, porém
requerem custo intensivo na metodologia de filtragio para obter a preparagao
enzimitica livre do microrganismo, enquanto que, nas proteases de origem
fangica, o micélio é facilmente removido por filtragéo (Phadatare et al., 1993).

Embora muitos microrganismos sejam capazes de produzir proteases, 0
género Bacillus é destacado na pesquisa € na aplicacdo industrial. A maioria das
serina-endopeptidases comerciais, principalmente as alcalinas ¢ as neutras, é
produzida por Bacillus (Mendonga, 1995).

As bacterianas neutras sio ativas em pH 5,0 a 7,0 e possuem

termotolerdncia. As proteases neutras s3o metalo-endopeptidases e requerem ion
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metal divalente para sua atividade, enquanto outras s&o serina-endopeptidases,
que niio sdo afetadas por agentes quelantes (Rao et al., 1998).

As alcalinas sdo caracterizadas pela sua alta atividade em pH alcalino ¢
sua ampla especificidade por substratos. Sua temperatura Gtima € acima de
60°C. As proteases alcalinas tém um grande potencial para aplicagio em
detergentes e indistria de couro devido a0 seu pH 6timo ¢ sua termotolerancia
(Moreira et al., 2002; Rao et al., 1998).

O género Bacillus apresenta um numero de espécies importantes
industrialmente na produgdo de proteases, como Bacillus subtilis, B.
amyloliquefacies, B. thermoproteolyticus e B. licheniformis. Aproximadamente
metade da atual produgfio de proteases deriva de isolados de Bacillus sp.
Linhagens de Bacillus subtilis representam a maior fonte de protease alcalina
comercial do mundo (Beg & Gupta, 2003).

Enzimas proteoliticas s3o indispensaveis para o metabolismo de
nitrogénio de bactérias acido-liticas e também nos processos de producio da
industria alimenticia, como na maturagio de queijos. Como conseqiiéncia, vérias
proteases tém sido isoladas e caracterizadas a partir de bactérias cido laticas e
utilizadas na fabricagio de queijos (Gobbetti et al., 1996).

Os actinomicetos sio capazes de degradar macromoléculas em solos,
sendo eficientes na quebra de proteinas (Tsujibo et al., 1990). Streptomyces € a
espécie mais importante dentro dos actinomicetos, devido a sua capacidade de
produzir numerosos metabdlitos secundirios, em especial antibidticos. A
capacidade deste grupo de bactérias de produzir uma grande quantidade de
enzimas, como proteases com especificidade para vérios substratos, faz dela um
potencial para utilizagdo comercial. Azeredo et al. (2004) estudaram proteases
termofilicas de Streptomyces sp isolados do solo do cerrado brasileiro, uma vez

que a microbiota dos solos constitui uma excelente fonte de novas enzimas.
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A alta atividade proteolitica em leveduras ¢ relativamente rara
(Ogrydziak, 1993). Entretanto, Poza et al. (2001) relataram que a levedura
Candida caseinolytica apresentou alta atividade proteolitica quando cultivada
em meio de cultura constituido em g/l por extrato de camne 3g, triptona 5g,
glicose 1g ¢ leite em p6 desnatado (Nestlé S/A). A protease sintetizada por esta
levedura apresentou agio numa ampla variagdo de pH (4,5 a 11). Segundo Poza
et al. (2001), as caracteristicas das proteases produzidas pela C. caseinolytica
sugerem a sua aplicacio na industria de cerveja ¢, ainda, eventualmente, possuir
aplicacio na elaboragdo de certos tipos de detergentes (baixa temperatura) ou na
industria de pele ou couro devido a sua capacidade de proteolise a valores de pH
extremos (acima de 12).

As proteases obtidas a partir de Saccharomyces cerevisiae proveniente
da fermentagio industrial de cerveja foram utilizadas na massa de péo,
mostrando que as proteases liofilizadas da levedura apresentaram agdo
comparavel 3 de uma enzima bacteriana comercial nas condi¢des do
experimento (Ponezi, 1997).

As enzimas produzidas por fungos apresentam muitas vantagens,
considerando que a produgio de enzima é normalmente extracelular, tornando
mais ficil a sua recuperagdio no processo fermentativo (Germano et al., 2003).
Muitos trabalhos relatam a biossintese de proteases pelos géneros Aspergillus
(Kitano et al., 2002; Yang & Lin, 1998); Penicillium (Durand-Poussereau &
Fevre, 1996; Germano et al, 2003); Rhizopus (Farley & Ikasari, 1992)
_Humicola (Aleksieva et al., 2000); Mucor (Andrade et al., 2002) ¢ Fusarium
(Barata et al., 2002).

Os fungos produzem uma maior variedade de enzimas que bactérias,
podem produzir proteases acidas, neutras ou alcalinas, ativas numa ampla faixa

de pH de 4,0 a 11,0 e atuam em uma ampla variedade de substrato. Porém,
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geralmente apresentam uma menor velocidade de reagio e uma pior
termotolerancia (Rao et al., 1998).

As proteinases acidas de importincia comercial sio geralmente de
origem fiingica e sdo todas enzimas extracelulares empregadas na industria de
alimentos, principalmente em tenderizagdo de carnes, produ¢es de alimentos
fermentados e na industria de laticinios (Aleksieva et al., 2000). Possuem um pH

6timo pH 4,0 a 4,5 e sdo estaveis entre pH 2,5 a 6,0. Sdo empregadas na
| fabricagio de queijos devido ao seu baixo pH de atividade e temperatura
especifica (Rao et al., 1998).

Proteases alcalinas produzidas por 4. oryzae sdo usadas na fabricagio de

molho de soja e hidrélise de matéria-prima (Rao et al., 1998)

2.6 Fatores interferentes na producéio de protease

As enzimas sdo catalisadores muito eficientes, porém, sdo menos
resistentes a condigdes severas de reagio, quando comparadas aos catalisadores
inorganicos, ou seja, qualquer agente externo que possa interferir no arranjo
estrutural pode desnaturar a enzima e torna-la inativa, como por exemplo, pH,
temperatura, forga idnica e natureza do solvente (Sant Anna, 2001).

A atividade proteolitica pode ser determinada usando diferentes métodos
¢ condicdes experimentais. Ogrydziak (1993) concluiu que a atividade
proteolitica ¢ altamente dependente das condigGes experimentais € da
metodologia empregada.

Os bioprocessos sdo dependentes primariamente da capacidade de
sintese biomolecular seja de um organismo selvagem ou recombinante, baseada
pa sua estrutura genética, mecanismos de controle genético e regulagdo das
reagdes intracelulares. As condigGes ambientais do processo também sio

varidveis importantes, a interacdo entre essas condigGes € as reagles
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intracelulares é estudada com o objetivo de garantir uma boa performance de
produg@o enzimatica (Calik et al., 2002).
Alguns fatores importantes na produgdo de proteases sdo descritos a

seguir:

2.6.1 Linhagens de microrganismos

A atividade enzimatica depende da linhagem, portanto € importante fazer
uma sele¢do de linhagens para a produgdo proteolitica. Numerosas proteases sao
produzidas por microrganismos distintos, dependendo da espécie, ou mesmo por
diferentes cepas de uma mesma espécie. Proteases com diferentes propriedades
podem ser produzidas dentro de uma mesma espécie dependendo do isolado ¢
dos fatores relacionados com o processo de obtengdo da enzima (Koka &
Weimer, 2000).

Braga et al. (1998) & Poza et al. (2001) relataram a interferéncia do
hébitat natural dos microrganismos na sua producdo enzimitica. Silva (2004)
estudou a atividade enzimatica da microbiota dos frutos e grios de café (Coffea
arabica L.). Os grios de café apresentam uma microbiota diversificada que
afetam a qualidade da bebida, uma vez que esses microrganismos promovem
reagOes indesejiveis que comprometem as suas caracteristicas fisicas € quimicas
(Carvalho et al, 1998). A presenga desses microrganismos ocorre devido a
maior atividade de 4gua nos grios que favorece o crescimento microbiano. Uma
atividade de agua a partir de 0,7 aw favorece o crescimento de fungos, as
bactérias necessitam de uma atividade de 4gua a partir de 0,9 aw (Borém, 2004).

O grupo de microrganismo mais citado na literatura, quanto a relagdo
microrganismo versus qualidade da bebida de café, ¢ o de fungos filamentosos,
havendo menor nimero de trabalhos sobre fungos leveduriformes e bactérias
(Silva et al., 2004).
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O grio de café é constituido de casca, mucilagem € semente, sendo que
cada uma destas partes tem sua composi¢io quimica caracteristica € durante as
diversas fases de processamento do fruto e particularmente na secagem,
alteragSes na composicio quimica de uma das partes pode influenciar na da
outra ¢ consequentemente na qualidade do produto final.

Os produtos da fermentagdo da mucilagem podem atuar na composicdo
da semente, que é composta por carboidratos, dleos, proteinas, minerais, acidos,
trigonelina e cafeina. A composi¢io da mucilagem dos frutos de café fornece o
substrato adequado para o crescimento de microrganismos. Ela ¢ composta
basicamente de 85% agua e 15% de solidos na forma de um hidrogel insolavel ¢
coloidal. Da porgio de s6lidos 80% correspondem a substéncias pécticas € os
20% restante a agucares. Além do crescimento desses microrganismos, esse
substrato propicia fermentagGes que provocardo alteracdes nos componentes
quimicos. Os compostos, por difusdo, penetram na semente modificando sua
composi¢do, na maioria dos casos de forma detrimental & qualidade. Esses
compostos podem ser também provenientes do metabolismo dos
microrganismos, que produzem substincias que difundem da mucilagem para a
semente.

