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RESUMO

Cellulosimicrobium cellulans 191 é um microrganismo produtor de um
complexo enzimatico capaz de degradar a parede celular de leveduras, composto
de enzimas B-1,3-glucanases, proteases e quitinases. Este microrganismo adere a
célula de levedura e provoca sua lise. C. cellulans 191 foi isolado de residuos de
industria de fermentagdo alcodlica. Células desidratadas de Saccharomyces
cerevisiae foram usadas no meio de cultura como indutor para a producdo da
protease. O meio de cultura inicial era composto por 1% de células de S.
cerevisiae desidratadas; 13,6 g/L de KH2POy4; 2,0 g/L de (NH4)2SOy4; 4,2 g/L de
KOH; 0,2 g/L de MgS04.7H20; 0,001 g/L de Fex(S04)3.6H20; 1 mg/L de biotina e
1mg/L de tiamina. Realizou-se um planejamento experimental fracionario 2°°
cujas variaveis independentes foram os componentes do meio de cultura inicial,
este planejamento mostrou que os componentes KH,PO,, KOH e o indutor
apresentaram efeito estatisticamente significativo na atividade de protease do
meio de cultura. Um planejamento experimental 2° foi realizado usando-se dois
fatores, pH e porcentagem de células desidratadas de levedura. Os resultados
mostraram que 0 meio de cultura para a maxima producdo de protease seria
composto por 8% de células desidratadas de levedura; 0,2 g/L de MgS0,4.7H.0 e
2,0 g/L de (NH4)2SO4 em solucdo tampao fosfato 0,15 M e pH 8,0. A maior
producéo de protease foi obtida quando a fermentacdo ocorreu em temperaturas
entre 20 e 27 °C, apds 24 horas de fermentacdo. A produgcédo da protease foi
aumentada cerca de 36 vezes apOs a otimizacdo do meio de cultura e das
condicbes de fermentacdo. Para a producdo de protease, a linhagem de
Cellulosimicrobium cellulans 191 foi fermentada no meio de cultura otimizado em
frascos agitados a 27°C durante 24 horas a 150 rpm. Para a extragao da protease
extracelular, o sobrenadante do meio de cultivo foi saturado com 40% de sulfato
de amobnio. O precipitado foi coletado por centrifugacdo e ao sobrenadante foi
adicionado sulfato de aménio até 80% de saturagdo. O precipitado contendo a
protease foi coletado por centrifugacdo, dialisado e purificado por cromatografia

em colunas de DEAE-Sepharose e Q-Sepharose. O fator de purificacao obtido foi
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de 16,8 e o rendimento foi 7,8%. A massa molecular da protease purificada foi
estimada em 55 KDa por cromatografia em gel de filtragao Sephacryl S-200. A
protease apresentou temperatura e pH 6timos de 7,0 a 8,0 e de 50 a 64°C,
respectivamente. A protease foi estavel em uma faixa de pH de 4,0 a 7,5 apés
uma hora a 83°C quando estabilizada por DTT. Os valores de Km e Vmax da
protease foram 0,027 mg de caseina /mL e Vméax. de 6,25 U/mg de enzima,
respectivamente. A protease purificada foi ativada por 1 mM de FeCls e
parcialmente inibida por fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSP). A protease purificada foi
capaz de lisar células viaveis de Saccharomyces cerevisiae. A aplicacao desta
protease no isolamento de componentes da parede celular de levedura foi
estudada. A glucana é o principal componente da parede celular de
Saccharomyces cerevisiae. Nos processos convencionais para o isolamento
desse polissacarideo, sdo usadas condi¢cdes de pH extremas que provocam sua
degradacao. Um método que combina tratamento fisico e enzimatico utilizando a
protease alcalina de Cellulosimicrobium cellulans 191 foi proposto. A glucana foi
obtida com pureza de 87,4% e rendimento de 33,7%. Durante este processo, foi
facilmente obtida a manana-proteina da parede celular de levedura.
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SUMMARY

Cellulosimicrobium cellulans 191 is a microorganism that produces an
enzyme complex capable of disrupting yeast cell walls, which is composed of -
1,3-glucanase, protease and chitinase. This microorganism adheres to yeast cell
walls and than lyses them. It was isolated from industrial fermentation sludge.
Dried Saccharomyces cerevisiae cells were used in the culture medium as an
inductor for protease production. The initial culture medium was composed of 1%
of dried cells of S. cerevisiae; 13.6 g/L of KH2POy; 2.0 g/L of (NH4)2SO4; 4.2 g/L of
KOH; 0.2 g/L of MgSO, .7H20; 0.001 g/L of Fex(SO4)3.6H20; 1 mg/L of biotin and
1mg/L of thiamine. A 2%3 experimental design was performed, the independent
variables being the components of the initial culture medium. The components
KH2-PO,4, KOH and the inductor showed a significant effect on the protease activity
of the culture medium. A new (2% design was performed using two factors, pH and
the percentage of dried yeast cells. The results showed that the culture medium
indicated for maximum protease production was composed of 8% of dried yeast
cells; 0.2 g/L of MgS0QO4.7H,O and 2.0 g/L of (NH4)2SO4 in a 0.15M phosphate
buffer at pH 8.0. The highest protease production was obtained after 24 hours of
fermentation of the microorganism at temperatures between 20 and 27°C.
Protease production was increased about 36 times after optimization of the culture
medium and the fermentation conditions. For protease production,
Cellulosimicrobium cellulans 191 was grown on the optimized culture medium at
28°C for 24 hours with agitation at 150 rpm. The cells were collected by
centrifugation and 40% of ammonium sulfate added to the supernatant. The
precipitate was collected by centrifugation and ammonium sulfate added to the
supernatant up to 80% saturation. The precipitate, which contained the protease,
was collected by centrifugation, dialyzed and purified by DEAE-Sepharose and Q-
Sepharose chromatography. The purification factor was 16.8 and the yield was
7.8%. The molecular mass of the purified protease was estimated at around 55
KDa by gel filtration on Sephacryl S-200. The optimum pH and temperature
ranged from 7.0 to 8.0 and from 50 to 64°C, respectively. When stabilized with
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DTT, the protease was stable in the pH range from 4.0 to 7.5 for one hour at 83°C.
The kinetic parameters Km and Vmax were 0.027 mg of casein/mL and 6.25 U/mg
of enzyme, respectively. The purified protease was activated by 1.0 mM of FeCls
and partially inhibited by phenylmethylsulfonilfluoride (PMSF). The protease was
capable of lysing viable cells of Saccharomyces cerevisiae alone. The application
of this alkaline protease in the isolation of yeast cell wall compounds was studied.
Glucan is the major component of the Saccharomyces cerevisiae cell wall. Over
the last few years, numerous benefits of glucan have been described with respect
to human health. Conventional isolation processes involving extreme conditions of
pH cause degradation of the polymeric chains. A method combining physical
extraction steps and enzymatic treatment using the alkaline protease from
Cellulosimicrobium cellulans 191 was proposed in this study, obtaining glucan with
a purity of 87.4% and a yield of 33.7%. During this process, the mannoprotein of

the yeast cell wall was easily obtained.
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OBJETIVOS

1. Otimizar os componentes do meio de culiivo e as condicbes de
fermentacdo para a maior produgdo de protease alcalina por
Cellulosimicrobium cellulans 191 utilizando-se a metodologia de
planejamento experimental e superficie de resposta.

2. Purificar e determinar as caracteristicas bioquimicas de uma protease
alcalina produzida no meio de cultura otimizado.

3. Estudar a aplicacdo da protease alcalina purificada na lise da parede
celular de levedura e no isolamento de glucana da parede celular de S.
cerevisiae.
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INTRODUCAO

As proteases constituem um dos mais importantes grupos de enzimas usados
industrialmente (SINGH et al., 2003). A aplicacao de proteases alcalinas é bastante
ampla, sao utilizadas na industria de detergentes, no tratamento de couro para a
confeccao de roupas, na recuperacao da prata de filmes fotograficos e de filmes de raio
X, na industria farmacéutica, no tratamento de residuos de industrias de alimentos, na
obtencao de peptideos funcionais, entre outros (KUMAR & TAKAGI, 1999).

Nos ultimos anos, 0 uso de proteases alcalinas como catalisador industrial tem
aumentado. Essas enzimas apresentam alta capacidade catalitica, alto grau de
especificidade de substrato e sdo economicamente viaveis (CHEN et al., 1995).

Na industria de alimentos, as proteases alcalinas podem ser usadas para a
producao de hidrolisados protéicos a partir de proteinas vegetais ou animais, para o
melhoramento da digestibilidade, biodisponibilidade e funcionalidade destes produtos.

As proteases alcalinas microbianas para uso comercial ou industrial sdo obtidas
principalmente de bactérias e fungos. Os microrganismos do género Bacillus sdo 0s
mais estudados como produtores dessas proteases e suas enzimas tém sido bastante
exploradas comercialmente.

Devido a grande importancia e aplicagdo das proteases alcalinas, encontram-se
disponiveis no mercado produtos comerciais como Alcalase, Savinase, Opticlean,
Maxatase, entre outros.

Estima-se que trinta a quarenta por cento do custo da producgéo industrial de
enzimas esteja relacionado ao meio de cultura (JOO et al., 2002). Considerando este
fato, a possivel utilizagao de residuos industriais de baixo custo na composicao do meio
de cultura para a producao de proteases alcalinas se tornou especialmente importante.

Os complexos enzimaticos produzidos por microrganismos que lisam a parede
celular de leveduras apresentam geralmente atividade de protease, como foi descrito
por VENTOM & ASENJO (1990), SAEKI et al. (1994) e recentemente por ADAMITSCH
et al. (2003), mas suas proteases ndo tem sido muito estudadas.

Cellulosimicrobium cellulans 191 é um actinomiceto isolado de residuos de
industria de fermentagdo alcodlica que é capaz de lisar a parede celular de

Saccharomyces cerevisiae. Ele é produtor de um complexo enzimatico que apresenta



atividade de PB-1,3-glucanase, quitinase e protease alcalina. Este microrganismo
demonstrou grande potencial como produtor de protease alcalina e esta enzima pode
ser utilizada para a obtencao de polissacarideos da parede celular de levedura.

A B-1,3-glucana é o principal componente da parede celular de leveduras. A
maior parte das B-glucanas exibem atividade imunomodulatéria. Devido a esta fungéo
biolégica, este polissacarideo pode exercer efeito benéfico contra uma série de
doencas (SANDULA et al., 1999; LEE et al., 2001).

FREIMUND et al. (2003) apresentaram um método de isolamento da B-1,3-
glucana da parede celular de Saccharomyces cerevisiae que utiliza um processo fisico
combinado com um tratamento enzimatico utilizando-se a protease alcalina comercial
Savinase, produzida por Bacillus lentus. Este processo de isolamento da glucana gerou
um outro produto também benéfico a saude, a manana-proteina, que € um composto
biologicamente ativo de grande interesse (KRIZKOVA et al. 2001; BYSTRICKY et al.,
2003).

KRIZKOVA et al. (2001) constataram que a manana da parede celular da
levedura Saccharomyces cerevisiae apresenta importantes caracteristicas como boa
solubilidade e massa molecular relativamente pequena (15-30 KDa) e boa atividade
antioxidante.

Portanto, as proteases alcalinas de fonte microbiana apresentam grande
potencial de aplicagdo. O estudo de novas proteases alcalinas microbianas que
apresentem caracteristicas diferenciadas podem dar origem a novos produtos
comerciais e ampliar ainda mais as possibilidades de suas aplicagbes. Os estudos para
a utilizacao de residuos industriais, como a massa celular de leveduras, através do uso
de proteases apresentam-se indispensaveis para agregar valor econdmico aos
processos dessas industrias e para a manutengao do equilibrio ambiental.



CAPITULO 1 - PROTEASES ALCALINAS PRODUZIDAS POR MICRORGANISMOS

Revisao Bibliografica

Resumo

O interesse industrial por proteases alcalinas tem aumentado nos ultimos anos.
As proteases sdo um dos grupos mais importantes de enzimas produzidas
comercialmente devido a grande possibilidade de aplicacdes que apresentam. Elas
exibem, geralmente, alto grau de especificidade de substrato e alta capacidade
catalitica. Sua producédo em larga escala tem-se mostrado economicamente viavel. As
proteases alcalinas produzidas por microrganismos tém recebido atencao especial. A
otimizacao dos parametros relacionados a producao tem sido estudada com o objetivo
de obter a maior produtividade pelo menor custo. O estudo de novas aplicagdes para o
aumento da biodisponibilidade de proteinas vegetais e para a obtencao de compostos
com atividades biolégicas aumentam a possibilidade de uso dessas enzimas na

industria de alimentos em geral.

Palavras-chave: protease alcalina, producdo de enzimas, aplicacdo de proteases,
caracterizacao bioquimica de proteases.

Introducao

As proteases alcalinas microbianas para uso comercial ou industrial séo obtidas
principalmente de bactérias e fungos.

Estima-se que trinta a quarenta por cento do custo da producgéo industrial de
enzimas esteja relacionado ao meio de cultura (JOO et al., 2002). Considerando este
fato, a possivel utilizagéo de residuos industriais de baixo custo na composigdo do meio
para a producao de proteases alcalinas se tornou especialmente importante.

A aplicacdo de proteases alcalinas € bastante ampla, elas sdo utilizadas na
industria de detergentes, no tratamento de couro para a confec¢do de roupas, na
recuperacao da prata de filmes fotograficos e de filmes de raio X, na industria



farmacéutica, no tratamento de residuos de induUstrias de alimentos, na sintese de
peptideos funcionais, entre outros (KUMAR & TAKAGI, 1999).