Para a agdo dos microrganismos € necessario a injuria da pelicula dos
frutos para possibilitar 0 acesso a4 mucilagem. Essas injirias podem ser de
natureza mecanica ou causadas por inseto, particularmente a mosca das frutas.
As fermentagGes que ocorrem, podem ser devidas ‘as enzimas do préprio café e
as de origem microbiana (Carvalho, 1998; Silva et al., 2004).

Cada microrganismo ou isolado tem suas condi¢Ses especiais para o
méaximo de produgdio enzimitica (Adinarayana & Ellaiah, 2002). Calik et al.
(2003) demonstraram maior atividade proteolitica em 20 horas de cultivo,

correspondendo 4 fase estaciondria na curva de crescimento do isolado de
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Bacillus licheniformes, pelo fato da sua produgdo de proteases ndo estar
relacionada com o seu crescimento.

Pereira et al. (2001) estudaram espécies de Lactobacillus que
apresentaram o mais alto indice de atividade proteolitica no inicio da sua fase
exponencial de crescimento.

Comparando dois isolados de um mesmo fungo Metarhizium anisopliae,
a atividade proteolitica foi maior em um dos isolados avaliados. Em um deles a
maxima atividade foi no 5° dia , ap6s este dia, houve uma queda progressiva na
atividade proteolitica. No outro isolado, o pico de atividade proteolitica foi
observado no 9° dia, ja na fase de autélise, caindo levemente até o 16° dia que
foi o final do experimento. As proteases produzidas por esse fungo t€ém um
interesse econbémico para aplicagdo industrial, além de serem importantes
durante o processo de penetragio no hospedeiro (Braga et al., 1999).

As leveduras produzem proteases nas fases exponencial € estacionaria
de crescimento (Ogrydiziak, 1993).

2.6.2 Sistemas de produgio

Os fatores relacionados com o sistema de produgido envolvem todos
aqueles presentes nas etapas do processo fermentativo (Adinarayana & Ellaiah,
2002), tais como:

a) Meio de cultivo na fermentagio

Os nutrientes, bem como as suas quantidades, podem afetar a produgdo ¢
o tipo de proteases (Longo et al., 1999). Estudos para a produgio de proteases
mostraram que a produg¢do pode variar com o meio de cultura usado € com os
efeitos regulatérios exercidos pelas fontes de carbono (Oh et al., 2000). A
produgio de proteases é induzida pela fonte de proteina € a sintese de enzimas €,

em parte, regulada pela represséo catabolica (Barata et al., 2002).
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Oh et al. (2000) estudaram o efeito das fontes de carbono na producdo de
proteases por Pseudomonas aeruginosa acrescido de uma das fontes de carbono
adicionais: glicose, lactose, carboximetilcelulose, D(-)arabinose, D(+)xilose,
celulose e farelo de arroz. A produgdo de proteases foi significativamente
aumentada pela adigdo de carboximetilcelulose, lactose ou farelo de arroz ao
meio de cultura. Quando o efeito das concentragbes dessas tés fontes de
carbono foi estudado, a lactose na concentragio de 1% mostrou-se a mais efetiva
para a produgdo de proteases.

Poza et al. (2001) testaram diferentes agiicares € concentragdes para a
produgio de proteases,” obtendo resultados varidveis dependendo da fonte ¢
concentracio utilizada. Concentragdes baixas de fontes de carbono permitem
crescimento e sintese de enzimas em valores maximos, porém, altos valores de
aghcares resultaram em repressdo catabélica na atividade da enzima.

A fermenta¢io em estado solido apresenta algumas vantagens sobre a
fermentagio liquida submersa para a produgio de enzimas fiingicas. O sistema
em estado sélido é geralmente mais simples ¢ podem ser utilizados substratos
agroindustriais. A minima quantidade de 4dgua permite a produgdo de
metaboélitos mais concentrados, tornando o processo mais rapido € mais
econdmico (Pandey, 2001). Estas condi¢Ges favorecem o crescimento de fungos
filamentosos que tipicamente crescem em natura em substratos solidos, tais
como pedacos de madeira, folhas de plantas € raizes € outros materiais orginicos
naturais (Soccol & krieger, 1998; Pandey et al., 2000). As condi¢Ses ambientais
na fermentagdo em estado sélido podem estimular a producdo de enzimas com
diferentes propriedades das enzimas produzidas pelo mesmo organismo na
fermentagdo submersa (Pandey et al., 1999; Pandey et al., 2001). Germano et al.
(2003) obteviveram bons resultados ao trabalharem com fermentagio em estado
solido para a produgdo de proteases por Penicillium sp, sugerindo assim a

utilizagiio de substratos baratos para a producZo proteolitica.

32



Azeredo et al. (2004) obteviveram bons resultados para a produgdo de
proteases por Streptomyces sp utilizando melago de cana como meio liquido, que
¢ um produto brasileiro de baixo custo, contribuindo assim para agregar valor a

este produto.

b) pH

Varios trabalhos demonstram a interferéncia do pH do meio de
fermentagdo na produgdo de proteases € no crescimento do microrganismo.
Diferentes valores de pH podem produzir diferentes proteases € em quantidades
também variadas (Braga et al., 1998; Calik et al., 2002). A varivel pH ¢ muito
importante no processo de produgdo enzimatica e precisa ser bem avaliada para
a obtengdo do melhor desenvolvimento operacional. As fermentagles para
produgio de enzimas podem ser realizadas em condigGes controladas ou ndo
controladas de pH, ou ainda parcialmente controlada, ou seja o controle €
realizado apenas em algumas etapas. A melhor condicdo depende do
microrganismo ¢ do produto final e rendimento desejados. Calik et al. (2002)
obtiveram maior produtividade de protease alcalina em condigdes ndo
controladas de pH, entretanto, outros autores relatam que o controle de pH
durante a producdo de proteases ¢ importante para a atividade enzimatica (Moon
& Parulekar, 1993). '

c¢) Temperatura

A maioria dos estudos sobre caracterizagdo de enzimas € realizada
utilizando temperatura controlada durante o processo fermentativo para a
producdo de proteases. A temperatura tanto pode interferir no crescimento do
microrganismo microbiano quanto na produgio de metabolitos produzidos pelos
microrganismos (Beg & Gupta, 2003; Koka & Weimer, 2000).
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d) Outros
Yang & Lin (1998) demonstraram que a aeragio e agitagio favoreceram
a producdo de uma protease acida por Aspergillus niger, uma vez que 6timos
niveis de atividade proteolitica foram obtidos nessas condigdes.
A producio de proteases ¢ varidvel com o sistema utilizado: células
livres ou imobilizadas; a escolha do melhor sistema deve ser especifica para
v cada bioprocesso (Longo et al., 1999; Szczesna-Antczak et al., 2004)

2.6.3 Purificacio enzimatica

Valores diferentes de produgiio proteolitica sdo obtidos dependendo da
purificagio da enzima. Alguns trabalhos utilizam o extrato bruto, ou scja sem
nenhuma purificagdo (Andrade et al., 2002; Azeredo et al., 2004; Germano et al.,
2003), enquanto outros realizam a caracterizacio enzimdtica na amostra
purificada ou parcialmente purificada (Beg et al., 2002; Germano et al., 2003).

2.6.4 Método analitico e substrato utilizados no ensaio enzimitico

Cada substrato usado para o ensaio proteolitico tem um conjunto de
caracteristicas, incluindo seqiiéncia de aminoacidos € localizagdo individual de
aminoacidos. Essas caracteristicas tém uma grande interferéncia na
especificidade da enzima pelo substrato. Os resultados da atividade proteolitica
sio variaveis em funcio da metodologia utilizada para quantificacio. Utilizando
a temperatura ¢ pH adequados ha maior produgdo proteolitica (Germano et al.,
2003; Ogrydziak, 1993; Poza et al., 2001).

2.6.5 Engenharia genética

O emprego da engenharia genética ¢ uma ferramenta potente para gerar
enzimas com propriedades novas ¢ ou melhoradas para a industria
biotecnoldgica (Calik et al., 2003; Kitano et al., 2002; Silva et al., 2002).
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As reninas s3o enzimas classicamente empregadas na fabricagdo de
queijos, atuando sobre a caseina e suas fragdes. Historicamente, as reninas
empregadas na fabricagdo de queijos s3o extraidas da mucosa géstrica de ovinos
¢ bovinos jovens. A limitagio da fonte dessas proteases estimulou a busca por
fontes alternativas. Atualmente, sdo empregadas técnicas de engenharia genética
em microrganismos, buscando a obten¢io de uma renina de padrdo igual ou
superior a de origem animal (Pastore, 2002).

As proteases obtidas por engenharia genética sdo aplicadas na indistria
de detergentes, uma vez que as enzimas bioprojetadas apresentam melhor
estabilidade. As novas preparagdes de proteases apresentam atividade catalitica
melhorada ¢ maior estabilidade frente & temperatura, presenca de agentes
oxidantes e alteragdes nas condigdes de lavagem (Rao et al., 1998)

A capacidade de B. subtilis secretar vérias proteinas no meio de cultura
¢ sua ndo-patogenicidade fazem dele um hospedeiro para clonagem de genes de
protease de outros Bacillus sp. Varios genes de proteases alcalina ou neutra de

vérias espécies de Bacillus s3o clonados em B. subtilis (Rao et al., 1998).

2.6.6 Estabilidade das proteases

As proteases produzidas precisam ser estudadas com relagdo a
estabilidade no processo industrial no qual serdo empregadas. Como exemplo
pode-se citar a necessidade das proteases usadas na sintesc de certos
oligopeptidios serem estaveis a solventes orgénicos, como hexano, tolueno ¢
" benzeno. A protease de um isolado de Pseudomonas aeruginosa PST-01
apresenton estabililidade na presenga destes € de outros solventes (Ogino et al.,
1995; Ogino et al, 1999). A bactéria Bacillus cereus produz uma metalo-
protease alcalina que apresenta estabilidade a elevadas temperaturas € a presenga
de solventes orginicos, sendo um potencial para aplicagdo na sintese de

peptidios e oligopeptidios e na producdo de detergentes (Ghorbel et al., 2003).
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Além de serem estiveis aos outros componentes usados no
processamento industrial as enzimas precisam ser também estaveis no pH e
temperatura em que serdo utilizadas (Stoner et al., 2004)

As diferentes aplicagdes de proteases requerem um pH 6timo especifico
para melhor performance da enzima, como por exemplo, 0 uso de proteases em
couro ou na indistria de detergente requer uma enzima com pH 6timo alcalino
enquanto o uso na indistria de fabrica¢do de queijo requer protease icida.
Modificagdes na superficie das enzimas podem alterar o pH 6timo da enzima
(Rao et al., 1998)

A protedlise das proteases a elevadas temperaturas € responsavel pela
rapida inativagdo da enzima. Varios trabalhos relatam que os ions calcio tem
participagdo na estabilizagdo das proteases a altas temperaturas € no aumento da
atividade (Barata et al.,, 2002; Beg et al., 2003; Ghorbel, 2003). Beg et al.
(2003), relataram o aumento da estabilidade térmica de uma protease a
temperatura de 60°C e 65°C, porém, este efeito nao foi observado a temperaturas
acima de 70°C. A maior parte das proteases alcalinas tem sido estudada por ser
significativamente estabilizada pela adi¢do de Ca ?* em valores mais altos de pH
€ temperaturas.

Alguns ions metalicos protegem a enzima contra desnaturacdo térmica e
tém um papel importante na manuten¢io da atividade da enzima a altas
temperaturas (Kumar et al., 1999).

Barata et al. (2002) relataram que a atividade de protease em Fusarium
oxysporum f£. sp lini foi significativamente aumentada quando CaCl, ou MgCl,
a altas concentragdes. Provavelmente, ions Ca ** ¢ Mg *' estio envolvidos na
estabilizacdo da estrutura ativa, mas ecles n3o s3o necessarios para ©

funcionamento catalitico.
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A cstabilidade da protcasc na presenga de EDTA ¢ vantajosa para scr
utilizada como aditivo de detergente, uma vez que as formulagdes contém altas
concentragdes de agentes quelantes, que s¢ ligam aos ions metalicos,
favorecendo a remogdo da sujeira (Ghorbel et al., 2003).

Os isolados dc Bacillus sp alcalifilicos sdo bons produtores de cnzimas
proteoliticas extracelulares em especial serina-protease alcalina, que ¢ estavel a
valores mais elevados de pH ¢ temperatura. Sua habilidade em resistir ¢ manter
atividade em condi¢des desfavoraveis torna este grupo de enzimas ideal para
aplicagfio industrial. Devido a essas caracteristicas, varios estudos sdo realizados
cm espécics de  Bacillus sp, apresentando proteases diferentes cm suas
caracteristicas enzimaticas ¢ fisico-quimicas. As serina-proteases tém sua
atividade fortemente inibida por PMSF (Hutadilok-Towatana, 1999).

Uma protease emprcgada na industria de cerveja, comercialmente
conhecida como Neutrase (Novozymes), ¢ insensivel aos inibidores naturais das
plantas. Ela apresenta baixa termotolerdncia que, neste caso, ¢ uma vantagem,
pois pode-se controlar a reagdo na produgio de hidrolisados alimentares com
baixo grau de hidrélise (Rao et al., 1998) "

As proteases sio um grupo complexo de enzimas que diferem em suas
propriedades, como especificidade pelo substrato, sitio ativo ¢ mecanismo de
catalise. Sua alta especificidade fornece a base para suas numerosas aplicagdes
fisiologicas ¢ comerciais. Sdo altamente dependentes da fonte enzimatica €

sistema de produgao para sua utiliza¢do industrial (Raoet al., 1998)
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Origem e manutencéo das culturas

Os isolados de bactérias, leveduras e fungos filamentosos utilizados
nesta pesquisa pertencem a Cole¢do de Microrganismos do Laboratério de
Fisiologia de Microrganismos do Departamento de Biologia da Universidade
Federal de Lavras. Esses microrganismos foram isolados de frutos de café no
estadio cereja da espécie Coffea arabica var. Acaid durante o periodo de
secagem via seca € armazenamento (Silva, 2004). Foram utilizados 143 isolados
compreendendo 39 bactérias, 38 leveduras e 66 fungos filamentosos. As
espécies utilizadas para a selecdo de isolados proteoliticos encontram-se nas
Tabelas 3,4 ¢ 5.
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TABELA 3 Isolados de bactérias para avaliagdo de atividade proteolitica

Espécie Isolado
Acinetobacter sp 378, 500
Arthrobacter sp 407
Bacillus cereus 318, 338, 421
Bacillus fastidiosus 1024
Bacillus macerans 333, 351,376
Bacillus megaterium 610, 749b, 817
Bacillus polymyxa 345, 379
Cedecea lapagei 1082
Enterobacter aerogenes 1068
Enterobacter agglomerans 512, 1037
Enterobacter sakazakii 543
Enterobacter. Cloacae 558
Klebsiella oxytoca 317
Klebsiella ozanae 322
Kurthia sp 1044, 1080, 1095
Proteus mirabilis 1103
Providencia rettigeri 1086
Pseudomonas paucimobilis 536, 1046
Pseudomonas putrefaciens 873
Serratia plymutica 719, 816
Serratia rubidea 875, 1047, 1058
Tatumella ptyseos 699, 804, 1093

Total de isolados: 39

39
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TABELA 4 Isolados de leveduras para avaliagdo de atividade proteolitica

Espécie Isolado
Arxula adeninivorans 4412, 734, 855
Candida fermentati 383, 390, 398
Candida membranifaciens 474
Candida saitoana 369, 476
Cyteromyces matritensis 567
Debaryomyces hansenii 640, 641, 642
Debaryomyces polymorphus 384, 385, 650
Dekkera brwxellensis 955b
Pichia anémala 507, 508, 702
Pichia burtonii 553, 605
Pichia guilliermondii 381, 397, 493
Pichia jadinii 933
Pichia holstii 441b, 957b
Pichia sydowiorum 732,759
Saccharomyces cerevisiae 856
Saccharomyces Kluyveri 567, 768
Stephanoascus smithiae 707, 733, 737
Zygoascus hellenicus 366, 368

Total de isolados: 38
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TABELA 5 Isolados de fungos filamentosos para avalia¢do da atividade

proteolitica
Espécie Isolado

Aspergillus dimorphicus 670, 671
Aspergillus flavus 516, 517
Aspergillus foetidus 663
Aspergillus niger 528
Aspergillus sydowii 557
Aspergillus ochraceus 418
Aspergillus viridicatum 6477
Fusarium concolor 625, 377
Fusarium equiseti 379
Fusarium illudens 358
Fusarium lateritium 224, 540, 711
Fusarium moniliforme 221,223
Fusarium nivale 222
Fusarium solani 146, 359, 237
Fusarium stilboides 371
Fusarium trincictum 480
Fusarium xylaroides 490, 369, 370
Paecilomyces sp 258, 321
Penicillium aurantiogriseum 526
Penicillium aurantiogriseum Dierckx 439
Penicillium brevicompactum 243, 343, 479

Penicillium citrinum
Penicillium chrysogenum
Penicillium corylophilum
Penicillium crustosum
Penicillium expansum
Penicillium fellutanum
Penicillium funiculosum
Penicillium implicatum
Penicillium janthinellum
Penicillium minioluteum
Penicillium purpurogenum
Penicillium roqueforti
Penicillium solitum
Penicillium viridicatum
Penicillium waksmanii

391, 723, 725
251, 351, 578
584
261, 388
356
309
218, 219
660
345
215, 216, 256
284, 285
393, 397, 425
324, 482, 637
647
449, 668

Total de isolados: 66
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As bactérias mantidas congeladas a -20°C, foram reativadas em meio
YEPG contendo, em g/L: extrato de levedura 10 g, peptona bacterioldgica 10g,
glicose 20g € incubadas & temperatura de 28°C por 24 horas. Foi verificada a
pureza da cultura apds o re-isolamento da cepa a partir de estrias compostas em
meio YEPG, pela visualizagio microscopica de ldminas utilizando a coloragdo
de Gram.

As leveduras foram reativadas em meio YEPG pH 3,5 acrescido de
gentamicina (100pg/mL) e ampicilina (100pg/mL) € incubadas a 28 C por 24
horas. A pureza da cultura foi realizada pela visualizagdo microscipica de
laminas utilizando o corante azul de metileno, que foram confeccionadas a partir
de coldnias isoladas obtidas de estrias compostas em placas contendo 0 mesmo
meio usado para reativagao.

Os fungos filamentosos que encontravam-se em tubos inclinados a
temperatura de 4°C ou esporos congelados a -20° C foram reativados em meio
agar nutriente baixo (SNA) contendo, em g/L: KH,PO4 1g, KNOs 1g, MgSO4
7H,0 0,5g, KC1 0,5g, glicose 0,2g, agar 20g , para os isolados pertencentes ao
género Fusarium, enquanto que os outros isolados foram reativados em meio
agar extrato de malte (MEA) contendo em g/L: extrato de malte 20g, glicose
20g, peptona bacterioldgica 1g, agar 20g, pH 5,6 € incubados & temperatura de
28°C por 5 dias.