Microrganismos produtores de protease alcalina

Muitos dos microrganismos produtores de protease alcalina descritos na
literatura sao alcalofilicos, alguns foram isolados exatamente por apresentarem esta
caracteristica.

Entre as bactérias, os microrganismos do género Bacillus sdo os mais estudados
como produtores de proteases alcalinas e suas enzimas tem sido bastante exploradas
comercialmente. A Tabela 1.1 apresenta alguns bacilos produtores dessas proteases.

Tabela 1.1 - Alguns Bacillus produtores de protease alcalina.

Bacillus Referéncia
Bacillus alcalophilus ATCC21522 AEHLE et al., 1993
Bacillus amyloliquefaciens GEORGE et al., 1995
Bacillus sphaericus SINGH et al., 2003
Bacillus pumilus MK6-5 KUMAR, 2002
Bacillus lentus DUINHOVEN et al., 1995
Bacillus licheniformis CALIK et al., 2002
Bacillus subtilis ATCC 14416 CHU et al., 1992
Bacillus thuringiensis TYAGI et al., 2002
Bacillus stearothermophilus JANG et al.,1992
Bacillus horikoshii JOO et al., 2002
Bacillus mojavensis BEG & GUPTA, 2003

Bactérias gram negativas do género Pseudomonas (ZENG et al., 2003) foram
identificadas como produtoras de proteases alcalinas. ROMERO et al. (2001) relataram
a producéao de protease alcalina por Serratia marcescens.

Entre os fungos produtores de proteases alcalinas extracelulares destacam-se
as linhagens de Aspergillus (Tabela 1.2).

Algumas leveduras como Yarrowia lipolytica (OGRYDZIAK, 1993 e LAMBERT et
al., 1997), Candida sp (OGRYDZIAK, 1993) e Candida olea (NELSON & YOUNG,



1987), e diferentes espécies de Streptomyces como S. moderatus
(CHANDRASEKARAN & DHAR, 1987) também produzem protease alcalina.

Tabela 1.2 - Alguns fungos produtores de proteases alcalinas.

Fungo Referéncia
Aspergillus niger JARAI et al., 1994
Aspergillus terreus HANZI et al., 1993
Aspergillus nidulans KATZ et al., 1996
Aspergillus oryzae MURAKAMI et al., 1991
Aspergillus parasiticus TUNGA et al., 2003
Aspergillus fumigatus HANZI et al., 1993
Conidiobolus coronatus NCL86820 PHADATARE et al., 1993
Penicillium sp AGRAWAL et al., 2003
Rhizopus oryzae BANERJEE & BHATTACHARYYA, 1993

TOMASCHOVA et al. (1998) publicaram que o crescimento da bactéria
Brevibacterium lineus na superficie de alguns tipos de queijo € essencial para o
desenvolvimento de aroma, cor e textura tipicos. Através da acdo de enzimas
secretadas por ele, como proteases alcalinas e lipases, muitos compostos de baixo
peso molecular sdo formados produzindo o “flavour” tipico.

Em alguns casos a protease alcalina produzida por microrganismos pode
também ser termoestavel. A termoestabilidade foi identificada em linhagens de Bacillus
licheniformis (NEHETE et al., 1986), B. thermovulgaris (VYBORNYKH et al., 1977), B.
stearothermophilus (JANG et al., 1992) e Thermoactinomyces SP-HS682 (TSUCHIYA
etal., 1991).

Proteases produzidas por microrganismos que lisam a parede celular de

leveduras

Os complexos enzimaticos produzidos por microrganismos que lisam a parede
celular de bactérias apresentam geralmente atividade de protease. Por exemplo, a -

protease litica € uma das proteases secretadas pelo microrganismo litico



Achromobacter lyticus que exibe atividade de protease e atividade bacteriolitica em pH
alcalino (LI et al., 1998).

Os microrganismos que sao capazes de lisar a parede celular de leveduras
produzem proteases além de outras enzimas como B-1,3-glucanases e quitinases. O
estudo destas enzimas tem sido direcionado principalmente para a lise da parede
celular de leveduras.

A parede celular de Saccharomyces cerevisiae é organizada em duas camadas
que sao compostas por quatro macromoléculas principais: manana-proteina, B-1,3-
glucana, B-1,6-glucana e quitina. Estes componentes estédo interligados por ligacdes
covalentes. A manana-proteina corresponde a aproximadamente 30% do peso seco da
parede celular, e compde a camada mais externa da parede, estando ligada
covalentemente a cadeias de B-1,6-glucana. A B-1,6-glucana corresponde a cerca de
5% do peso seco da parede, sdo moléculas relativamente pequenas com cerca de 140
residuos de glicose. Mais da metade da parede celular & formada por B-1,3-glucana,
que é composta predominantemente por moléculas lineares consistindo de cerca de
1500 residuos de glicose, dos quais cerca de 40 a 50 residuos estdo envolvidos em
ligacbes através do carbono C-6 com moléculas de B-1,6-glucana e quitina (KAPTEYN
et al., 1999).

Os microrganismos Cytophaga johnsonii (BACON et al., 1970), Arthrobacter
luteus (DOl et al, 1973), Flavobacterium dormitator (NAGASAKI et al., 1976),
Oerskovia sp CK (OBATA et al., 1977), Rarobacter faecitabidus (YAMAMOTO et al.,
1988), Rarobacter incanus (YAMAMOTO et al., 1993) produzem enzimas capazes de
lisar células de leveduras. Estes microrganismos tem sido isolados de sistemas de
tratamento de agua de industria de alimentos e bebidas alcodlicas.

HANTER & ASENJO (1988) apresentaram um modelo que considera a lise da
célula de levedura como passos progressivos de ruptura de estruturas celulares,
comecando pela superficie externa e progredindo pelas estruturas celulares dentro do
protoplasma. Cada passo é consequéncia direta da estrutura da parede celular.

OBATA et al. (1977) identificaram e estudaram as enzimas proteoliticas
produzidas pelo microrganismo Oerskovia sp CK. Este microrganismo é capaz de lisar

células viaveis da levedura Saccharomyces cerevisiae e produz uma protease alcalina.



A atividade proteolitica foi maxima em pH 9,0 e mostrou-se estavel em temperaturas
até 60°C por 15 minutos em pH acima de 2,0, mas foi completamente inativada a 70°C
por 15 minutos.

Arthrobacter sp foi isolado por ROWLEY & BULL (1977) e identificado como uma
bactéria que lisa célula de levedura. Seu extrato enzimatico apresentou atividade de
protease.

O complexo enzimdtico produzido por Arthrobacter GJM-1 durante o seu
crescimento em meio de cultura contendo parede celular de levedura apresentou
enzimas capazes de hidrolisar todos os componentes estruturais da parede celular de
Saccharomyces cerevisiae. Este complexo enzimatico apresentou dois tipos de endo-p-
1,3-glucanases. A lise da parede celular isolada de levedura foi induzida apenas pela
endo-B-1,3-glucanase que exibiu alta afinidade por glucana insoluvel. Esta enzima foi
capaz de lisar células viaveis de S. cerevisiae apenas na presenca de um fator
adicional presente no extrato enzimatico, que foi identificado como uma protease
alcalina (VRSANSKA et al., 1977).

FUNATSU et al. (1978) estudaram as propriedades da protease produzida por
Arthrobacter luteus e suas funcdes na lise celular de leveduras. Esta protease foi
inibida por fenilmetilsulfonilfluoreto, que € um inibidor especifico de serina protease. A
inibicdo da protease provocou a inibicdo da lise celular, 0 que comprovou que a
protease € essencial para a lise.

Zymolyase é uma preparag¢ao comercial produzida por Arthrobacter luteus usada
para lisar a parede celular de leveduras. Em 1982, KITAMURA estudou a participacao
da protease durante a digestdo da parede celular de levedura por Zymolyase. A
protease, denominada Zymolyase B, foi capaz de reduzir a turbidez de uma suspenséao
de células de levedura solubilizando manana-proteina da parede celular. O efeito desta
enzima sobre a parede foi inibido por manana e completamente inativado pela
presenca de diisopropilfluorofosfato (DFP). A atividade proteolitica nao foi afetada pelo
tratamento a 55°C por 15 minutos. O tratamento térmico e alteracdes nos residuos de
aminoacidos desta enzima resultaram na reducao da sua sensibilidade a manana de
levedura e levaram a uma diminuicdo em sua atividade sobre a parede celular. Com

base nestes resultados, o autor sugeriu que a protease se liga a manana da parede



celular, muda sua conformacdo e hidrolisa a proteina, solubilizando fragmentos de
manana-proteina.

Rhizotonia solani também €& um microrganismo capaz de lisar células de
levedura. USUI & OGUCHI (1986) purificaram e caracterizaram a protease deste
microrganismo.

A purificacdo e caracterizacao da protease de Oerskovia xanthineolytica TK-1 foi
publicada em 1994 por SAEKI et al. Sua massa molecular foi estimada em 20 KDa, a
enzima apresentou maior atividade em pH entre 9,5 e 11,0 a 50°C. Ela foi inibida pelo
inibidor especifico de serina protease, fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF), podendo ser
classificada como uma serina protease alcalina.

VENTOM & ASENJO (1990) identificaram e purificaram duas proteases
produzidas por Oerskovia xanthineolytica LL-G109 que apresentaram massas
moleculares na faixa de 11 a 23 KDa.

Rarobacter faecitabidus é produtor de uma serina protease capaz de lisar células
de levedura. Esta enzima foi caracterizada com o objetivo de elucidar o mecanismo de
lise de células de levedura. Os resultados indicaram que a protease se liga a manana
da superficie da parede celular da levedura e hidrolisa a proteina (SHIMOI &
TADENUMA, 1991).

Recentemente, ADAMITSCH et al. (2003) publicaram o estudo da atividade
proteolitica de um microrganismo isolado do solo e que apresentou capacidade de lisar
a parede celular de levedura. Ele foi identificado como uma espécie de Arthrobacter.

Em 1980, STACKEBRANDT et al. sugeriram a transferéncia das espécies de
Oerskovia para o género Cellulomonas devido a evidéncias genéticas. Em 1991,
STACKEBRANDT & PRAUSER sugeriram que os microrganismos dos géneros
Cellulomonas, Oerskovia, Promicronospora e Jonesia formassem uma nova familia
denominada Cellulomonadaceae. A partir deste momento, varios autores passaram a
considerar o género Oerskovia como sinbnimo de Cellulomonas.

Em 2001, SCHUMANN et al. sugeriram a reclassificagdo do microrganismo litico

Cellulomonas cellulans como Cellulosimicrobium cellulans.



Producao de protease alcalina

Para a obtengdo de um rendimento comercial vidvel da protease alcalina
microbiana, é essencial a otimizagdo do meio de cultura para o crescimento celular e
producdo enzimatica. As proteases alcalinas sao produzidas por fermentacao
submersa ou por fermentacdo em substrato solido, na maior parte dos casos. Na
producdo industrial, a otimizacdo da composi¢cdo do meio de cultura tem o objetivo de
minimizar as concentracées dos componentes do meio sem deixar de fornecer o
necessario para o crescimento celular e para a produgdo enzimatica até o final da
fermentacao.

As pesquisas tém se direcionado principalmente para a avaliagdo dos efeitos
das fontes de carbono e nitrogénio, além do enriquecimento do meio com ions
metdalicos e também a otimizacdo de parametros como temperatura, pH, aeracao e
agitacao.

FUJIWARA & YAMAMOTO (1987) realizaram uma pesquisa para obter um meio
de cultura de baixo custo para a producao de protease alcalina de Bacillus sp B21-2
isolado do solo. A produgdo enzimatica atingiu nivel maximo em 24-28 horas de
incubagcdo em meio alcalino contendo proteina de soja.

O isolamento de uma linhagem variante de Bacillus licheniformis produtora de
protease alcalina foi descrito por NEHETE et al. (1986). Esta linhagem apresentou o
dobro da atividade de protease em meio de cultura contendo 5% de glicose.

A otimizagdo da producdo de protease alcalina de Bacillus licheniformis ATCC
21415 foi estudada por MABROUK et al. (1999). O maximo rendimento de protease
alcalina foi obtido usando-se lactose (4%) e glicose (1,5%) como fontes de carbono.
Isolado protéico de soja (6%) e fosfato de aménio (1,2%) foram as melhores fontes de
nitrogénio. O aumento da concentragao de cloreto de calcio no meio de cultura de 0,01
para 0,07% provocou aumento na produgao da protease.

JOO et al. (2002) publicaram a otimizacao da producao de uma protease alcalina
extracelular de Bacillus horikoshii. A atividade maxima foi alcancada quando a bactéria
cresceu em meio contendo caseina (1% m/v) e proteina de soja (1,5% m/v) em pH 9,0

a 34°C por 16-18 horas de incubagéo.



CHU et al. (1992) relataram que compostos nitrogenados inorganicos mostraram
efeito inibidor na producao de protease alcalina de B. subitilis ATCC 14416.

A otimizacdo das condi¢cdes de fermentacdo para a producado de protease
alcalina por Conidiobolus coronatus NCL 86.8.20 revelou que a maxima producao foi
obtida a 28°C e 200 rpm, por 48 horas em meio contendo sacarose (3%), nitrato de
amoénio (0,38%), triptona (2%), cloreto de potassio (0,2%), fosfato de potassio
monobasico (0,1%), caseina (2%), sulfato de zinco (0,001%) e cloreto de calcio
(0,001%). A faixa de pH o6timo para a producédo enzimatica foi 7,0 a 7,5, usando-se
indculo de 12% (v/v) crescido no mesmo meio durante 24 horas (PHADATARE et
al.,1993).

Alguns aminoacidos apresentaram efeitos diferentes sobre a producado de
proteases de Actinomyces thermovulgaris T-54 (VYBORNYKH et al., 1977). Glutamina
e arginina induziram a sintese de protease, o0 aumento observado foi dependente da
concentracdo do aminoacido no meio de cultura. Outros aminoéacidos inibiram a
sintese.

A adicado de extrato de levedura induziu 0 aumento da producao de protease de
Aspergillus niger e Aspergillus terreus. A producédo de protease de Aspergillus niger foi
fortemente induzida por &cido glutdmico, alanina e albumina, enquanto que gelatina,
peptona, acido aspartico, caseina e acetamida estimularam o acumulo de protease
produzida por A. terreus (ASHOUR et al., 1996).

De uma forma geral, carboidratos como glicose, lactose, maltose, sacarose e
frutose podem aumentar a producédo de protease, mas em altas concentragdes tém
efeito contrario, reprimem a sintese enzimatica (KUMAR & TAKAGI, 1999).

A adicdo de alguns &cidos organicos como &cido acético, metil acetato, acido
citrico ou citrato de sédio no meio de cultivo tem resultado em aumento na producao de
protease em pH alcalino. Estes acidos organicos se mostram interessantes do ponto de
vista econ6mico, além de apresentarem habilidade de controlar a variacdo de pH
(KUMAR e TAKAGI, 1999).

Metais divalentes como calcio, cobre, ferro, magnésio e manganés podem ser
requeridos para a producdo de protease. Todavia, o requerimento de um desses ions

em particular ird depender do microrganismo em questao.
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Muitos microrganismos produtores de proteases alcalinas apresentaram
crescimento fortemente dependente do pH do meio de cultura. Normalmente o pH do
meio deve ser mantido acima de 7,5 durante o periodo de fermentacao (KUMAR e
TAKAGI, 1999).

A temperatura durante a producdo enzimatica € um parametro critico e a
temperatura 6tima varia para cada microrganismo. A Tabela 1.3 apresenta a
temperatura de fermentacao e o pH para a producdo maxima de protease por alguns
microrganismos.

A taxa de aeracdo é também um fator importante por estar relacionada
indiretamente ao nivel de oxigénio dissolvido no meio de fermentacdo. CHU et al.
(1992) relataram que o rendimento étimo para a producao de protease por Bacillus
subtilis ATCC 14416 foi obtido com agitacdo de 200 rpm. De uma forma geral, o
fornecimento de oxigénio mostrou-se um fator importante para o crescimento celular e

para a producao de protease.

Tabela 1.3 - Temperatura de fermentacédo e pH do meio de cultura para a produgao de

protease alcalina de alguns microrganismos.

Microrganismo pH Temperatura (°C) Referéncia
Conidiobolus coronatus 70-75 28 PHADATARE et al.,1993
Penicillium sp 9,0 45 AGRAWAL et al., 2003
Arthrobacter sp 7,5 30 ADAMITSCH et al., 2003
Bacillus pumilus MK6-5 9,6 35 KUMAR, 2002
Bacillus horikoshii 9,0 34 JOO et al., 2002
Bacillus licheniformis 70-75 - CALIK et al., 2002

Observou-se que as espécies de Bacillus apresentaram pouca ou nenhuma
producdo de protease durante a fase de crescimento exponencial (NEHETE et al.,
1986). Ha casos em que a sintese e secreg¢do da protease iniciada durante a fase de
crescimento exponencial tem um aumento substancial no final desta fase, vindo a

atingir uma producado maxima na fase estacionaria (MANACHINI et al., 1988).
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Caracteristicas bioquimicas de algumas proteases alcalinas

Para a utilizacdo de enzimas em geral, € necessario o conhecimento de
caracteristicas como a temperatura € o pH 6timos de atividade, a estabilidade em
relacdo ao pH e a temperatura, a massa molecular, a constante de Michalis-Mentem
(Km), o ponto isoelétrico, o efeito de compostos inibidores especificos, entre outros.

A Tabela 1.4 apresenta temperaturas e valores de pH 6timos para a atividade de
algumas proteases microbianas.

A protease de Oerskovia sp CK apresentou-se estavel a 60°C mas foi
completamente inativada a 70°C por 15 minutos. Ela também apresentou estabilidade
na faixa de pH entre 2,0-7,0 e de temperatura entre 30°C-65°C durante 15 minutos
(OBATA et al., 1977).

FUNATSU et al. (1978) publicaram algumas propriedades apresentadas pela
protease de Arthrobacter luteus. Entre elas, identificaram que esta protease foi inibida
pela acao de fenilmetilsulfonilfluoridato (PMSF) e diisopropilfosfofluoridato (DFP), que
sdo inibidores especificos de serina protease.

Zymolyase € o complexo enzimatico produzido por Arthrobacter luteus. Em
1982, KITAMURA verificou que uma serina protease denominada Zymolyase B
mostrou-se estavel na faixa de pH entre 7,0-12,0 e quando incubada em temperaturas
inferiores a 60°C durante 15 minutos.

A protease alcalina de Bacillus sp alcalofilico apresentou estabilidade a 50°C,
mas foi inativada apds 10 minutos a 60°C e teve sua atividade completamente inibida
por diisopropilfluorofosfato (FUJIWARA & YAMAMOTO, 1987).

KUMAR (2002) purificou a protease alcalina de Bacillus pumilus MK6-5 por meio
da precipitacdo com sulfato de ambnio, cromatografia de troca idnica e gel de filtragéao,
o rendimento foi de 26,2% e a protease foi purificada 36,6 vezes. A massa molecular
desta protease foi 28 KDa, o pH 6timo de atividade, 11,5 e a temperatura 6tima, 55-
60°C. Para o substrato Glu-Gli-Ala-Phe-pNa, a protease deste microrganismo
apresentou Km de 1,1 mM. A enzima foi inibida por fenilmetilsulfonilfluoreto, sugerindo

que se tratava de uma serina protease.
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Candida olea é uma levedura produtora de proteases &acida e alcalina. A
protease alcalina apresentou massa molecular de 23,4 KDa e teve sua atividade inibida
por fenilmetilsulfonilfluoreto e EDTA (NELSON & YOUNG, 1987).

A protease alcalina de Conidiobolus coronatus NCL 86.8.20 apresentou
estabilidade em pH entre 6,0 e 8,5 e em temperaturas inferiores a 40°C (PHADATARE
et al., 1993).

Em 1994, JARAI et al. publicaram a clonagem do gene que codifica a protease
subtilisina em Aspergillus niger. A expressao desse gene deu origem a uma enzima de
30,3 KDa que era constituida de 295 residuos de aminodcidos.

No mesmo ano, SAEKI et al. purificaram a protease alcalina de Oerskovia
xanthineolytica TK-1 que apresentou massa molecular de 20 KDa estimada por
eletroforese em gel de poliacrilamida. A enzima hidrolisou preferencialmente ligacdes

envolvendo residuos de fenilalanina e foi classificada como uma serina protease.

Tabela 1.4 - Temperatura e pH 6timos de atividade de algumas proteases alcalinas

Microrganismo pH Temperatura (°C) Referéncia
Oerskovia xanthineolytica 9,5 - 11,0 50 SAEKI et al., 1994
Oerskovia sp CK 9,0 - OBATA et al., 1977
Arthrobacter luteus 10,5 - FUNATSU et al., 1978
Arthrobacter sp 11,0 55 ADAMITSCH et al., 2003
Bacillus sp B21-2 11,5 60 FUJIWARA & YAMAMOTO, 1987
Bacillus thuringiensis 11,0 70 TYAGI et al., 2002
Bacillus pumilus MK6- 11,0 55-60 KUMAR, 2002
5
Bacillus mojavensis 10,5 60 BEG & GUPTA, 2003
Bacillus horikoshii 9,0 45 JOO et al., 2002
Bacillus claussi 1-52 11,0 60 JOO et al., 2003
Aspergillus parasiticus 8,0 40 TUNGA et al., 2003
Pseudomonas DY-A 10,0 40 ZENG et al., 2003
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A linhagem Bacillus licheniformis ATCC 21415 produz uma protease alcalina que
apresenta estabilidade a 50°C por 15 minutos mas perde cerca de 49% da atividade
apds 1 hora na mesma temperatura (MABROUK et al., 1999). A linhagem B. horikoshii
produz protease alcalina que apresenta estabilidade a 50°C por 1 hora e em pH entre
6,0 e 12,0 (JOO et al., 2002). A protease alcalina de Bacillus mojavensis apresentou
estabilidade em pH entre 7,0 e 11,5 por 48 horas a 50°C e perdeu 50% de sua
atividade quando tratada a 60°C por 150 minutos, 65°C por 15 minutos e a 70°C por 7
minutos (BEG & GUPTA, 2003).

A protease alcalina de Aspergillus parasiticus apresentou massa molecular de 23
KDa e estabilidade em pH entre 6,0 e 10,0 e em temperaturas entre 4 e 40°C. Essa
enzima foi inibida por fenilmetilsulfonilfluoreto, o que indicou que se tratava de uma
serina protease (TUNGA et al., 2003).

Algumas proteases alcalinas comerciais

Devido a grande importancia e aplicagao das proteases alcalinas, encontram-se
disponiveis no mercado alguns produtos comerciais que estdo apresentados na Tabela
1.5.

Aplicacao de proteases alcalinas

As proteases alcalinas podem ser usadas para a producao de hidrolisados
protéicos a partir de proteinas vegetais ou animais, para o aumento da digestibilidade,
biodisponibilidade e funcionalidade destes produtos.

Ha no mercado atualmente algumas preparagdes enzimaticas comerciais como
a Alcalase, protease produzida por B. licheniformis, que apresenta alta especificidade
por proteinas que possuem aminodcidos hidrofébicos terminais. O uso deste produto
reduz o sabor amargo em hidrolisados protéicos (KUMAR & TAKAGI, 1999).

GEORGE et al. (1997) descreveram a producao de hidrolisado protéico de grao
de bico como uma alternativa industrial de aplicacdo das proteases produzidas por B.
amyloliquefaciens por fermentagdo em substrato sélido. O hidrolisado produzido foi
separado por cromatografia e duas fragdes obtidas mostraram-se ricas em aminoacido
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essencial metionina, que podem ser usadas para o enriquecimento de produtos

alimenticios.

Tabela 1.5 - Algumas proteases comerciais e seus fabricantes

Protease Fonte pH étimode  Temperatura étima Fabricante
comercial atividade de atividade
(°C)
Alcalase Bacillus licheniformis 7-10 60 Novo Nordisk,
Dinamarca
Savinase Bacillus lentus 8-11 50 - 60 Novo Nordisk,
Dinamarca
Esperase Bacillus lentus 7-12 50 - 65 Novo Nordisk,
Dinamarca
genzrtci)cz:mznte Novo Nordisk,
Durazym modificada variante da 8-1 50 Dinamarca
Savinase
Maxatase Bacillus subtilis 9-10 50 - 60 Gist- Brocades,
Nova Zelandia
Opticlean Bacillus alcalophilus 8-11,5 15-60 Solvay Enzymes,
Alemanha
Optimase B. licheniformis 7,5-10,5 15 -60 Solvay Enzymes,
Alemanha

Proteina de Bacillus Solvay Enzymes,

alcalofilico
Maxapen geneticamente 11-12 60 Alemanha
modificada
Proteina de B. lentus Genencor
expressada em i International, USA
Purafect Bacillus sp. 10 40 - 65
Amano
Protease P Aspergillus melleus 8 45 Ph&gn;a%zlggf 's
Amano
Protease S  B. stearothermophilus 8 70 Phﬁrdrga?]Zng::Is

Os complexos fosfopeptidicos de caseina e ions metalicos apresentam potencial
de aplicagdo como suplementos dietéticos para aumentar a biodisponibilidade de
célcio, ferro e outros elementos essenciais. ADAMSON & REYNOLDS (1996) usaram
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um processo de precipitagdo seletiva por uma solugdo de célcio em etanol para a
obtencao de fosfolipideos a partir da digestao de caseina com uma protease comercial,
a Alcalase.

Hidrolisados protéicos do musculo de sardinha obtidos pelo tratamento com
protease alcalina de Bacillus licheniformis apresentaram atividade inibitéria da enzima
conversora de angiotensina |. Este hidrolisado apresentou potencial de utilizagdo como
alimento fisiologicamente funcional.

Os residuos de proteina apds a separagcao mecanica da carne bovina podem ser
solubilizados pela acdo de proteases alcalinas. Este hidrolisado usualmente apresenta
sabor amargo quando o grau de hidrélise é excessivo. O'MEARA & MUNRO (1984)
publicaram que a Alcalase apresentou-se apropriada para esta utilizacdo, em termos
econOmicos. A otimizagdo de fatores como pH, temperatura, tempo de hidrélise e
concentracao da enzima demonstraram que a Alcalase, em pH 8,5 e temperatura de 55
a 60°C, solubilizou cerca de 94% da carne. A pasteurizacao posterior deste hidrolisado
soluvel inativou a enzima e pode ser utilizado em produtos carneos enlatados e sopas.