3.2 Selecdo de isolados para atividade proteolitica

A atividade proteolitica foi detectada pela hidrélise de caseina em placa
de petri contendo meio YNB (DIFCO) suplementado com 0,5% caseina, 0,5%
glicose € 2% de agar e o pH foi ajustado para 7,0 com solugio de NaOH 1M e
incubados a 28°C por 7-8 dias. Apés este periodo, foi realizada a precipitagdo
utilizando o tratamento com uma solugio HC1 1M. A presenga de um halo claro

ao redor da colonia caracterizou o isolado como produtor / secretor de protease.
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Os testes foram realizados em triplicata e como controle positivo foi utilizada
uma solugio de protease comercial (Sigma P-4032) a 0,001%.

Para a inoculag¢iio na placa de petri foram utilizadas pré-culturas. Para
bactéria utilizaram-se 3uL de uma cultura de 24 horas em YEPG, para levedura
utilizaram-se 4 pl. de uma cultura de 24 horas em YEPG e para o fungos
filamentosos foi realizada a repicagem utilizando uma cultura de 5 dias em meio

MEA ou SNA, como relatado anteriormente.

3.3 Preparo do in6éculo

O indculo para bactéria foi obtido inoculando-se 1% da cultura estoque
em meio caldo nutriente, contendo, em g/L: extrato de carne 3g ¢ peptona
bacteriologica Sg, que foram incubados a4 28°C por 12 horas. O crescimento
celular foi avaliado pela densidade Otica a 600nm em espectrofotdmetro
(Shimatzu — UV1601PC).

O inbculo para levedura contendo 10* células/mL foi obtido pelo
crescimento da cultufa estoque (100pL para 1mL de meio YEPG) por 48 horas a
temperatura de 28°C. O numero de células apos 48 horas foi determinado pela
contagem em camara de Neubauer.

O indculo para fungos filamentosos consistiu em suspensdo contendo 10°
esporos/mL. Para a obtengfio desta suspensdo de esporos os isolados foram
repicados em placas contendo MEA ¢ incubados a 28°C por 12 dias. A seguir foi
realizada a retirada dos esporos utilizando-se solu¢do aquosa contendo 0,85% de
NaCL e 0,002% Tween-20 (Braga et al., 1999). A contagem dos esporos foi

realizada em cdmara de Neubauer.
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3.4 Producio de proteases

O meio de cultivo utilizado para a produ¢do de proteases por bactérias
foi o meio caldo nutriente acrescido de 0,01% de caseinato de sdédio. Foi
inoculado 1mL da cultura preparada para o inculo em erlenmeyer de 125 mL
contendo 50 mL do meio de cultivo. Os fiascos foram mantidos & temperatura de
28°C, sob agitagio a 200 rpm, durante 24 horas. O cultivo foi realizado em

. duplicata para cada isolado selecionado ¢ o pH do meio foi avaliado ao final do
processo. A seguir o crescimento foi avaliado pela densidade Optica a 600 nm
em espectrofotdmetro (Shimatzu — UV1601PC).

Para producdo de proteases em leveduras foi utilizado o meio YCB
(DIFCO) suplementado com 0,01% de caseinato de sédio e 0,1% de glicose.
Foram inoculados 2,5 mL da cultura contendo 10° células/mL em erlenmeyer de
125 mL contendo 50 mL do meio de cultivo. Os frascos foram mantidos a
temperatura de 28°C sob agita¢fio a 120 rpm durante 48 horas. O cultivo foi
realizado em duplicata para cada isolado selecionado ¢ o pH do meio foi
determinado no final do cultivo.

O meio de cultivo utilizado para produgdo em fungos filamentosos foi
meio mineral constituido, em g/L de MgSO; 0,52g, KCl 0,52g, KH,PO4 1,52¢,
FeSO; 7H,0 0,01g, ZnSO, 7H,0 0,01g, acrescido de 5g de caseinato de sodio.
Foram inoculados 10 mL da suspensdo de esporos preparada conforme descrito
no item 3.3 em erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL do meio de cultivo. Os
frascos foram mantidos a temperatura de 28°C sob agitagdo a 150 rpm durante 5
dias. O cultivo foi realizado em duplicata para cada isolado selecionado € o pH
do meio foi determinado ao final do cultivo. Apds o periodo de incubagio, o
material de cada frasco foi filtrado para a retengdo da massa micelial. A massa
micelial foi armazenada a 70°C para secagem até€ peso constante.

Apbs o crescimento dos microrganismos, os meios de cultivo foram

centrifugados ou filtrados (fungos filamentosos) € o sobrenadante considerado
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como extrato enzimatico bruto. O sobrenadante foi recolhido € congelado em

aliquotas de 1mL para posterior quantificagdo enzimatica.

3.5 Ensaio enzimatico para proteases

O ensaio para atividade proteolitica utilizando caseina como substrato
foi realizado pelo método modificado de Ramakrishna & Pandit (1988) com as
seguintes modificages: 250pL do sobrenadante foram adicionados em um tubo
contendo 500pL de caseinato de sodio (Sigma) 1% em 50mM do tamp@o
desejado. Os tubos foram selados com filme plistico e incubados a 30°C em
banho-maria por 2 horas. A reagio foi paralisada pela adigdo de 375 pL de acido
tricloroacético a 20%. Os tubos foram colocados em banho de gelo por 30
minutos. A seguir, o material foi centrifugado a 5.000g por 15 minutos a 4°C. A
leitura de absorvéncia foi realizada a 280 nm contra o branco (750uL do tampao
desejado + 375uL de 4cido tricloroacético). De cada amostra, subtraiu-se o valor
do controle (mistura idéntica da amostra, mas sem incubagdo prévia). Foram
realizadas trés repetigdes por amostra. A atividade proteolitica foi expressa em
unidade proteolitica, sendo definida como 1 unidade proteolitica (PU) a
atividade requerida para gerar uma ODz de 0,01 no sobrenadante por hora
(Braga et al., 1998).

3.6 Determinagiio quantitativa de proteases em diferentes valores de pH

A determinagio das proteases foi realizada em triplicata para cada
amostra, conforme metodologia descrita no item 3.5 em trés valores de pH: 5,0;
7,0 € 9,0. O substrato foi preparado em trés tampdes com concentragio S0mM:
tampdo citrato de sédio para pH 5,0, tampdo fosfato de sddio para pH 7,0 e
tamp3o tris para pH 9,0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Selecdo de bactérias para produgio de proteases

Dentre os 39 isolados de bactérias testados, 19 (48,71%) apresentaram
halo claro ao redor da coldnia (Tabela 6), indicando atividade proteolitica.

O género Bacillus é conhecido pela sua propriedade de producdo de
proteases extracelulares (Beg & Gupta, 2003). Neste estudo, isolados de trés
diferentes espécies de Bacillus (B. macerans, B. megaterium ¢ B. polymyxa)
foram selecionados para a avaliagdo quantitativa de proteases. Qutras espécies
de Bacillus nio apresentaram resultado positivo no teste qualitativo. As trés
espécies de Bacillus selecionadas mostram que a produ¢do de proteases ¢
especifica para cada isolado e nfo para determinada espécie, conforme relataram
Braga et al. (1998). As espécies selecionadas apresentaram isolados com
atividade caseinolitica e outros ndo caseinoliticos (Tabela 6).

Outro fator a ser considerado é a possibilidade de um isolado perder a
sua capacidade proteolitica devido a subculturas repetidas e ou devido ao tempo
de congelamento (Braga et al., 1998)

Muitas proteases sdo produzidas pelas espécies de Pseudomonas (Koka
& Weimer, 2000).'Oh et al. (2000) relataram a produgdo de uma protease por
Pseudomonas aeruginosa que foi ativa na faixa de pH 7 a 9, sendo seu pH 6timo
8,0. KoKa & Weimer (2000) relataram a producio de metalo-protease por
Pseudomonas  fluorescens com pH étimo de atividade em torno de 5,0 e
temperatura de incubagdio a 35°C. Rajmohan et al. (2002) descreveram uma
melato-protease produzida por Pseudomonas fluorescens isolada de amostras de
leite pasteurizado, semi-desnatado e desnatado. Neste trabalho, duas espécies de
Pseudomonas (P. paucimobilis ¢ P. putrefaciens) foram avaliadas com relagdo a
capacidade caseinolitica. Os isolados de P. paucimobilis (dois) apresentaram
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hidrolise da caseina enquanto que nenhum isolado de P. putrefaciens apresentou
atividade caseinolitica (Tabela 6).

O género Serratia ndo tem sido considerado um tipico produtor de
proteases, porém, Longo et al (1999) encontraram altos niveis de producio de
proteases em um isolado de Serratia marcescens quando comparados com um
isolado de B. subtilis. Os dois isolados de Serratia plymutica avaliados com
relagio a capacidade caseinolitica apresentaram resultado positivo, enquanto que
a espécie S. rubidea nio apresentou nenhum isolado com atividade caseinolitica
(Tabela 6).