DALEV (1994) estudou a aplicacdo da protease alcalina de B. subtilis na
producdo de concentrado protéico a partir de penas de aves resultantes do abate
industrial. As penas constituem cerca de 5% do peso corpéreo da ave e podem ser
consideradas fonte de proteina para racdo, uma vez que sua rigida estrutura de
queratina tenha sido removida. O pré-tratamento com hidréxido de sodio, a
desintegracdo mecanica e a hidrdlise enzimatica resultaram na solubilizacdo das
penas. O produto final mostrou potencial para o uso como aditivo em ragao animal.

ASDORNNITHEE et al. (1994) isolaram e identificaram uma bactéria cujo meio
de cultivo apresentou atividade colagenolitica. Esta bactéria foi identificada como
Bacillus licheniformis. A enzima colagenilitica foi obtida em meio contendo gelatina e foi
purificada. Esta enzima foi capaz de hidrolisar colageno soluvel, gelatina, hemoglobina
e caseina, mas nao hidrolisou oligopeptideos sintéticos usualmente usados como
substrato para colagenase.

Recentemente, 0 uso de amido de arroz para a producado de cereais matinais,
alimentos hipoalergénicos, férmulas infantis, produtos com redugdo de calorias e
produtos de panificagdo tém aumentado bastante. LUNDUBWONG & SEIB (2000)

publicaram um estudo sobre a extragdo de amido de arroz pela digestdo por protease
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alcalina. O amido isolado apresentou melhor aparéncia, maior conteudo de lipideos e
melhor consisténcia apés a formacao da massa.

A aplicacao da protease alcalina de Bacillus amyloliquefaciens no tratamento de
couro foi estudada por GEORGE et al. (1995), bem como o efeito da temperatura,
aeragao e concentracado de farelo de trigo no meio de cultura para a producdo de
enzimas por fermentagdo em substrato solido.

A aplicacao de enzimas no tratamento de residuos do processamento de peixes
e na producdo de concentrado protéico tem se mostrado atrativa comercialmente. O
uso de enzimas para modificar ou aumentar as propriedades funcionais pode ser feito
através da hidrélise controlada. O tratamento da carne de peixe ou do residuo do
processamento de peixes com enzimas proteoliticas representa uma alternativa
interessante em relacdo a separacdo mecanica ou a métodos quimicos para a
preparacao de concentrados protéicos. SHAHIDI et al. (1995) prepararam hidrolisados
protéicos a partir de carne de peixe (Mallotus villosus) usando preparagées comerciais
Alcalase, Neutrase, e papaina.

AMAROWICZ & SHAHIDI (1997) isolaram quatro fragdes de peptideos a partir
de hidrolisado protéico de peixe, seguindo a metodologia proposta por SHAHIDI et al.
(1995). Uma das fracdes apresentou alta atividade antioxidante, outras duas fragdes
apresentaram atividade antioxidante média e a quarta fragdo apresentou efeito pré-
oxidante.

A soja é uma conhecida fonte de proteina vegetal, mas o uso dessa proteina é
restrito devido a sua baixa funcionalidade. A hidrélise das proteinas de soja utilizando-
se preparagbes comerciais de protease tem mostrado melhoramento destas
propriedades. A proteina modificada pode ser usada para o enriquecimento de sucos,
bebidas e outros alimentos. AGRAWAL et al. (2003) publicaram a producédo de
protease alcalina de Penicillium sp. por fermentacdo em substrato sélido para aplicagao
em proteina de soja. O fungo foi isolado do solo e as condi¢cdes de producao foram
otimizadas para a maxima producao da protease.

Varias atividades fisioldégicas foram detectadas em hidrolisados de alguns
alimentos, como a soja, por exemplo. CHEN et al. (1995) isolaram seis peptideos que
apresentaram atividade antioxidante em hidrolisado de p-conglicinina de soja

preparado com protease alcalina de Bacillus subtilis. Os peptideos eram compostos por
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cinco a dezesseis residuos de aminoacidos, incluindo aminoacidos hidrofébicos, valina
e leucina, nas posi¢cdes N-terminal, e prolina, histidina e tirosina na seqiéncia.

O polissacarideo B-1,3-glucana apresenta varios beneficios comprovados para a
saude humana (SANDULA et al., 1999; LEE et al, 2001). Uma fonte das B-1,3-
glucanas € a parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae que constitui um
grande residuo da industria de fermentacdo alcodlica. Os processos convencionais
para a extracdo da glucana usando-se acidos ou alcali a quente, todavia, causam
degradagado da cadeia polimérica resultando em uma redugdo do rendimento e uma
possivel reducao nos efeitos benéficos. FREIMUND et al. (2003) desenvolveram um
método para o isolamento da glucana de levedura que consiste em passos brandos de
extracdo e tratamento enzimatico sem usar condicbes extremas de pH. O processo
combina método fisico e enzimatico. O método enzimatico envolve o tratamento com
uma protease alcalina comercial, a Savinase, em pH 10,5 a 45°C por 5 horas. A pureza
da glucana extraida foi de 92% e o rendimento foi de 87%. Durante este processo, o

produto manana-proteina, que também é benéfico a saude, foi facilmente obtido.
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Conclusoes

As proteases alcalinas de fonte microbiana apresentam grande potencial de
aplicagdo e sao muito diversificadas. Os estudos de novas proteases alcalinas
microbianas que apresentem caracteristicas diferenciadas podem dar origem a novos
produtos comerciais € ampliar ainda mais as possibilidades de suas aplicagbes. Os
estudos para a utilizacdo de residuos das industrias de alimentos através do uso de
proteases apresentam-se indispensaveis para agregar valor econémico aos processos
dessas industrias e para a manutencao do equilibrio ambiental.
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Capitulo 2 - Otimizacao do meio de cultura para producao de protease por
Cellulosimicrobium cellulans 191

Resumo

Cellulosimicrobium cellulans 191 é um microrganismo produtor de um
complexo enzimatico capaz de degradar a parede celular de leveduras composto
pelas enzimas B-1,3- glucanase, protease e quitinase. Este microrganismo adere
a parede celular da levedura e a lisa. Células desidratadas de Saccharomyces
cerevisiae foram usadas como indutor para a produgcao da protease. O meio de
cultura inicial era composto por 1% de células de S. cerevisiae desidratadas; 13,6
g/L de KH2POy; 2,0 g/L de (NH4)2SO4; 4,2 g/L de KOH; 0,2 g/L de MgS0,4.7H.0;
0,001 g/L de Fey(SOy4)3.6HO; 1mg/L de biotina e 1mg/L de tiamina. Os
componentes KH,PO,, KOH e o indutor mostraram efeito significativo no
planejamento experimental fracionario. Um novo planejamento experimental foi
realizado usando-se dois fatores, pH e porcentagem de células desidratadas de
levedura. Os resultados mostraram que o meio de cultura para a maxima
producdo de protease foi 8% de células desidratadas de levedura, 0,2 g/L de
MgS0O4.7H20; 2,0 g/L de (NH4).SO4 € em solucao tampao fosfato 0,15 M e pH 8,0.
A maior producdo de protease foi obtida quando a fermentagdo ocorreu em
temperaturas entre 20 e 27 °C. A producao da protease foi aumentada em 36
vezes apods a otimizacdo do meio de cultura e das condicoes de fermentacao.

Palavras-chave: planejamento experimental, otimizagao, protease alcalina, Cellulomonas

cellulans, Cellulosimicrobium cellulans

Introducao

Cellulosimicrobium cellulans 191 é um actinomiceto isolado de residuos de
industria de fermentacado alcoodlica. Este microrganismo produz um complexo
enzimatico durante seu crescimento que consiste de B-1,3-glucanase, quitinase e

protease alcalina. Este complexo enzimatico se mostrou capaz de lisar células
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vidveis de levedura Saccharomyces cerevisiae. A lise de células viaveis da
levedura é atribuida a acdo sinergista entre as enzimas P-1,3-glucanase e a
protease (FUNATSU et al., 1978).

As proteases constituem um dos mais importantes grupos de enzimas
usados industrialmente e tem vérias aplicagbes como nas industrias de
detergentes, alimentos, farmacéutica, couro e seda (SINGH et al., 2001).

Nos ultimos anos, o uso de proteases alcalinas como catalisador nas
industrias tem aumentado. Essas enzimas apresentam alta capacidade catalitica,
alto grau de especificidade de substrato e sdo economicamente viaveis. Varias
atividades bioldgicas tém sido detectadas em hidrolisados protéicos de alguns
alimentos. Por exemplo, peptideos antioxidantes foram isolados de hidrolisados
preparados utilizando-se proteases microbianas (CHEN et al., 1995).

O objetivo deste trabalho foi a otimizacdo dos componentes do meio de
cultura e as condigdes ideais de fermentacao para a maior produgao da protease
de Cellulosimicrobium cellulans 191.

Material e métodos

Material

Caseina bovina e acido tricloroacético (Merck Co.) foram utilizados para a
determinacdo da atividade de protease. Biotina e tiamina (Sigma Chemical Co.),
acidos, bases, sais (Merck Co. ou equivalente) e células de S. cerevisiae
desidratadas (Fleischmann) foram utilizados na composicao do meio de cultura.

Microrganismo: Cellulosimicrobium cellulans 191 isolada anteriormente de

residuos de industria de fermentagao alcodlica.

Producéao da protease

Para a producado de protease de Cellulosimicrobium cellulans 191 foi
utilizado meio de cultura composto de 1% de células de S. cerevisiae
desidratadas; 13,6 g/L de KH2POy; 2,0 g/L de (NH4)>SOyq4; 4,2 g/L de KOH; 0,2 g/L
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de MgS04.7H20; 0,001 g/L de Fey(SO4)3.6H-0; 1 mg/L de tiamina e 1 mg/L de
biotina (SCOTT & SCHEKMAN, 1980). Utilizou-se um inéculo de 16 horas de
crescimento. Uma aliquota de 5mL de inéculo foi transferida para frascos
Erlenmeyer contendo 45 mL do mesmo meio de cultura. A fermentacao ocorreu a
30 °C com agitagao de 150 rpm por 24 horas. O meio de cultura foi centrifugado a
10.000 x g por 10 minutos a 5 °C e a atividade de protease no sobrenadante foi
determinada.

Determinacéao da atividade de protease

A atividade de protease foi determinada utilizando-se caseina como
substrato (OBATA et al., 1977). A mistura de reacao contendo 1,5 mL de solucao
de caseina 2%, 1 mL de solucdo tampéo fosfato 50 mM (pH 8,0) e 0,5 mL de
solugdo enzimatica, foi incubada a 50 °C por 30 minutos. A reacao foi paralisada
pela adicado de 3 mL de solucdo 0,4 M de acido tricloroacético (TCA), seguida de
filtracdo em papel Whatman 42. A absorbancia do filtrado foi medida a 280 nm,
utiizando como controle o meio de reagdo onde a solugdo enzimatica foi
substituida por 4gua. Uma unidade de atividade foi considerada a quantidade de
enzima necessaria para produzir um aumento na absorbancia do filtrado igual a
1,0 ap6s 30 minutos de reacdo (ROWLEY & BULL, 1977).

Planejamento experimental fraciondrio (2°°) para a estimativa dos efeitos

dos componentes do meio de cultura

Inicialmente, oito componentes do meio de cultura foram estudados. Para
estimar a influéncia desses fatores e suas possiveis interagées, um planejamento
experimental fracionario 2% foi escolhido, que resultou em 32 ensaios. Trés
pontos centrais foram adicionados para a avaliagao do erro puro.

A Tabela 2.1 apresenta os niveis das variaveis independentes estudadas, e
a Tabela 2.4 apresenta os 35 ensaios realizados e as respectivas concentragdes
dos componentes do meio de cultura.
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Tabela 2.1 - Niveis das variaveis independentes estudadas no planejamento

experimental fracionario 2

Fator (g/L) -1 0 +1
KH,PO, 7,6 13,6 19,6
(NH,)2S0, 1,0 2,0 3,0
KOH 2,0 4,2 6,4
MgSO..7H,0 0,1 0,2 0,3
Fe(S0,)3.6H:0 0,0 1,0x10° 2,0x10°
Tiamina 0,0 1,0x 10° 2,0x10°
Biotina 0,0 1,0x 10° 2,0x 107

Células de levedura

desidratadas * 0.5 1.0 1,5

(% miv)

Planejamento experimental completo para a otimizacao do meio de cultura

Um novo planejamento experimental (2%) foi realizado utilizando-se dois
fatores, pH e concentracdo de células de levedura desidratadas (indutor). Os
niveis das variaveis independentes estudadas neste planejamento experimental
completo estdo apresentados na Tabela 2.2. Para os valores de pH 6,6; 7,0 e 8,0
foram utilizadas solu¢des tampao fosfato 0,15 M, e para os valores de pH 9,0 e
9,4, solugdes tampao borax/NaOH 0,15 M. Os resultados dos ensaios estao

apresentados na Tabela 2.6.

Tabela 2.2 - Niveis das variaveis independentes estudados no planejamento

experimental completo 22 para a otimizacdo do meio de cultura

Fator -o* -1 0 +1 o
pH 6,6 7,0 8,0 9,0 9,4
células de levedura
desidratadas (%) 4,0 5,0 7,5 10,0 11,0
*a=1,41
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Planejamento experimental completo para a otimizacao das condicoes de

fermentacao

Para a avaliacao das condicdes 6timas de temperatura e agitacdo para a
maxima producdo de protease, um planejamento experimental completo (2% foi
realizado. A Tabela 2.3 apresenta os niveis das varidveis independentes

estudadas neste planejamento experimental.