Pelos resultados obtidos neste trabalho, pdde—se verificar que espécies
diferentes ou mesmo isolados diferentes de uma mesma espécie podem
apresentar resultados diferentes com relagdo a produgdo de proteases (Tabela 6).
Essas diferengas confirmam que a produgdo de proteases ¢ altamente dependente
da linhagem, conforme descrito por vérios autores (Adinarayana & Ellaiah,
2002; Braga et al., 1998; Koka & Weimer, 2000).
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TABELA 6 Hidrolise da caseina por isolados de bactérias isoladas de frutos €

grios de café
Espécie Isolado Hidrdlise caseina

Acinetobacter sp 378, 500 +
Arthrobacter sp 407 -
Bacillus cereus 318, 338,421 -
" Bacillus fastidiosus 1024 -
Bacillus macerans 376 +
333, 351 -
Bacillus megaterium 749b, 817 +
610 -
Bacillus polymyxa 345 +
379 -
Cedecea lapagei 1082 -
Enterobacter aerogenes 1068 +
Enterobacter agglomerans 1037 +
512 -
Enterobacter sakazakii - 543 -
Enterobacter cloacae 558 -
Klebsiella oxytoca 317 -
Klebsiella ozanae 322 -
Kurthia sp 1044, 1080, 1095 +
Proteus mirabilis 1103 -
Providencia rettigeri 1086 +

Pseudomonas
paucimobilis 536, 1046 +
Pseudomonas putrefaciens 873 -
Serratia plymutica 719, 816 +
Serratia rubidea 875, 1047, 1058 -
Tatumella ptyseos 699, 804, 1093 +

+ presenca de halo claro ao redor da col6nia: isolado caseinolitico
- auséncia de halo claro ao redor da coldnia: isolado ndo caseinolitico
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4.2 Selegio de leveduras para a producio de proteases

Nesta selegdio, o teste qualitativo para hidrolise de caseina em leveduras
mostrou que apenas um isolado de Cyreromyces matritensis (2,63%) dentre os
38 avaliados, apresentou a formagio de halo claro ao redor da colOnia,
caracterizando-a como proteolitica (Tabela 7).

As produgdes de proteases extracelulares por leveduras vém sendo
pesquisadas para utilizagdo industrial (Braga et al., 1998; Ponezi, 1997; Poza et
al., 2001) uma vez que elas ndo sdo tradicionalmente reconhecidas como boas
produtoras de protease (Poza et al, 2001). Entretanto, alguns autores
demonstraram a existéncia de alta atividade proteolitica em diferentes espécies
de leveduras (Ogrydziak, 1993; Poza et al., 2001).

As proteases de leveduras na area médica sdo estudadas ha mais tempo,
devido a leveduras patogénicas, como por exemplo, Candida albicans. Essa
levedura secreta uma aspartico-protease extracelular que € importante na sua
patogenicidade. A resisténcia de algumas cepas aos medicamentos existentes faz
com que a pesquisa por novos medicamentos seja prioritiria. O estudo dessa
protease ¢ importante para o desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos
para o tratamento da candidiase (Koelsch et al., 2000; Pichova et al., 2001).

Além das proteases extracelulares para aplicagdo industrial as proteases
intracelulares também sdo estudadas devido a sua importincia metabolica.
Bolumar et al. (2005) purificaram e determinaram as propriedades bioquimicas
de uma protease intracelular de Debaryomyces hansenii que sdo importantes no
metabolismo de nitrogénio, interferindo na fisiologia ¢ adaptacdo desta levedura

nos processos de produgdo de alimentos fermentados.
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TABELA 7 Hidrdlise de caseina por isolados de leveduras isoladas de frutos e

gréos de café
Espécie Isolado Hidrélise caseina

Arxula adeninivorans 4412, 734, 855 -
Candida fermentati 383, 390, 398 -
Candida membranifaciens 474 -
Candida saitoana 369, 476 -
Cyteromyces matritensis 567 +
Debaryomyces hansenii 640, 641, 642 -
Debaryomyces

polymorphus 384, 385, 650 -
Dekkera bruxellensis 955b -
Pichia anémala 507, 508, 702 -
Pichia burtonii 553, 605 -
Pichia guilliermondii 381, 397, 493 -
Pichia jadinii 933 -
Pichia holstii 441b, 957b -
Pichia sydowiorum 732, 759 -
Saccharomyces cerevisiae 856 -
Saccharomyces kluyveri 567, 768 -
Stephanoascus smithiae 707, 733, 737 -
Zygoascus hellenicus 366, 368 -

+ presenga de halo claro ao redor da colénia: isolado caseinolitico
- auséncia de halo claro ao redor da col6nia: isolado nio caseinolitico

Braga et al. (1998) realizaram uma selegfio de leveduras proteoliticas, na
qual diferentes espécies de Candida e Pichia apresentaram teste positivo para
hidrélise da caseina. Porém, neste trabalho, nenhuma espécie desses géneros
apresentou esta caracteristica.

O baixo percentual de isolados de leveduras caseinoliticas obtido nessa
selegdio concorda com os resultados de Poza et al. (2001), nos quais a maioria
das leveduras secretou pouca ou nenhuma protease extracelular.

O fato de alta atividade proteolitica ser descrita como rara em leveduras
nio impede a proposta de novos trabalhos, uma vez que varios autores

encontraram altos niveis de produgdo de proteases em leveduras, além da
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possibilidade de encontrarem isolados com novas caracteristicas de interesse

para utilizagdo em biotecnologia.

4.3 Selecao de fungos filamentosos para a produgio de proteases

Os fungos filamentosos tém sido extensivamente utilizados como
produtores de diferentes substdncias de interesse econdmico COmoO enzimas,
antibiéticos, vitaminas, aminoacidos e esterdides (Braga et al., 1999).

As proteases bacterianas tém sido largamente utilizadas na industria,
entretanto, requerem custo intensivo na metodologia de filtragdo para obter a
preparagio enzimatica livre do microrganismo. As proteases de origem fingica
oferecem a vantagem do micélio ser facilmente removido por filtragdo
(Phadatare et al., 1993).

Dentre os 66 isolados de fungos filamentosos submetidos ao teste
qualitativo para hidrélise da caseina, 33 (50%) apresentaram a formagdo de halo
claro ao redor da col6nia, caracterizando-os como proteoliticos.

Os isolados que apresentaram atividade proteolitica pertencem as
espécies Aspergillus dimorphicus, A. ochraceus, Fusarium illudens, F.
lateritium, F. solani, Paecilomyces sp, Penicillium aurantiogriseum, Penicillium
aurantiogriseum Dierckx, P. brevicompactum, P. citrinum, P. chrysogenum, P.
corylophilum, P. crustosum, P. expansum,P. fellutanum, P. implicatum, P.

roqueforti, P. solitum e P. waksmanii (Tabela 8)



TABELA 8 Hidroélise caseina por isolados de fungos filamentosos isolados de

frutos e graos de caf:

52

Espécie Isolado hidrélise caseina
Aspergillus dimorphicus 670, 671 +
-ispergillus flavus 516,517 -
Aspergillus foetidus 663 -
Aspergillus niger 528 -
Aspergillus sydowii 557 -
Aspergillus ochraceus 418 +
Aspergillus viridicatum 647 -
Fusarium concolor 337, 625 -
Fusarium equiseti 379 -
Fusarium illudens 358 +
Fusarium lateritium 224 +

540,711 -

Fusarium moniliforme 221 +

223 -

Fusarium nivale 222 -

Fusarium solani 237, 359 +

176 -

Fusarium stilboides 371 -

Fusarium trincictum 480 -

Fusarium xylaroides 370, 369, 460 -

Paecilomyces sp 321 +

258 -

. Penicillium aurantiogriseum 526 +
Penicillium aurantiogriseum

Dierchkx 439 +

Penicillium brevicompactum 243,479 +

343 -

...continua....



alcalina por Fusarium oxysporum f. sp lini. Essa espécie utiliza proteinas ¢
peptideos como substrato de crescimento e produz enzimas proteoliticas para
gerar pequenos peptideos. Durand-Poussereau (1996) descreveu a importancia
de uma aspartico-protease extracelular produzida por Penicillium roqueforti que
foi a maior responsavel pela atividade proteolitica total.
Os resultados obtidos no teste qualitativo para a selecdo de fungos
.ﬁlamentosos proteoliticos também mostraram que a produg¢do de proteases €
especifica para um isolado ¢ nfio para uma determinada espécie, conforme ja

discutido no item 4.1.

4.4 Determinacgiio quantitativa de proteases em diferentes valores de pH
para os isolados de bactérias

A atividade proteolitica foi determinada no sobrenadante da cultura ap6s
a fermentagdo, sendo considerado como extrato enzimitico bruto. A
determinagiio da atividade enzimatica foi realizada em trés valores diferentes de
pH: 5,0; 7,0 € 9,0, utilizando uma temperatura de 30°C para incubagdo em
banho-maria. O valor do pH no final do processo fermentativo foi determinado
para cada isolado selecionado como caseinolitico (Tabela em anexo).

As maiores atividades proteoliticas em pH 5,0, nas condigdes do
experimento, foram apresentadas pelas espécies de bactérias Pseudomonas
paucimobilis (1046), Enterobacter agglomerans, Bacillus polymyxa e Tatumella
ptyseos (1093) que exibiram, respectivamente, 26,50 UP; 19,51 UP; 16,44 UP ¢
16,34 UP. Os valores de produgio dos dois ultimos isolados ndo diferiram
estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5% (Tabela 9).

O isolado da espécie Pseudomonas paucimobilis (1046) apresentou a
mais alta atividade proteolitica dentre os isolados selecionados como maiores
produtores em pH 5,0. A variagio de sua produ¢do enzimitica nos trés valores

de pH encontra-se na Tabela 9. O isolado apresentou a mesma atividade em pH
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TABELA 8, Cont.

Espécie Isolado Hidrélise caseina

Penicillium citrinum 391, 723, 725 +
Penicillium chrysogenum 251, 351, 578 +
Penicillium corylophilum 584 +
319, 325 -

Penicillium crustosum 261, 388 +
664 -

Penicillium expansum 356 +
Penicillium fellutanum 309 -
Penicillium funiculosum 218, 219 -
Penicillium implicatum 660 +
Penicillium janthinellum 345 -
Penicillium minioluteum 215, 216, 256 -
Penicillium purpurogenum 284, 585 -
Penicillium rogqueforti 393, 397, 425 +
Penicillium solitum 324, 482, 637 +
Penicillium viridicatum 647 -
Penicillium waksmanii 449, 668 +

+ presenga de halo claro ao redor da colénia: isolado caseinolitico
~ - auséncia de halo claro ao redor da colénia: isolado ndo caseinolitico

Virios trabalhos descrevem eficiente expressdo de proteases pelos
géneros Aspergillus (Germano et al., 2003; Kitano et al, 2002; Yang & Lin.
1998), Fusarium (Barata et al., 2002) e Penicillium (Chrzanowska et al., 1993;

Poussereau et al., 1996).

Germano et al. (2003) realizaram a caracterizagio parcial de uma
protease produzida por Aspergillus sp. Os resultados foram compativeis com

‘uma serina-protease uma vez que a enzima foi inibida na presenca de inibidores

especificos para esse tipo de protease.

Uma alta producgdo de protease dcida foi obtida utilizando-se um isolado
de Aspergillus niger cultivado sob melhores condicdes de aeragio e agitagdo

(Yang & Lin, 1998). Barata et al. (2002) relataram a produg@o de uma protease
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5,0 (26,50 UP) € 9,0 (25,37 UP), uma vez que nfo difere estatisticamente. Em
pH 7,0 (17,02UP), a atividade proteolitica foi menor.

Em pH 7,0, nas condi¢Ses do experimento, as maiores atividades foram
encontradas no cultivos de B. megaterium (817), Kurthia sp (1095) e Tatumella
ptyseos (1093) que apresentaram, respectivamente, 26,22 UP, 26,67 UP ¢ 26,37
UP. Estes valores ndo diferiram estatisticamente, a 5%, pelo teste de Tukey
(Tabela 9).

A atividade proteolitica de Bacillus megaterium (817) para diferentes
valores de pH encontra-se na Tabela 9. O pH 6timo de atividade foi 7,0 (26,22
UP) € 9,0 (26,18 UP), uma vez que estes valores ndo diferiram estatisticamente.
Em pH 9,0, este isolado nfio apresentou a maior atividade, porém, foi um dos
maiores produtores. Houve um decréscimo significativo em sua atividade em pH
5,0 (13,94 UP).

A produgciio proteolitica de Kurthia sp (1095) para diferentes valores de
pH encontra-se na Tabela 9. Os resultados foram semelhantes aos obtidos para o
isolado de B. megaterium (817). O pH étimo foi 7,0 (26,67 UP) ¢ 9,0 (25,98
UP), ocorrendo um decréscimo na atividade em pH 5,0 (13,02 UP). Em pH 9,0,
esse isolado também esteve entre os maiores produtores, embora ndo fosse o
maior.

A produgio proteolitica para Tatumella ptyseos (1093) para diferentes
valores de pH encontra-se na Tabela 9. O pH 6timo de atividade foi 7,0
(26,37UP) € 9,0 (27,02UP), valores que m‘id diferiram estatisticamente. Em pH
9.0, nio foi o isolado com maior produtividade, porém, foi um dos maiores
produtores. Houve uma perda de atividade em pH 5,0 (16,34UP), porém foi uma
perda menor que a apresentada por B. megaterium € Kurthia sp, uma vez que
este foi um dos maiores produtores neste valor de pH.

As maiores atividades proteoliticas dentre os isolados em pH 9,0, nas

condigdes do experimento, foram obtidas pelas espécies Enterobacter
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agglomerans, Tatumella ptyseos (1093), Bacillus megaterium (817) € Kurthia sp
(1095) que apresentaram, respectivamente, 29,74 UP, 27,02 UP, 26,18 UP ¢
25,98 UP. Os valores de produgdo dos dois ultimos isolados ndo diferiram
estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5% (Tabela 9).

O maior produtor em pH 9,0 foi o isolado de Enterobacter agglomerans ,
sua atividade proteolitica para diferentes valores de pH encontra-se na Tabela 9.
O seu pH étimo de atividade foi 9,0 (29,74 UP), havendo um decréscimo
gradativo da atividade proteolitica nos valores de pH 7.0 ¢ 5,0, que
apresentaram, respectivamente 22,70 UP ¢ 19,51 UP.

A variagio da produgio de proteases em diferentes valores de pH para as
outras espécies que obtiveram as maiores atividades em pH 9,0, Tatumella
ptyseos (1093), Bacillus megaterium (817) ¢ Kurthia sp (1095) ja foi relatada
anteriormente.

Em pH 5,0, o isolado de B. polymyxa nio foi o maior produtor, porém
,foi um dos maiores produtores dentre os fungos filamentosos caseinoliticos
neste pH. A variagio de produgdo de proteases para diferentes valores de pH
encontra-se na Tabela 9. Embora ele tenha se destacado dentre os outros
isolados em pH 5,0 (16,44 UP), o seu pH 6timo foi 7,0 (22,85 UP) ¢ 9,0 (20,78

UP), uma vez que nio difeririu estatisticamente.
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TABELA 9 Atividade proteolitica de bactérias caseinoliticas em trés
diferentes valores de pH

Espécie Isolado Atividade proteolitica (UP)
pH 5,0 pH 7,0 pH 9,0
Acinetobacter sp 378 10,92 ° 12,19° 21,00%
500 1is*® 534* 7,86"
Bacillus macerans 376 0,00* 0,00* 0,73*
Bacillus megaterium 817 13,94 3 26,224 26. 18
749b 11,56 5§l 23195
Bacillus polymyxa 345 16,44° 22,85% 20,78
Enterobacter aerogenes 1068 5.52° 14,24 v1{1) P
Enterobacter
agglomerans 1037 19,51€ 22,70° 29,74*
Kurthia sp 1044 10,86° 20,90° 24,94%
1080 7,078 18,98* 19,64
1095 13,027 26,67" 25,98*
...continua...
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TABELA 9, Cont.

Espécie Isolado Atividade proteolitica (UP)

' pHS50  pH70  pHY0

. Providencia rettigeri 1086 14,21B 14,89B 24,.28*
Pseudomonas

paucimobilis 536 - 5,34C 14,84° 20,26"

1046 26,50* 17,028 25,37%

Serratia plymutica 719 11,51° 23,60* 22,73%

816 6,53° 19,60° 24,86"

Tatumella ptyseos 699 0,314 2,15% 3,14%

804 4,12° 15,51° 20,52%

1093 16,34 26,37 27,02%

Unidade proteolitica (UP): 1 UP ¢ a atividade requerida para gerar uma ODxso
de 0,01 no sobrenadante por hora. Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem
estatisticamente, pelo Teste de Tukey (5%)
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Em todos os isolados das espécies B. megaterium (817), B. polymyxa, E.
agglomerans, Kurthia sp (1095), P. paucimobilis (1046) ¢ Tatumella ptyseos,
que apresentaram as maiores atividades enzimaticas, ficou evidente que o pH €
uma variavel importante na atividade proteases e especifica para cada isolado.

Os valores de pH 6timo 7,0 € 9,0 indicam que este microrganismo pode
ser estudado para a produgo de proteases em processos que requerem pH neutro
ou alcalino, como a indistria de detergentes (Calik et al., 2003; Gupta et al.
2002; Mittidieri et al., 2002; Rao et al., 1998).

Para os isolados em que o pH dtimo para atividade enzimatica foi 5,0,
sugere-se 0 estudo da produgdo de proteases para a aplicagdo na industria
alimenticia, como na sintese de peptideos (Ogino et al, 1995; Ogino et al., 1999;
Rao et al., 1998).

Cabe ressaltar que o fato de uma enzima possuir 0 pH 6timo para
aplicagio em um determinado setor industrial ndo implica que ela possa ser
utilizada. Precisa-se fazer uma caracterizacdo da protease, a fim de identificar
outros fatores importantes, como temperatura Otima para atividade e
estabilidade na presenga de interferentes, seja na sua producio ou no processo
industrial onde serdo empregadas (Barata et al.,, 2002; Germano et al., 2003;
Ogino et al., 1995; Ogino et al., 1999; Stoner et al., 2004).

O isolado de P. paucimobilis apresentou, como pH Otimo para a
atividade proteolitica, os valores 5,0 € 9,0, ocorrendo, entretanto, uma queda da
atividade enzimética no valor de pH 7,0 (Tabela 9). Esta variagdo da atividade
em fungdo do pH pode ser devido a varias proteases produzidas pelo mesmo
isolado (Koka & Weimer, 2000), uma vez que foram quantificadas neste
trabalho as proteases extracelulares totais.

Os microrganismos que produziram proteases que nio tiveram perda de
atividade com a variagdo de pH (9,0 ¢ 7,0), como B. megaterium (817), B.
polymyxa, Kurthia sp ¢ Tatumella ptyseos, apresentam uma maior estabilidade
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com relagdo a alteragdes nos valores de pH. A manuten¢io da atividade em uma
ampla faixa de pH faz com que a enzima possa ser utilizada em vérios processos
industriais (Poza et al., 2001).