Tabela 2.3 - Niveis das variaveis independentes estudados no planejamento

experimental completo 2% para a otimizacdo das condigdes de

fermentacgao
Fator -a -1 0 +1 + o
Temperatura (°C) 18,0 20,0 25,0 30,0 32,0
Agitacao (rpm) 80 100 150 200 220

Os resultados obtidos em todos os planejamentos experimentais foram
analisados através do programa Statistica 5.0.

Cinética de crescimento e producao da protease no meio de cultura

otimizado

Uma al¢ada de cultura de Cellulosimicrobium cellulans 191 com 24 horas
de crescimento foi inoculada em frascos Erlenmeyer de 50 mL contendo 10 mL de
meio de cultura otimizado e incubado a 27 °C por 16 horas com agitacdo de 150
rom. Cinco mL deste meio de cultura foi transferido para frascos Erlenmeyer de
250 mL contendo 45 mL do mesmo meio de cultura, e foi incubado a 27 °C com
agitacdo de 150 rpm. Foram coletadas amostras do meio de cultivo apés 5, 10,
24, 48 e 72 horas de crescimento.

Para a contagem de células vidveis, as amostras foram transferidas para
tubos de ensaio contendo 9 mL de solugédo 0,2% de Tween 80, em seguida os
frascos foram agitados vigorosamente em vortex por 5 minutos. A contagem de

células viaveis foi realizada utilizando-se diluicbes seriais. O nimero de unidades
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formadoras de colbnias foi determinado pelo método da gota (MILES & MISRA,
1938). Neste método, uma gota (20 uL) da diluicdo apropriada de células do
microrganismo € inoculada em placas contendo agar, em duplicatas. Quando a
gota tiver secado na superficie do agar, a placa é invertida e incubada (30 °C).
Apoés o crescimento satisfatério das colbnias, elas séo contadas e o numero de
microrganismos presentes na suspensao inicial é determinado considerando-se a
diluicao e o volume da gota.

Determinou-se também a atividade de protease no sobrenadante da

centrifugacao destas amostras.
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Resultados e discussao

Atividade de protease no meio de cultura inicial descrito por SCOTT &
SCHEKMAN (1980)

A produgéo de protease por Cellulosimicrobium cellulans 191 no meio de
cultura descrito por SCOTT & SCHEKMAN (1980) foi realizada como descrito

anteriormente. A atividade de protease neste meio foi de 0,20 U/mL.

Planejamento experimental fraciondrio (2°°) para a estimativa do efeito de

cada componente do meio de cultura

A Tabela 2.4 mostra a matriz do planejamento experimental fracionéario. A
analise dos resultados mostrou que nem todas as variaveis apresentaram efeito
significativo. A Tabela 2.5 apresenta os principais efeitos no planejamento 283 Os
componentes do meio de cultura KH,PO,, KOH e células desidratadas de
levedura mostraram efeitos significativos, cujos valores foram -0,077; 0,164 e
0,128, respectivamente para o nivel de significancia de 95%.

Tiamina, biotina e Fey(S0O4)3.6H.O nao apresentaram efeito significativo.
Como o menor nivel estudado para essas variaveis foi a concentracao nula, eles
se mostraram desnecessarios para a producao de protease nas condicoes
estudadas.

A exclusdo de compostos como as vitaminas tiamina e biotina, reduz
consideravelmente o custo do meio de cultura e o custo operacional, uma vez que
elas necessitam de esterilizagao a frio.

Os sais MgS04.7H.O e (NH4)2SO, também apresentaram efeito nao
significativo nos niveis estudados, mas, uma vez que 0S menores niveis
estudados foram diferentes de zero, eles continuaram sendo componentes do
meio de cultura otimizado. Suas concentra¢des foram fixadas em 0,2 e 2,0 g/L,

respectivamente.
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Tabela 2.4 - Matriz do planejamento experimental fracionario 283 e resultados

obtidos para cada ensaio de producao de protease de C. cellulans

KH2PO4 (NH4)2S04 KOH MgSOs Fe(SO0s4)3 Tiamina Biotina cél. Atividade de
.7H.0 .6H20 leved Protease
g/L 10° g/L % U/mL
1 19,6 3,0 6,4 0,3 2,0 2,0 2,0 1,5 0,27
2 19,6 3,0 6,4 0,3 0,0 2,0 2,0 0,5 0,10
3 19,6 3,0 6,4 0,1 2,0 2,0 0,0 0,5 0,10
4 19,6 3,0 6,4 0,1 0,0 2,0 0,0 1,5 0,23
5 19,6 3,0 2,0 0,3 2,0 0,0 2,0 0,5 0,06
6 19,6 3,0 2,0 0,3 0,0 0,0 2,0 1,5 0,15
7 19,6 3,0 2,0 0,1 2,0 0,0 0,0 1,5 0,21
8 19,6 3,0 2,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,5 0,07
9 19,6 1,0 6,4 0,3 2,0 0,0 0,0 0,5 0,07
10 19,6 1,0 6,4 0,3 0,0 0,0 0,0 1,5 0,24
11 19,6 1,0 6,4 0,1 2,0 0,0 2,0 1,5 0,20
12 19,6 1,0 6,4 0,1 0,0 0,0 2,0 0,5 0,09
13 19,6 1,0 2,0 0,3 2,0 2,0 0,0 1,5 0,12
14 19,6 1,0 2,0 0,3 0,0 2,0 0,0 0,5 0,09
15 19,6 1,0 2,0 0,1 2,0 2,0 2,0 0,5 0,08
16 19,6 1,0 2,0 0,1 0,0 2,0 2,0 1,5 0,15
17 7,6 3,0 6,4 0,3 2,0 0,0 0,0 1,5 0,54
18 7,6 3,0 6,4 0,3 0,0 0,0 0,0 0,5 0,19
19 7,6 3,0 6,4 0,1 2,0 0,0 2,0 0,5 0,28
20 7,6 3,0 6,4 0,1 0,0 0,0 2,0 1,5 0,55
21 7,6 3,0 2,0 0,3 2,0 2,0 0,0 0,5 0,08
22 7,6 3,0 2,0 0,3 0,0 2,0 0,0 1,5 0,09
23 7,6 3,0 2,0 0,1 2,0 2,0 2,0 1,5 0,09
24 7,6 3,0 2,0 0,1 0,0 2,0 2,0 0,5 0,03
25 7,6 1,0 6,4 0,3 2,0 2,0 2,0 0,5 0,24
26 7,6 1,0 6,4 0,3 0,0 2,0 2,0 1,5 0,23
27 7,6 1,0 6,4 0,1 2,0 2,0 0,0 1,5 0,65
28 7,6 1,0 6,4 0,1 0,0 2,0 0,0 0,5 0,18
29 7,6 1,0 2,0 0,3 2,0 0,0 2,0 1,5 0,03
30 7,6 1,0 2,0 0,3 0,0 0,0 2,0 0,5 0,09
31 7,6 1,0 2,0 0,1 2,0 0,0 0,0 0,5 0,07
32 7,6 1,0 2,0 0,1 0,0 0,0 0,0 1,5 0,12
33 13,6 2,0 42 0,2 1,0 1,0 1,0 1,0 0,19
34 13,6 2,0 4.2 0,2 1,0 1,0 1,0 1,0 0,18
35 13,6 2,0 4,2 0,2 1,0 1,0 1,0 1,0 0,23

Os compostos KH,PO4 e KOH apresentaram efeito significativo e estéao

relacionados ao pH do meio de cultura. Assim, a influéncia do pH na producao da

protease foi avaliada em um novo planejamento experimental.
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Um planejamento experimental completo foi realizado com as variaveis pH

e porcentagem de células de levedura desidratadas.

Tabela 2.5 - Estimativa dos efeitos das variaveis do planejamento experimental

fracionario 2%

Fator Efeito {(2) P -95% +95%
Média 0,180* 40,185 0,001* 0,160* 0,199*
KH,PO, -0,077* -8,218* 0,014* -0,117* -0,037*
(NH4)2SO, 0,024 2,606 0,121 -0,016 0,065
KOH 0,164* 17,572* 0,003* 0,124* 0,205*
MgSO,.7H,0 -0,032 -3,407 0,076 -0,072 0,008
Fe(S04)s.6H,0 0,031 3,274 0,0820 -0,010 0,071
Tiamina -0,014 -1,537 0,264 -0,055 0,026
Biotina -0,026 -2,739 0,111 -0,066 0,015
Células de levedura  0,128* 13,697* 0,005* 0,088* 0,168*

desidratadas

* Valores estatisticamente significativos
Planejamento experimental completo 2 para a otimizacdao do meio de cultura

A Tabela 2.6 apresenta a matriz do planejamento experimental completo Z
para a otimizacao do meio de cultura.

A analise de variancia deste planejamento (Tabela 2.7) apresentou valor
para F de 15,04. Este valor é cerca de 3,4 vezes maior que o valor de F37,
indicando que o modelo codificado é estatisticamente significativo.

A producao de protease em um meio de cultura cujo pH e a concentracao
de células de levedura desidratada sao representados por pH e LD, pode ser
descrita pela equacao polinomial abaixo, utilizando-se meio de cultura com 2,0 g/L
de sulfato de aménio e 0,2 g/L de sulfato de magnésio.

Atividade de protease (U/mL) = 7,16 - 1,42 pH? + 0,80 LD - 1,48 (LD)?, pH
representa o valor codificado do pH e LD, a porcentagem de levedura desidratada
codificada.

34



A Figura 2.1 mostra a superficie de resposta para a producdo da protease
baseada nos dois fatores, pH e porcentagem de células de levedura desidratadas.
A maxima producao de protease foi observada para os valores de pH do meio de
cultura entre 7,5 e 8,5; e para as concentracdes de células de levedura
desidratadas entre 7,0 € 9,0%.

Tabela 2.6 - Matriz do planejamento experimental completo 22 para a otimizacao
do meio de cultura e resultados obtidos

Ensaio pH % de células de Atividade de protease
levedura (U/mL)
1 9,0 10,0 4,94
2 9,0 5,0 2,42
3 7,0 10,0 4,30
4 7,0 5,0 3,88
5 9,4 7,5 3,98
6 6,6 7,5 5,42
7 8,0 11,0 5,82
8 8,0 4,0 3,36
9* 8,0 7,5 7,18
10* 8,0 7,5 6,88
11* 8,0 7,5 7,42

* ponto central

Tabela 2.7 - Analise de variancia do planejamento experimental completo para a
otimizacao do meio de cultura R?=0,86 p<0,05

Fonte Soma Graus de Média F Faz
quadratica liberdade quadrada
Regressao 23,45 3 7,82 15,04 4,35
Residuo 3,65 7 0,52
Falta de ajuste 3,50 5
Erro puro 0,15 2
Total 27,10 10
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A composicao do meio de cultura para a maxima producéo de protease foi
considerada 8,0% de células de levedura desidratadas; 0,2 g/L de MgS0,4.7H.0 e
2,0 g/L de (NH,4)>SO,4em solugcéao tampao fosfato 0,15M e pH 8,0.

Os valores ideais de pH do meio de cultura para a produgédo de protease
descritos na literatura ndo variam muito, quase todos estdo prdéximos da
neutralidade, com excecao dos microrganismos alcalofilicos. O microrganismo
Arthrobacter sp apresentou pH ideal de fermentacdo 7,5 para a produgédo de

protease (ADAMITSCH et al., 2003). CALIK et al. (2002) publicaram que o pH
ideal do meio de cultura para a producao de protease de Bacillus licheniformis foi
7,0-7,5.

As células de levedura sao fonte de carbono e nitrogénio organico para o
crescimento celular e producdo da protease. A produgcdo de protease de
Cellulosimicrobium cellulans 191 utilizando-se o meio de cultura otimizado
apresentou-se bastante atraente do ponto de vista econdmico, quando comparado
a meios de cultura para a producao de protease descritos na literatura.

LoQ) 2sen0id 20 e

Figura 2.1 Superficie de resposta para a otimizacao do meio de cultura para a

producao de protease de C. cellulans 191
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Estes meios, descritos na literatura, apresentam em sua composi¢ao
compostos como glicose (1,5%) e lactose (4%) como fonte de carbono; proteina
de soja (6%) e fosfato de aménio (1,2%) como fonte de nitrogénio (MABROUK et
al., 1999) ou caseina (1% m/v) e proteina de soja (1,5% m/v) (JOO et al., 2002).
Ha ainda meios de cultura propostos na literatura que apresentam em sua
composicao triptona (2%) e caseina (2%) como fontes de nitrogénio organico
(PHADATARE et al.,1993).

Estima-se que trinta a quarenta por cento do custo da produgédo enzimatica
industrial esteja relacionado ao meio de cultura (JOO et al., 2002). A Unica fonte
de carbono e nitrogénio organico do meio de cultura otimizado neste trabalho &
um residuo de industrias de fermentacao alcodlica, e apresenta um custo bastante
reduzido.

Planejamento experimental completo 2 para a otimizacao das condigcées de

fermentacao

A analise dos resultados deste planejamento experimental completo,
apresentado na Tabela 2.8, mostra que a variagdo na agitacdo durante o
crescimento celular ndo foi significativa para a produgcéo da protease. A producao
enzimatica foi influenciada apenas pela temperatura de fermentagdo. A
temperatura apresentou efeito igual a -1,13 na producao de protease.

A andlise de variancia, como mostra a Tabela 2.9, indicou que o modelo
estatistico codificado foi significativo e preditivo. O valor de F foi sete vezes maior
que o valor de Fy3g.

A variacdo na producdo de protease no meio de cultura otimizado em
relacdo a temperatura de fermentagao pode ser descrita pela equacéo polinomial:

Atividade de protease (U/mL) = 8,46 - 0,44 T - 0,56 T2, onde T representa o
valor codificado da temperatura.