4.5 Determinagio quantitativa de proteases em diferentes valores de pH
para os isolados de leveduras

A tnica levedura selecionada para a quantificagdo proteolitica
apresenton atividade apenas em pH 5,0 que foi 2,40 UP. A sua atividade
enzimatica neste pH foi baixa quando comparada com as apresentadas por
isolados de bactérias e fungos filamentosos.

Braga et al. (1998) estudaram a produgio de proteases em diferentes
espécies de leveduras em trés valores diferentes de pH: 5,0, 7,0 € 9,0. Nenhuma
delas apresentou atividade em pH 9,0 ¢ em pH 7,0 apresentaram baixa atividade.

Poza et al. (2001) relataram uma alta produg¢do proteolitica em um
isolado de Candida caseinolytica isolada de tecidos necréticos de varias
espécies de cactus, sendo uma rara caracteristica entre as leveduras. Esta
levedura também apresentou outra propriedade, que € a ampla variagio do pH de
atividade.

4.6 Determinacdo quantitativa de proteases em diferentes valores de pH
para os isolados de fangos filamentosos

As maiores atividades proteoliticas em pH 5,0, nas condigbes do
experimento, foram apresentadas pelas espécies Aspergillus dimorphicus (671),
Fusarium solani (359) e Penicillium fellutanum, que exibiram, respectivamente,
20,35 UP, 18,34 UP ¢ 18,65 UP. Os valores de producdo dos trés isolados nio
diferiram estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% (Tabela 10).

A atividade proteolitica de A. dimorphicus (671) para diferentes valores
de pH encontra-se na Tabela 10. Embora esse isolado tenha apresentado a maior
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atividade enzimatica em pH 5,0 (20,35 UP), quando comparado a outros fungos
filamentosos, o seu pH 6timo de atividade foi 9,0 (31,74 UP). Observou-s¢ um
decréscimo gradativo da atividade proteolitica 4 medida que os valores de pH
diminuem, sendo sua atividade em pH 7,0 de 23,53 UP.

A atividade proteolitica de F.solani (359) para diferentes valores de pH
encontra-se¢ na Tabela 10. O seu pH étimo de atividade foi 9,0 (37,40 UP),
embora nesse valor de pH a produgiio enzimitica tenha ficado entre as maiores,
mas ndo foi a melhor. As proteases desse isolado também mostraram um
decréscimo gradativo de atividade enzimatica com a diminui¢do dos valores de
pH, sendo 29,11 UP em pH 7,0 ¢ 18,34 em pH 5,0. Esse isolado mostrou-se
como melhor produtor também em pH 7,0

A atividade proteolitica de P. fellutanum para diferentes valores de pH
encontra-se na Tabela 10. O seu pH 6timo de atividade foi 9,0 (31,53 UP),
embora n3o tenha se destacado entre os demais nesse valor de pH. As proteases
desse isolado também mostraram um decréscimo gradativo da atividade
enzimatica com a diminui¢io dos valores de pH, sendo 28,83 UP em pH 7,0 ¢
18,65 UP em pH 5,0. Esse isolado mostrou-se como melhor produtor também
em pH 7,0.

Em pH 7,0, nas condig¢des do experimento, as maiores atividades foram
obtidas por Fusarium solani (359), Penicillium fellutanum e P. waksmanii (668),
que apresentaram, respectivamente, 29,11 UP, 28,83 UP ¢ 27,63 UP. Os dois
primeiros valores nio diferiram estatisticamente a 5% pelo Teste de Tuckey
(Tabela 10).

A variagio enzimatica em fungdo da variagdo de pH para os melhores
produtores em pH 7,0, F. solani (359) e P. fellutanum, ja foi descrita
anteriormente.

As maiores atividades proteoliticas em pH 9,0, nas condigdes do

experimento, foram obtidas pelas espécies Aspergillus ochraceus, Fusarium
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moniliforme e Fusarium solani (359,) que exibiram 48,75 UP, 37,51 UP €37,40
UP, respectivamente. Os dois ultimos valores ndo diferiram estatisticamente
(Tabela 10).

O melhor em pH 9,0 foi 4. ochraceus; a sua produgio proteolitica para
diferentes valores de pH encontra-se na Tabela 10 € Figura 12. O seu pH 6timo
de atividade foi 9,0. Observou-se um decréscimo significativo fora desse valor
de pH, sendo 13,82 UP em pH 7,0 € 9,39 em pH 5,0.

A atividade proteolitica de F. moniliforme para diferentes valores de pH
encontra-se na Tabela 10. O seu pH 6timo de atividade foi 9,0, tendo sua
atividade uma das melhores quando comparada aos demais isolados. Observou-
se um decréscimo gradativo com a diminuigdo do pH, sendo 25,54 UP em pH
7,0 € 11,45 UP em pH 5,0.

A atividade proteolitica em fun¢do da variagdo de pH para F.solani
(359) ja foi descrita anteriormente.

A produgio proteolitica de P. waksmanii (668) para diferentes valores
de pH encontra-se na Tabela 10. O sen pH étimo de atividade foi 9,0 (33,85
UP), embora neste valor de pH sua produgdo enzimitica nio tenha sido uma das
maiores. Observou-se também um decréscimo gradativo da atividade em fungdo
da diminuigdo do valor de pH, sendo 27,63 UP em pH 7,0 € 12,45 UP em pH
5,0. Sua atividade em pH 7,0 foi uma das maiores dentre os isolados estudados.

O género Paecilomyces ndo apresentou atividades significativas em

nenhum dos valores de pH.
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TABELA 10 Atividade proteolitica de fungos filamentosos caseinoliticos
em trés diferentes valores de pH

Espécie Isolado Atividade proteolitica (UP)

pH 5,0 pH 7,0 pH 9,0

Aspergillus dimorphicus 670 10,58° 20,90* 21,18*
671 20,35¢ 23,538 31,74*

Aspergillus ochraceus 418 9,39¢ 13,82° 48,75*
Fusarium illudens 358 8,74° 16,51° 27,594
Fusarium lateritium 224 0,524 0,11% 0,00*
Fusarium moniliforme 221 11,45° 25,54° 37,514
Fusarium solani 237 4,09° 4,09° 21,48*
359 18,34° 29,11B 37,40*

...continua...
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TABELA 10, Cont.

Espécie Isolado Atividade proteolitica

pH 5,0 pH7.0 pH 9,0

Paecilomyces sp 321 8,18 15,38" 19,46*
P.aurantiogriseum 526 0,58° 7,03* 0,417
P. aurantiogriseum Dierckx 439 1,174 1,39* 1,56*
P. brevicompactum 243 13,44° 20,53° 27,36*
479 0,19% 1,434 0,00*

Penicillium citrinum 391 8,31° 19,74* 20,36*
723 10,89° 20,728 29,01*

725 6,43 8,15* 7,66°

...continua...
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TABELA 10, Cont.
Espécie Isolado Atividade proteolitica (UP)
pH 5,0 pH 7,0 pH 9,0
P. chrysogenum 251 1,29° 1,73 4,58*
351 3,06" 1,41° 2,40°
578 0,99¢ 1,60° 2,63*
P. corylophilum 584 9,68° 14,428 21,09*
Penicillium crustosum 261 0,35 0,61* 0,13*
388 0,16 0,09* 0,03*
Penicillium expansum 356 i 5.12% 4,78A
Penicillium fellutanum 309 18,65° 28,83" 31,53*
‘ ...continua...
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TABELA 10, Cont.
Espécie Isolado Atividade proteolitica (UP)
pH 5,0 pH7,0  pH90
Penicillium implicatum 660 11,51° 14,218 22,08*
Penicillium roqueforti 393 0,00 - 0,26 0,35*
397 0,00* 0,00* 0,114
425 6,02* 2,74° 0,65°
Penicillium solitum 324 10,58¢ 20,83" 31,06*
482 1,424 0,85* 1,974
637 0,034 0,07* 0,07*
Penicillium waksmanii 449 5,02¢ 9,80° 28,62*
668 12,45¢ 27,63° 33,85%

Unidade proteolitica (UP): 1 UP éa atividade requerida para gerar uma OD2so
de 0,01 no sobrenadante por hora . Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
estatisticamente, pelo Teste deTukey (5%) .
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Assim como foi observado para as bactérias, para todas as espécies de
fungos filamentosos que apresentaram as maiores atividades enziméticas ficou
evidente que o pH ¢é uma variavel importante na atividade de proteases e
especifica para cada isolado. Estes isolados apresentaram caracteristicas em
comum. O pH dtimo para atividade proteolitica em todos os casos foi 9,0.
Observou-se também, que fora deste pH, houve uma redugio da atividade
enzimética. O decréscimo da atividade proteolitica ocorreu 4 medida que houve
a diminui¢@o dos valores de pH. Essa caracteristica de instabilidade fora de seu
pH 6timo sugere que essas proteases t€ém maior poder de catalise em processos
industriais com valor de pH 9,0. Apesar dessas caracteristicas em comum,
observando-se a tabela 10, verificou-se que cada isolado apresenta valores de
atividade e um decréscimo especifico, confirmando que a produgdo de proteases
¢ dependente da linhagem (Adinarayana & Ellaiah, 2002; Braga et al., 1998;
Koka & Weimer, 2000). A Tabela 10 mostrou também outras variagGes de
produgdes em fungdo do isolado como as menores produgdes obtidas por outros
isolados de 4. dimorphicus (670), Fusarium solani (237) e P. waksmanii (449).

Embora os valores de pH 5,0 ¢ 7,0 ndo tenha sido o pH 6timo para
nenhum isolado de fungos filamentosos ¢ importante selecionar os melhores
produtores também nestes valores, pois a quantificagiio enzimitica realizada foi
de proteases totais. Portanto, nio se¢ sabe quantas proteases extracelulares foram
produzidas para cada isolado.