A superficie de resposta representada na Figura 2.2 indica que a maior
atividade de protease foi observada quando a fermentagdo ocorreu em

temperaturas entre 20 e 27 °C. Levando-se em consideragdo o custo para a
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reducao da temperatura de fermentacao, pode-se fixar a temperatura ideal em 27
eC.

Tabela 2.8 - Matriz do planejamento experimental completo 22 para a otimizacao

das condicoes de fermentacao e resultados obtidos

Ensaio Temperatura (°C) Agitacao (rpm) Atividade de protease (U/mL)
1 30,0 200 7,14
2 30,0 100 7,52
3 20,0 200 8,42
4 20,0 100 8,50
5 18,0 150 7,80
6 32,0 150 6,90
7 25,0 80 8,59
8 25,0 220 8,89
9 25,0 150 8,55
10 25,0 150 7,98
11 25,0 150 8,31

Tabela 2.9 - Analise de variancia do planejamento experimental para a otimizacao

das condicoes de fermentacao R? = 0,84 p<0,10

Fonte Soma quadratica Graus de Média F Fa s
liberdade quadratica
Regresséao 3,50 2 1,75 21,87 3,11
Residuo 0,65 8 0,08
Falta de ajuste 0,49 6
Erro puro 0,16 2
Total 4,15 10

As temperaturas de fermentacéo para a produgéo de protease descritas na
literatura sdo bastante variaveis e dependem do microrganismo produtor. O
actinomiceto Arthrobacter sp apresentou temperatura de 30 °C como a ideal para
fermentacdo e producdao de protease (ADAMITSCH et al., 2003). Os
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microrganismos Conidiobolus coronatus NCL 86.8.20, Bacillus horikoshii e

Penicillium sp apresentaram as temperaturas de 28, 34 e 45 °C respectivamente
(PHADATARE et al.,1993; JOO et al., 2002; AGRAWAL et al., 2003).
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Figura 2.2 Superficie de resposta das condi¢cdes de fermentagcao para a producao

de protease por C. cellulans 191

Cinética de crescimento e producdao da protease no meio de cultura
otimizado

A protease foi produzida durante a fase exponencial de crescimento (Figura
2.3). A atividade de protease foi detectada no meio de cultura desde as primeiras
horas de crescimento, 0 que mostra que as células de levedura desidratadas sao
um bom indutor para a produgéo desta enzima. A atividade enzimética aumentou

acentuadamente durante a fase de crescimento exponencial e estabilizou-se
durante a fase estacionaria de crescimento.
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Figura 2.3 Cinética de crescimento e producgao de protease por Cellulosimicrobium

cellulans 191 no meio de cultura otimizado
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Conclusoes

A metodologia de superficie de resposta mostrou-se eficiente para a
otimizagdo dos componentes do meio de cultura para a produgcao de protease de
Cellulosimicrobium cellulans 191. Os componentes tiamina, biotina e Fe(SOy)s3, do
meio de cultura sugerido por SCOTT & SCHECKMAN (1980), mostraram-se nao
essenciais para o crescimento e produgao da protease.

A otimizagdo do meio de cultura proporcionou aumento de cerca de 36
vezes na atividade de protease em relagédo a atividade no meio de cultura inicial. A
otimizacdo das condi¢cdes de fermentacao apresentou aumento na producédo de
protease de cerca de 20% em relacao as condi¢coes de fermentacéo iniciais.

A maxima producao de protease ocorreu em meio de cultura composto por
8,0% de células de levedura desidratadas; 0,2 g/L de MgSO,4.7H,0 e 2,0 g/L de
(NH4)>SO4 e em solucdo tampao fosfato 0,15 M e pH 8,0, apdés 24 horas de
fermentagao a 27 °C e agitacao de 150 rpm.
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Capitulo 3 - Purificacao e caracterizacao de uma protease alcalina produzida
por Cellulosimicrobium cellulans 191

Resumo

Cellulosimicrobium cellulans 191 €& um actinomiceto isolado de
residuos de industria de fermentacao alcodlica. Ele € produtor de um complexo
enzimatico composto de B-1,3-glucanases, proteases e quitinases, capaz de lisar
células viaveis de Saccharomyces cerevisiae. No estudo da purificagdo da
protease, observou-se quatro picos de proteina com atividade de protease eluidos
da coluna de cromatografia de troca ibnica DEAE-Sepharose. A fragcdo com maior
atividade de protease foi, em seguida, aplicada em coluna de Q-Sepharose sendo
purificada 16,8 vezes. A protease purificada apresentou maior atividade em
temperaturas entre 50-64 °C e em pH entre 7,0-8,0 e mostrou-se estavel em
temperaturas até 83 °C por 1 hora na faixa de pH de 4,0-7,5; quando estabilizada
por ditiotreitol (DTT). Na presenca de cisteina, nas mesmas condicdes, a protease
perdeu apenas 20% de sua atividade inicial. Apresentou massa molecular de 55
KDa, estimada por filtracdo em gel, e Km de 0,027 mg de caseina/mL. A protease
purificada teve sua atividade ativada por FeCl; e inibida parcialmente (16,5%) por

fenilmetilsulfonilfluoreto na concentracdo de 1TmM.

Palavras-chave:  Cellulosimicrobium  cellulans, protease alcalina, purificacao,
caracterizacao

Introducao
Muitos microrganismos produtores de protease alcalina tém sido descritos
na literatura. Os microrganismos do género Bacillus séo os mais estudados como

produtores dessas proteases e suas enzimas tem sido bastante exploradas

comercialmente.

44



Devido a grande importancia e aplicacdo das proteases alcalinas,
encontram-se disponiveis no mercado produtos comerciais como Alcalase,
Savinase, Opticlean, Maxatase, entre outros.

As proteases alcalinas podem ser usadas para a producao de hidrolisados
protéicos a partir de proteinas vegetais ou animais, para 0 aumento da
digestibilidade, biodisponibilidade e funcionalidade destes produtos.

Os complexos enzimaticos produzidos por microrganismos que lisam a
parede celular de leveduras apresentam geralmente atividade de protease, como
foi descrito por VENTOM & ASENJO (1990), SAEKI et al. (1994a) e recentemente
por ADAMITSCH et al. (2003).

Este trabalho visou a purificacdo de uma protease alcalina de
Cellulosimicrobium cellulans 191 e a determinacao das caracteristicas bioquimicas
da enzima purificada quanto ao pH e a temperatura étima de atividade e a
estabilidade, através da metodologia de planejamento experimental e superficie
de resposta. Determinou-se também o efeito da concentragdo de substrato na
atividade da protease e estimou-se a massa molecular por filtracdo em gel S-200.

Material e métodos

Material

Caseina bovina, acido tricloroacético, acidos, bases, sais € minerais (Merck
Co. ou equivalente) e células de S. cerevisiae desidratadas.
Microrganismo: Cellulosimicrobium cellulans 191 isolado anteriormente de

residuos de industria de fermentacao alcodlica.

Producao da protease

Para a producdo de protease de Cellulosimicrobium cellulans 191 foi
utilizado meio de cultura otimizado anteriormente, composto de 8,0% de células
de S. cerevisiae desidratadas; 2,0 g/L de (NH4)2SOq4; 2 g/L de MgSQO,4.7H.0O em

solugdo tampéao fosfato 0,15 M e pH 8,0. Utilizou-se in6culo com 16 horas de
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crescimento. Uma aliquota de 5mL de indculo foi transferida para frascos
Erlenmeyer contendo 45 mL de meio de cultura. A fermentagao ocorreu a 28 °C
com agitacao de 150 rpm por 24 horas. O meio de cultura foi centrifugado a
10.000 x g por 10 minutos a 5 °C. O sobrenadante desta centrifugacao foi utilizado

como preparagao enzimatica bruta.

Determinacao da atividade de protease

A atividade de protease foi determinada utilizando-se caseina como
substrato (OBATA et al., 1977). A mistura de reagao contendo 1,5 mL de solucao
de caseina 2%, 1 mL de solucdo tampéo fosfato 0,15 M (pH 8,0) e 0,5 mL de
solugdo enzimatica, foi incubada a 50 °C por 30 minutos. A reacao foi paralisada
pela adicao de 3 mL de solucdo 0,4 M de acido tricloroacético (TCA), seguida de
filtracdo em papel Whatman 42. A absorbancia do filtrado foi medida a 280 nm,
utilizando como controle 0 meio de reacdo onde a solugcdo enzimética foi
substituida por agua destilada.

Uma unidade de atividade foi considerada a quantidade de enzima
necessaria para produzir aumento na absorbancia do filtrado igual a 1,0 apés 30
minutos de reagdo (ROWLEY & BULL, 1977).

Determinacao da atividade de outras enzimas na preparacdo enzimatica

bruta

Determinacao da atividade de S-1,3-glucanase

A determinacdo da atividade de B-1,3-glucanase foi realizada segundo
SAEKI et al. (1994b) com pequenas modificagbes. A mistura de reagdo contendo
250 pL de extrato enzimatico e 250 uL de solu¢do 1% de laminarina em tampéo
acetato 0,1 M pH 4,5 foi incubada a 55 °C por 30 minutos. A reacéo foi paralisada
por aquecimento em banho em ebulicdo por 5 minutos e determinou-se a
quantidade de agucares redutores pelo método de Somogyi-Nelson.

Uma unidade de atividade foi considerada a quantidade de enzima

necessdria para liberar 1 umol de acguUcares redutores por mL de extrato
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enzimatico e por minuto de reacdo, nas condi¢gées descritas. Utilizou-se glicose

como padrao de agucar redutor.

Determinacao da atividade de celulase

A determinacdo da atividade de celulase foi realizada segundo PONCE-
NOYOLA et al. (2001) com modificagdes. A mistura de reacdo contendo 1,0 mL
de solucao 1% (m/v) de carboximetilcelulose em tampao Tris/HCI 50mM pH 7,2 e
1,0 mL da diluicdo apropriada do extrato enzimatico foi incubada a 40 °C por 10
minutos. A reacao foi paralisada por resfriamento em banho de gelo e determinou-
se 0s acucares redutores liberados pela metodologia de Somogyi-Nelson. Uma
unidade de atividade foi considerada a quantidade em umol de acgucares
redutores liberada por minuto de reacdo nas condi¢cbes indicadas. Utilizou-se

glicose como padrdo de agucar redutor.

Determinacao da atividade de quitinase

A atividade de quitinase foi determinada segundo método descrito por
SANDHU et al. (1989). A mistura de 0,5 mL de extrato enzimético e 0,5 mL de
quitina coloidal 0,2% em tampéao citrato de soédio (pH 5,8) foi incubada a 37 °C por
2 horas. Apés este periodo foi adicionado 0,1 mL de borato de potéssio 0,8 M (pH
9,0) e os tubos foram aquecidos em banho de ebulicdo por 3 minutos. Em seguida
foi adicionado 1,5 mL de solugcdo 10 % de dimetil aminobenzaldeido em &cido
acético contendo 12,5% de acido cloridrico 10 N e os tubos foram incubados a 37
C por 20 minutos. A absorbancia foi medida em espectrofotometro a 585 nm.

Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para liberar 1 umol de N-acetilglicosamina por mL de extrato
enzimatico nas condicbes da reagcado. A curva padrao foi preparada utilizando-se

N-acetil glicosamina na faixa de 50 a 400 pg/mL.

Fracionamento da protease com sulfato de aménio

A enzima bruta, obtida da centrifugagcdo do meio de cultura, foi fracionada
com sulfato de amb6nio com 40% de saturacao. Apos 5 horas de incubacao a 10
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°C, o precipitado foi coletado por centrifugagdo a 12.300 x g por 15 minutos a 5
C, ressuspendido em solucao tampao fosfato 50 mM pH 7,5 e dialisado contra a
mesma solug¢do. Ao sobrenadante desta centrifugacdo acrescentou-se sulfato de
amodnio para atingir a saturacao de 60%, repetindo-se 0s passos seguintes. E
assim também para a saturagéao de 80%.

Ap6s a didlise dos precipitados de cada saturacdo, determinou-se a
atividade de protease como descrito anteriormente, e a concentracao de proteina
pelo método de Lowry.

Purificacao da protease em coluna de DEAE-Sepharose

A solugcao enzimatica foi fracionada com sulfato de aménio com 40% de
saturacdo. Apos 5 horas de incubagdo a 10 °C, o precipitado foi coletado por
centrifugacédo a 12.300 x g por 15 minutos a 5 °C e ao sobrenadante acrescentou-
se sulfato de aménio para atingir a saturacdo de 80 %. Este precipitado foi
coletado por centrifugacéo, dialisado contra solugdo tampéao fosfato 50 mM pH 7,5
e aplicado em coluna de cromatografia empacotada com 10 mL de resina DEAE-
Sepharose, previamente equilibrada com solugao tampao fosfato 50 mM pH 7,5. A
eluicdo ocorreu em um gradiente de 0 a 1,0 M de NaCl em tampéao fosfato 50 mM
pH 7,5 a um fluxo de 1,0 mL/min. em um sistema FPLC (Pharmacia). O perfil de
eluicdo das proteinas foi acompanhado pela medida da absorbancia a 280 nm. A
atividade de protease nas fragdes foi determinada como descrito anteriormente.
As fracdes ativas foram reunidas e dialisadas contra solugdo tampéao fosfato 50
mM pH 7,5 e foi determinada a concentracdo de proteina pelo método de
Bradford (DANIELS et al., 1994).