4.7 Selegiio de bactérias e fungos filamentosos a partir da quantificagio
proteolitica

Foram selecionados doze isolados, compreendendo seis bactérias e seis
fungos filamentosos, que podem ser utilizados para estudos de caracteriza¢do
proteolitica. Estes isolados foram selecionados por apresentarem as maiores
atividades proteoliticas em pH 5,0; 7,0 ¢ 9,0. Dentre as bactérias caseinoliticas,
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caseinoliticas, as espécies selecionadas foram B. megaterium (817), B.
polymyxa, E. agllomerans, Kurthia sp (1095), P. paucimobilis (1046) ¢
Tatumella ptyseos (1093). Dentre os fungos filamentosos caseinoliticos, as
espécies selecionadas foram A. dimorphicus (671), A. ochraceus, F.
moniliforme, F.solani (359), P. fellutanum e P. waksmanii (668).
As bactérias ¢ fungos filamentosos sdo tradicionalmente conhecidos
~como bons produtores de proteases (Phadatare et al., 1993; Rao et al., 1998,
Beg & Gupta, 2003). Neste trabalho, as bactérias ¢ fungos filamentosos
apresentaram percentuais = significativamente superiores, 4871% e 50%
respectivamente, aos das leveduras (2,63%) quando submetidos ao teste
qualitativo para hidrélise da caseina.

Alguns géneros de microrganimos ji foram amplamente estudados
quanto 4 atividade proteolitica, como Bacillus, Pseudomonas, Penicillium,
Aspergillus e Fusarium (Barata et al., 2002; Durand-Poussereau et al., 1996;
Kitano et al., 2002; Rajmohan at al., 2002; Uyar & Baysal, 2004). A importincia
de estudar outros géneros ¢ espécies deve-se ao fato da necessidade de obtengo
de novas enzimas, uma vez que a aplicagdo de proteases esta se estendendo a
novos setores, exigindo uma especificidade cada vez maior (Germano et al,
2003).

A busca por novas espécies ¢ incentivada pelas grandes empresas
produtoras de proteases, uma vez que existe em todo o mundo um grande
nimero de microrganismos que crescem em regides € substratos diferentes
_conferindo a eles caracteristicas peculiares, que podem ser aquelas desejadas
para a utilizagdo na bioindistria (Novozymes, 2005). As leveduras, bactérias €
fungos filamentosos utilizados neste estudo foram isolados dos frutos € graos de
café durante o processo de secagem via seca ¢ armazenamento. Os frutos de café
apresentam uma alta diversidade de espécies microbianas (Silva, 2004), além de

uma composi¢io quimica que inclui proteinas, carboidratos, dleos, acidos ¢
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cafeina (Carvalho, 1998). Durante o processo de secagem dos frutos ocorrem
alteragdes na estrutura € composi¢do quimica dos frutos. Os microrganismos
presentes nestes frutos precisam ter a capacidade de se desenvolverem em um
substrato em constantes alteragdes, como mudan¢a no pH e na disponibilidade

de nutrientes (Silva, 2004). Poza et al. (2001) sugeriram que as propricdades da
protease produzida por C. caseinolytica podem estar relacionadas com o hibitat
natural dessa levedura, formado pelos que tecidos necréticos de cactus. Durante
a necrose dos tecidos ha uma ampla varia¢o de pH, sendo, na fase inicial, 4,5 e,
na fase final, 8,5. A protease produzida também apresentou atividade em uma
ampla faixa de pH. Braga et al. (1998) testaram trés valores de pH: 5,0; 7,0 €
9,0, em uma selecio de leveduras proteoliticas, porém algumas leveduras
apresentaram menores atividades em pH 7,0 € nenhuma levedura apresentou
atividade em pH 9,0. As maiores atividades foram produzidas em pH 5,0. O
autor sugeriu que esses resultados podem estar associados com a acidez do
substrato, tendo as leveduras sido isoladas do que possuia um pH de 3,0 a 6,0.
Neste estudo, a maioria dos isolados testados apresentou atividade proteolitica
nos trés valores de pH, sugerindo assim que essa caracteristica pode estar
associada ao substrato natural (frutos e grios de café), uma vez que esse
substrato sofre uma variagio de pH de 4,0 a 8,0 (Silva et al., 2004).

Os isolados selecionados, por apresentarem maior atividade proteolitica,
tanto os de bactéria como os de fungos filamentosos, podem ser utilizados para
estudos mais especificos, visando identificar as caracteristicas de cada isolado,
oferecendo assim condi¢des de aumentar a sua produtividade (Andianarayana &
Ellaih, 2002; Calik et al., 2002).

Neste estudo, foi determinada a atividade proteolitica extracelular total
produzida, ressaltando que muitos microrganismos podem produzir mais de um
tipo de protease (Koka & Weimer, 2000). As diferengas entre as curvas de

crescimento ou a diferenga na cinética de produgiio da enzima torna dificil a
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comparagiio entre estes isolados selecionados (Braga et al, 1999). Da mesma
forma que outros estudos de selecdo de microrganismos, a avaliagio proteolitica
foi realizada ap6s um dado periodo de crescimento (Braga et al., 1998).

Para verificar a variagdo cinética na produgdo de proteases deve-se fazer
a monitorizagdo em todos as etapas de crescimento € autélise. Vérios estudos
mostram  diferentes produgSes de proteases ao longo do crescimento do
microrganismo (Braga et al., 1999; Calik et al., 2003; Ogrydziak, 1993).

Neste estudo, foi utilizado o mesmo meio de cultura para espécies
diferentes, uma vez que em estudos de selegdo € dificil oferecer condigGes
especificas (Braga et al., 1998). Entretanto, esses isolados selecionados podem
ser cultivados em meios mais especificos, visando uma melhor produgdo
proteolitica tanto no aspecto de maior produtividade quanto em maior
estabilidade.

A grande diversidade de recursos naturais e residuos da agroindustria do
Brasil fornece vérias fontes para selegio de microrganismos proteoliticos
(Azeredo et al., 2004; Bon et al, 2002; Germanno et al. 2003).
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5 CONCLUSAO

Foram selecionados isolados proteoliticos, pela determinagio qualitativa,
em todos os grupos estudados, bactérias, leveduras ¢ fungos proteoliticos,
isolados dos frutos ¢ gréos de café.

As bactérias e fungos filamentosos apresentaram os maiores percentuais
de isolados selecionados, enquanto dentre as leveduras apenas um isolado

apresentou atividade proteolitica, ndo sendo significativa.

Na avaliag@o quantitativa de atividade proteolitica a partir dos isolados
selecionados qualitativamente a atividade enzimatica foi caracteristica para cada
isolado e ndo para determinada espécie. O pH foi uma variavel importante na

atividade proteolitica, sendo também especifico para cada isolado.

Foram selccibnados seis isolados de bactérias B. megaterium (817),
B.polymyxa (345), E. agglomerans (1037), Kurthia sp (1095), P. paucimobilis
(1046) e Tatumella ptyseos (1093) e seis de fungos filamentosos A. dimorphicus
(671), A. ochraceus (418), F. moniliforme (221), F. solani (359), P. fellutanum
(309) e P. waksmanii (668) que apresentaram as maiores atividades

proteoliticas, nas condi¢cdes do experimento.
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TABELA 1 Valores de pH no final da fermentagdo de isolados de bactérias

Espécie Isolado pH final
Acinetobacter sp 378 8,22
500 8,45
Bacillus macerans 376 8,52
Bacillus megaterium 749b 8,43
817 8,47
Bacillus polymyxa 345 8,35
Enterobacter aerogenes 1068 8,62
Enterobacter agglomerans 1037 8,55
Kurthia sp 1044 8,46
1080 8,43
1095 8,33
Providencia rettigeri 1086 83
Pseudomonas
paucimobilis 536 8,26
1046 8,47
Serratia plymutica 719 8,25
816 8,42
Tatumella ptyseos 699 8,42
804 8,24
1093 8,32

pH do meio de cultivo para produgdo de proteases: 7,20
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TABELA 2 Valores de pH no final da fermentag&o de isolados de leveduras ¢
fungos filamentosos

Espécie Isolado pH final
Levedura
Cyteromyces matritensis 567 3,94
Fungos
Aspergillus dimorphicus 670 8,66
671 . 8,15
Aspergillus ochraceus 418 8,32
Fusarium illudens 358 8,63
Fusarium lateritium 224 8,32
Fusarium moniliforme 221 8,66
Fusarium solani 237 8,81
359 8,47
Paecilomyces sp 321 8,67
Penicillium aurantiogriseum 526 7,99
Penicillium aurantiogriseum
Dierclkx 439 7,84
Penicillium brevicompactum 243 8,18
479 7,7
...continua...
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TABELA 2, cont.

Espécie Isolado pH final
Penicillium citrinum 391 8,42
723 8,29
725 8,47
Penicillium chrysogenum 251 8,41
351 8,09
578 7,99
Penicillium corylophilum 584 8,15
Penicillium crustosum 261 6,56
388 7,39
Penicillium expansum 356 8,52
Penicillium fellutanum 309 ' 8,4
Penicillium implicatum 660 8,64
Penicillium roqueforti 393 7,96
397 8,06
425 6,18
Penicillium solitum 324 8,34
482 8,18
: 637 6,77
Penicillium waksmanii 449 8,73
668 8,22
pH do meio de cultivo para produgio de proteases
levedura: 5,67
fungos: 6,29
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