Purificacao da protease em coluna de troca iénica Q-Sepharose

A fracao eluida da coluna de DEAE que apresentou maior atividade de
protease, foi aplicada em uma coluna com 5 mL de resina Q-Sepharose,
previamente equilibrada com solugéo tampéao fosfato 50 mM pH 7,5 e eluida em
um gradiente de 0 a 1,0 M de NaCl em tampéo fosfato 50 mM pH 7,5 a um fluxo
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de 1,0 mL/min. em um sistema FPLC (Pharmacia). O perfil de eluicdo das
proteinas e a atividade de protease foram determinados como descrito
anteriormente. As fragdes ativas foram reunidas e dialisadas como descrito
anteriormente. Todos os testes para a caracterizacdo bioquimica da protease
purificada foram realizados na presenca de 5 mM de cisteina, usado como

estabilizador da enzima.

Determinacao da massa molecular

A massa molecular da protease purificada foi determinada por
cromatografia em gel de filtracdo com coluna de Sephacryl S-200 1660 HiTrep.
Blue dextrana foi utilizada para determinacdo do volume vazio e as proteinas
inibidor de tripsina de soja (20.100 Da), anidrase carbbnica (30.000 Da),
ovoalbumina (43.000 Da), albumina de soro bovino (67.000 Da) e fosforilase b

(94.000 Da) foram usadas como padroes.

Determinacao do Km e Vmax

A constante de Michaelis-Mentem e a velocidade maxima da protease
purificada foi determinada utilizando-se como substrato caseina Hammarsten na
faixa de concentracdo de 0,01 a 5,0 mg/mL em solucédo tampao fosfato 50 mM pH
8,0 a 50 °C. A atividade de protease foi determinada como descrito anteriormente
e os valores de Km e Vmax foram determinados pelo método grafico de

Lineweaver-Burk.

Efeito de alguns sais e compostos quimicos na atividade da protease
purificada

Para o estudo dos efeitos de alguns sais e outros compostos inibidores na
atividade da protease, a solugcéo da enzima purificada foi tratada previamente por
1 hora a 30 °C em tampao fosfato 50 mM pH 7,5 com 1,0 mM dos compostos
ZnS0O4, MgSO4, HgCl,, FeCls, FeSO4, MnSO,4, CaCl,, CuSQO,4, azida soddica,
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EDTA, 2-mercaptoetanol, &cido aminobenzdico, = N-bromossuccinimida,
fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) e iodoacetamida. A atividade residual de protease
foi determinada e, como controle, determinou-se a atividade de protease na
auséncia de sais e compostos inibidores.

Planejamento experimental para a determinacao do pH e temperatura otimos

de atividade da protease purificada

Para a determinacao do pH e temperatura 6timos de atividade da protease
foi realizado um planejamento experimental fatorial completo 2°. Os niveis das
variaveis independentes, temperatura e pH, estudados estdo apresentados na
Tabela 3.1. A varidvel dependente considerada foi a atividade de protease
relativa. Foram realizados 11 ensaios, com trés pontos centrais e quatro pontos
axiais. A andlise estatistica dos resultados foi realizada através do software
Statistica, verséo 5.0.

Em cada um dos ensaios a reagao entre a enzima purificada e o substrato
(caseina) ocorreu durante 30 minutos nas temperaturas e valores de pH indicados
na Tabela 3.5. A determinacdo da atividade de protease foi realizada como

descrito anteriormente.

Tabela 3.1 - Niveis das varidveis do planejamento experimental para

determinacao do pH e temperatura étimos de atividade

Fator -o* -1 0 +1 +o
pH 54 6,0 7,5 9,0 9,6
temperatura (°C) 36,0 40,0 50,0 60,0 64,0

"o=1,41

Planejamento experimental para a determinacao do efeito da temperatura e

do pH na estabilidade da protease purificada

Para a determinacdo da estabilidade da protease purificada, a enzima foi

submetida a tratamento em diferentes temperaturas e valores de pH conforme

50



mostra a Tabela 3.2. Em seguida, aliquotas da enzima foram retiradas nos
intervalos de 1 e 4 horas de incubacao e ajustadas ao pH e temperatura étimos de
atividade para se determinar a atividade residual de protease ap6s o tratamento.

Tabela 3.2 - Niveis das variaveis independentes do planejamento experimental

para determinacao da estabilidade da protease purificada

Fator -o* -1 0 +1 +o

pH 4,0 5,0 7,5 10,0 11,0

temperatura (°C) 26,8 35,0 55,0 75,0 83,2
*o= 1,41

Resultados e discussao

Determinacao das atividades de algumas enzimas produzidas no extrato

enzimatico bruto
O extrato enzimatico bruto apresentou 8,5 U/mL de atividade de protease;
0,21 umol de glicose/mL.min. de atividade de B-1,3-glucanase; 0,20umol de

glicose/mL.min de atividade de celulase e nenhuma atividade de quitinase.

Fracionamento da protease com sulfato de aménio
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A precipitacdo da protease com sulfato de aménio mostrou-se uma forma
de concentracao e também um passo de purificacdo. Observa-se na Tabela 3.3
que a saturacao de 40 % de sulfato de amdnio precipitou grande quantidade de
proteina (1804,0 mg de proteina) que apresentava atividade total de protease
muito baixa (110,0 U). As saturagcdes de 60 e 80% de sulfato de aménio
precipitaram proteinas que apresentaram boa atividade de protease,
principalmente a saturacao de 60%.

Tabela 3.3 - Precipitacdo fracionada da protease com sulfato de aménio

Extrato Volume Ativ. de Ativ. de Conc. de Proteina Atividade
(mL) protease protease total proteina total especifica
(U/mL) C) (mg/mL) (mg) (U/mg)
bruto 600,0 8,5 5100,0 6,8 4080,0 1,25
40%* 55,0 2,0 110,0 32,8 1804,0 0,06
60%* 51,0 49,7 2534,7 13,7 698,7 3,63
80%* 32,0 24,4 780,8 10,3 329,6 2,37

*

extrato precipitado de forma fracionada com a concentracdo de sulfato de aménio
indicada e dialisado contra solu¢ao tampao fosfato 50 mM pH 7,5.

Purificacao da protease em coluna de DEAE-Sepharose e Q-Sepharose

Na purificagdo em colunas de resina de troca ibnica, a protease foi
parcialmente inativada. Na tentativa de estabilizar a enzima, foram testados
compostos redutores como ditiotreitol (10 ug/mL) e cisteina (5 mM), que
restabeleceram a atividade enzimatica e permitiram a determinagéao da atividade
nas fracdes eluidas das colunas de troca ibnica.

A enzima foi purificada por adsorcdo em coluna de DEAE-Sepharose
equiliborada com tampéo fosfato 50 mM pH 7,5. A Figura 3.1 mostra o perfil da
eluicao cromatografica em coluna de DEAE-Sepharose.
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Figura 3.1 - Cromatografia de troca i6bnica em coluna de DEAE-Sepharose da

protease de Cellulosimicrobium cellulans 191

Foram obtidos quatro picos principais de atividade de protease. O primeiro
pico correspondente as fragées de 19 a 22 foram eluidas com tampao contendo
0,4 M de NaCl. A fracdo mais ativa deste pico apresentou atividade de protease
de 0,68 U/mL.

O segundo e o terceiro picos de atividade foram formados pelas fragcdes 23
a 26 que eluiram com tampao contendo NaCl entre 0,4 e 0,5 M. A maior atividade
apresentada pelas fragdes correspondentes a este pico foi de 0,27 U/mL.

E, o quarto pico correspondente as fragées 28 a 31 eluiu com tampao
contendo 0,5 M de NaCl. A fragdo 29, mais ativa deste pico, apresentou atividade
de 3,45 U/mL. Para este estudo foi selecionada somente a fracdo 29 que
apresentou a maior atividade de protease entre todas as fragdes eluidas da
coluna de DEAE-Sepharose (Figura 3.1).

Para a aplicagdo na coluna de troca ibnica Q-Sepharose, a fracdo 29,

eluida da coluna de DEAE-Sepharose, foi dialisada contra tampéo fosfato 50 mM
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pH 7,5. A figura 3.2 mostra o perfil de eluicdo das proteinas em coluna Q-

Sepharose.
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Figura 3.2 - Cromatografia de troca idbnica em coluna de Q-Sepharose da protease
de Cellulosimicrobium cellulans 191

Foram obtidos trés picos de proteina principais no perfil de eluicdo da
coluna de Q-Sepharose, mas apenas um deles apresentou atividade de protease.
As fragbes 13 e 14, correspondentes a este pico de proteina, apresentaram
atividades de protease de 0,3 U/mL e 0,2 U/mL, respectivamente, e eluiram com
0,65 M de NacCl.

As fracdes 13 e 14 eluidas da coluna Q-Sepharose, contendo a protease
purificada, foram reunidas e utilizadas na caracterizagcao bioquimica da enzima. O
rendimento da enzima foi de 7,8% e a protease foi purificada 16,8 vezes, como
mostra a Tabela 3.4. Estas fragbes ndo apresentaram atividade de B-1,3-

glucanase ou celulase.

Tabela 3.4 - Purificagcao da protease de Cellulosimicrobium cellulans 191
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Atividade Proteina Ativ. especifica Fator de Rendimento

total (U) total (mg) (U/mg) purificagao (%)
Sobrenadante 2235,60 2425,35 0,92 1,0 100,0
Fracionamento com
40-80% de (NHq),SO, 1544,40 346,95 4,45 4,8 69,1
DEAE-Sepharose 388,12 25,87 15,00 16,3 17,4
Q-Sepharose 174,37 11,25 15,50 16,8 7,8

Métodos de purificacdo de diversas proteases de microrganismos tém sido
descritos na literatura. A protease de Oerskovia xanthineolytica TK-1,
microrganismo capaz de lisar células de levedura, foi purificada 39,6 vezes e
apresentou rendimento de 19% quando concentrada por ultrafitragcdo com
membrana de exclusdo de 3.000 Da, seguida de cromatografia em coluna de
Fenil-Sepharose CL-4B e DEAE-Sepharose (SAEKI et al., 1994a).

Uma protease do Bacillus mojavensis foi purificada cerca de 17 vezes
através da precipitacdo com sulfato de amdnio (0-85 %) e cromatografia em
coluna de Q-Sepharose (BEG & GUPTA, 2003).

ROMERQO et al. (2001) purificaram duas proteases de Serratia marcescens,
uma metalo e uma serina protease, através da precipitacdo com sulfato de
amdnio, cromatografia em coluna de Q-Sepharose e cromatografia em gel de
filtracdo Sephacryl S-200. A metalo protease foi purificada 4,2 vezes e apresentou
rendimento de 15,7%, enquanto que a serina protease foi purificada 119,9 vezes e
seu rendimento foi de 9,9 %.

TOMASCHOVA et al. (1998) purificaram a protease de Brevibacterium
linens ATCC 9172 através de ultrafiltragdo com membrana de exclusao de 10.000
Da e cromatografia em coluna de DEAE-Sepharose CL-6B.

TUNGA et al. (2003) purificaram a protease de Aspergillus parasiticus pela
precipitacdo com 3 volumes de acetona, cromatografia em coluna de DEAE-
Sephadex A-50 e cromatografia em gel de filiracdo Superose 12. Esta protease
fungica foi purificada 200 vezes e apresentou rendimento de 17 %.

Determinacao da massa molecular

55



A massa molecular da protease purificada de Cellulosimicrobium cellulans
191 foi estimada em 55 KDa por filtracdo em gel Sephacryl S-200 (Figura 3.3).
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Figura 3.3 - Determinacdo da massa molecular da protease de Cellulosimicrobium
cellulans 191 através de cromatografia em gel de filtracao Sephacryl S-200

As massas moleculares de algumas proteases de microrganismos liticos
foram descritas na literatura. A protease de Oerskovia xanthineolytica TK-1
apresentou massa molecular estimada em 20 kDa por eletroforese SDS-PAGE
(SAEKI et al., 1994a). FUNATSU et al. (1978) estimaram a massa molecular da
protease de Arthrobacter luteus em 40,5 kDa por eletroforese SDS-PAGE. A
massa molecular da protease de Zymolyase foi estimada em 29 kDa (KITAMURA,
1982). E, USUI & OGUCHI (1986) estimaram a massa molecular da protease de
Rhizoctonia solani em 14 kDa por eletroforese SDS-PAGE e em 10,5 kDa por
cromatografia em gel de filtracao.

TOMASCHOVA et al. (1998) publicaram que a massa molecular da
protease de Brevibacterium linens ATCC 9172 foi estimada em 56 kDa. A
protease de Bacillus mojavensis apresentou massa molecular de 30 kDa (BEG &
GUPTA, 2003).

A bactéria Serratia marcescens produziu duas proteases, uma metalo e
outra serina protease. A metalo protease apresentou massa molecular de 53,5
kDa e a serina protease, 66,5 kDa (ROMERO et al., 2001).
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A levedura Candida olea produz uma protease alcalina cuja massa
molecular foi estimada em 30,9 kDa (NELSON & YOUNG, 1987).

Determinacao do Km e Vmax
A protease purificada de Cellulosimicrobium cellulans 191 apresentou

valores de Km e Vmax de 0,027 mg de caseina/mL e 6,25 U/mg respectivamente

para o substrato caseina (Figura 3.4).

40 T

1/Atividade (U/mL)
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Figura 3.4 - Determinagao das constantes Km e Vmax da protease purificada de

acordo com o grafico de Lineweaver-Burk

Essa protease apresentou maior afinidade pelo substrato caseina quando
comparada com a protease de Zymolyase do complexo enzimético produzido pelo
microrganismo litico Arthrobacter luteus, que apresentou valor de Km de 0,84 mg
de caseina/mL (KITAMURA, 1982).

A protease purificada de Bacillus subtilis NCIM 2713 apresentou Km de 2,5
mg de caseina/ mL (MANE & BAPAT, 2001).

Efeito de alguns sais e compostos quimicos na atividade da protease
purificada
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A Figura 3.5 ilustra que a protease purificada de Cellulosimicrobium
cellulans 191 foi ativada pela presenga de FeCl; (1 mM) em 26,5%. O efeito do
FeCl; na acdo da protease purificada foi significativamente diferente do efeito de
todos os outros sais estudados, segundo o teste de Tukey (p<0,05). Nao houve
diferenca significativa entre o efeito dos compostos ZnSO4, MgSQOy4, HCl,, FESQOy,
MnSQ,, CaCl, e CuSOs.
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Figura 3.5 - Efeito de alguns sais (1 mM; p<0,05) na atividade da protease

purificada de Cellulosimicrobium cellulans 191 (Médias seguidas de letras

diferentes sao estatisticamente diferentes para p< 0,05 — Teste de Tukey)

O efeito do composto EDTA ndo apresentou diferenga significativa do
resultado obtido para azida sédica. Os efeitos dos compostos 2-mercaptoetanol,
acido aminobenzobico, N-bromossuccinimida e iodoacetamida ndo mostraram
diferenca significativa, segundo o teste de Tukey para p<0,05 (Figura 3.6).

O efeito inibitério apresentado pelo composto PMSF foi estatisticamente
diferente dos efeitos de todos os demais compostos quimicos estudados, com
excecao da iodoacetamida. Dentre os compostos estudados, o inibidor especifico
de serina protease, fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) foi o que apresentou maior
efeito inibitorio, cerca de 16,3%.
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A protease de Oerskovia xanthineolytica TK-1 foi fortemente inibida por
diisopropilfluorofosfato (DFP), fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) e HgCl,, e foi
parcialmente inibida por CuCl, e cisteina, todos em concentracdo de 1 mM
(SAEKI et al., 1994a). FUNATSU et al. (1978) publicaram que a protease de
Arthrobacter luteus foi completamente inibida por DFP e PMSF na concentragcéao
final de 1 mM.
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Figura 3.6 - Efeito de alguns compostos quimicos na atividade da protease
purificada de Cellulosimicrobium cellulans 191. (PMSF: fenilmetilsulfonilfluoreto, EDTA:

acido etilenediaminotetraacético, AS: azida sodica, AAB: acido aminobenzoéico, NBS: N-

bromosuccinimida, 2ME: 2-mercaptoetanol, I: iodoacetamida)

A protease da levedura Candida olea foi inibida por PMSF e EDTA,
enquanto que o composto ditiotreitol (DTT) inibiu a enzima parcialmente (NELSON
& YOUNG, 1987). ROMERO et al. (2001) verificaram que a metalo protease
produzida por Serratia marcescens foi fortemente inibida por EDTA e a serina
protease por PMSF.

TOMASCHOVA et al. (1998) observaram que a protease de Brevibacterium
linens ATCC 9172 foi inibida por PMSF e ativada pelos ions Ca®* e Mg®*.

Determinacao do pH e temperatura otimos de atividade da protease
purificada
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Os resultados dos ensaios realizados para o planejamento experimental

completo 22 para a determinacao do pH e temperatura 6timos estao apresentados

na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 - Matriz do planejamento experimental fatorial 22 para a determinagao

do pH e temperatura 6timos de atividade da protease purificada

Ensaio pH Temperatura (°C) Atividade de protease residual
1 9,0 60,0 9(31/0)7
2 9,0 40,0 68,6
3 6,0 60,0 83,5
4 6,0 40,0 73,5
5 7,5 36,0 89,2
6 7,5 64,0 100,0
7 5,4 50,0 76,8
8 9,6 50,0 65,3
9 7,5 50,0 95,9
10 7,5 50,0 95,9
11 7,5 50,0 95,0

No estudo da determinagcdo da temperatura e pH 6timos de atividade da

protease, observou-se que a enzima mostrou maior atividade nos pontos centrais

e no ponto axial em que a temperatura era de 64 °C (Tabela 3.5). O efeito do pH e

da temperatura sobre a atividade da protease foi estatisticamente significativo a

nivel de p<0,05, conforme apresentado na Tabela 3.6.

Tabela 3.6 - Efeitos das varidveis temperatura e pH sobre a atividade da protease

purificada

Variaveis Efeitos

Desvio padrao

t(2) P

Média 95,60

60

0,30

318,67 0,000



pH (L) -3,26 0,37 -8,89 0,012

pH (Q) -26,31 0,44 -60,17 0,000
Temperatura (L) 12,12 0,37 32,98 0,001
Temperatura (Q) -2,76 0,44 -6,32 0,024

Temperatura e pH 6,6 0,52 12,70 0,006

O modelo matematico obtido através da andlise estatistica da atividade da
protease foi estatisticamente significativo no limite de confianga de 95% com R?
igual a 0,92. Porém, o modelo estatistico nao foi preditivo uma vez que a relagao
entre F calculado e F5 5 foi baixa (Tabela 3.7).

Tabela 3.7 - Analise de varidncia para o planejamento experimental fatorial 22
para determinacao do pH e temperatura étimos de atividade
p< 0,05 e R = 0,92

Fonte Soma Graus de Média F Fss
quadratica liberdade quadratica
Regressao 1371,32 5 274,26 12,18 5,05
Residuo 112,60 5 22,52
Falta ajuste 112,06 3
Erro puro 0,54 2
Total 1483,92 10

A equacao polinomial abaixo representa o modelo estatistico codificado
que descreve a variacao na atividade da protease provocada pela temperatura e
pH.

Atividade de protease (U/mL) = 95,6 - 1,62 pH - 13,15 pH2 +6,05T-1,37
T? + 3,27 pH.T, onde pH representa o valor codificado do pH e T o valor
codificado da temperatura.

A maior atividade de protease foi observada quando a reacdo entre a
enzima e o substrato ocorreu em temperaturas entre 50 e 64 °C e em pH entre 7,0
e 8,0; como mostram as Figuras 3.7 e 3.8.

ADAMITSCH et al. (2003) publicaram que a protease do microrganismo
Arthrobacter sp apresentou temperatura e pH 6timos de atividade de 55,0 °C e
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11,0, respectivamente. As proteases de Oerskovia xanthineolytica, Oerskovia sp
CK e Arthrobacter luteus apresentaram pH 6timos de atividade de 9,5-11,0; 9,0 e

10,5 respectivamente (SAEKI et al., 1994a; OBATA et al., 1977; FUNATSU et al.,
1978).
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Figura 3.7 - Superficie de resposta do efeito da temperatura e do pH na atividade

da protease purificada de Cellulosimicrobium cellulans 191
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Figura 3.8 - Area de contorno do efeito da temperatura e do pH na atividade da

protease de Cellulosimicrobium cellulans 191

As proteases de Bacillus sp B21-2, Bacillus mojavensis, Bacillus horikoshii
e Bacillus claussi I-52 mostraram maior atividade em valores de pH de 11,5; 10,5;
9,0 e 11,0 respectivamente (FIJIWARA & YAMAMOTO, 1987; BEG & GUPTA,
2003; JOO et al., 2002; JOO et al., 2003). As temperaturas 6timas de atividade
das proteases microbianas mencionadas acima variam entre 45 e 60 °C. As
proteases alcalinas de Bacillus sp B21-2, B. mojavensis e B. calussi 1-52

apresentaram temperatura 6tima de atividade de 60 °C.

Determinacao do efeito da temperatura e do pH na estabilidade da protease
purificada

Conforme mencionado anteriormente, a protease apresentou-se
parcialmente inativada quando eluiu da resina de cromatografia de troca iénica.
Para o restabelecimento da atividade foi necessaria a acao de um agente redutor
como ditiotreitol (DTT) ou cisteina. Assim sendo, estudou-se a estabilidade da
protease purificada quando estabilizada por cada um destes compostos, conforme
apresenta a Tabela 3.8.

Tabela 3.8 - Matriz dos planejamentos experimentais 22 para a determinacédo da
estabilidade da protease purificada

Ensaio pH Temperatura Atividade de protease relativa (%)
(¢C)

cisteina cisteina DTT DTT

5mM 5mM 10 ng/mL 10 pg/mL
(1h) (4h) (1h) (4h)
1 10,0 75,0 49,1 0,0 67,2 11,1
2 10,0 35,0 91,0 71,2 86,6 86,1
3 5,0 75,0 91,9 72,1 97,0 98,6
4 5,0 35,0 77,9 81,1 98,5 97,2
5 11,0 55,0 69,4 36,0 70,1 36,1
6 4,0 55,0 88,3 77,9 89,5 91,7
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7 7,5 83,2 80,6 77,5 91,0 100,0

8 7,5 26,8 78,4 81,5 88,0 90,3
9 7,5 55,0 91,4 69,4 100,0 90,3
10 7,5 55,0 94,6 65,3 92,5 91,7
11 7,5 55,0 86,0 73,0 94,0 88,8

83,2

75,0

B 35261 &

B 42,121 S 550 [0S
I 48,981 &

[ 5584 &
627 E,

1 69,56

[ 76,42

I 83,28 35,0
Bl 90,14

I 97
Bl above 26’84,0

Figura 3.9 - Area de contorno do efeito da temperatura e do pH sobre a
estabilidade da protease purificada apés tratamento durante 1 hora na presenca
de cisteina (5 mM).

A protease purificada manteve cerca de 97% de sua atividade apoés
tratamento por 1 hora em pH entre 4,0 e 7,5 e temperaturas entre 55,0 e 83,2 °C
na presenca de cisteina 5 mM (Figura 3.9).

A atividade de protease residual apbés o tratamento durante 1 hora na
presenca de cisteina (5 mM) pode ser representada pela equacao polinomial:
Porcentagem de atividade de protease residual = 90,67 - 7,05 pH - 6,33 pH2 - 6,01
T? -13,97 pH T, onde pH e T representam os valores de pH e temperatura (°C)
codificados.

A andlise de variancia dos efeitos do pH e da temperatura apés o

tratamento da protease durante 1 hora com cisteina (5 mM) mostrou que o
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modelo estatistico apresentado acima é estatisticamente significativo e preditivo
(Tabela 3.9).

Na presenca de DTT, a protease apresentou atividade residual maior que
93,6% na mesma faixa de pH e em temperaturas entre 26,8 e 83,2 °C e em pH
entre 4,0 e 7,5 (Figura 3.10). Observou-se que o composto DTT foi melhor
estabilizador da atividade da protease purificada em pH alcalinos para uma larga
faixa de temperatura. A atividade residual nas mesmas condicdes de temperatura
sofreu reducédo conforme o pH aumentava de 7,5 para 10,0. Em pH 10,0, a
atividade residual foi de 80,9%.

Tabela 3.9 - Analises de variancia dos efeitos do pH e da temperatura na
estabilidade da protease apdés os tratamentos por 1 hora na
presenca de cisteina (5 mM), R? = 0,86, p< 0,10

Fonte Soma Graus de Média F Fie
quadratica liberdade quadratica
Regressao 1511,97 4 377,99 9,38 3,18
Residuo 241,70 6 40,28
Falta de ajuste 203,91 4
Erro puro 37,79 2
Total 1753,67 10
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Figura 3.10 - Area de contorno do efeito da temperatura e do pH sobre a
estabilidade da protease purificada apés tratamento durante 1 hora na presenca
de DTT (10 ug/mL).

A atividade de protease residual apbés o tratamento durante 1 hora na
presenca de DTT (10 ug/mL) pode ser representada pela equagao polinomial:
Porcentagem de atividade de protease residual = 93,30 - 8,64 pH - 6,49 pH?, onde
pH e T representam os valores de pH e temperatura (°C) codificados. Este modelo
estatistico apresentou-se significativo e preditivo, conforme mostra a Tabela 3.10.

Tabela 3.10 - Analise de varidncia do efeito do pH e da temperatura na
estabilidade da protease purificada apds tratamento por 1 hora na
presenca de DTT (10 pg/mL), R? = 0,74, p<0,10

Fonte Soma Graus de Média F Faog
quadratica liberdade quadratica
Regressao 859,09 2 429,54 11,70 3,11
Residuo 295,14 8 36,70
Falta de ajuste 263,64 6
Erro puro 31,50 2
Total 1154,23 10

Na presenca de cisteina, a atividade residual da protease purificada foi de
82,3% apos 4 horas de tratamento em pH entre 5,0 e 7,0 e temperatura entre 45,0
e 83,2 °C. Quando o pH foi aumentado de 7,0 para 8,0, a mesma atividade
residual foi observada para temperaturas em torno de 40 °C (Figura 3.11).

A atividade de protease residual apds o tratamento durante 4 horas na
presenca de cisteina (5 mM) pode ser representada pela equacao polinomial:
Porcentagem de atividade de protease residual = 71,21 - 17,66 pH - 9,79 pH2 -
10,73 T - 15,55 pH T, onde pH e T representam os valores de pH e temperatura
(°C) codificados (Figura 3.11). Este modelo estatistico apresentou-se significativo
e preditivo, conforme mostra a Tabela 3.11.
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Figura 3.11 - Area de contorno do efeito da temperatura e do pH sobre a

estabilidade da protease purificada apds tratamento durante 4 horas na presenca

de cisteina (5 mM).

Tabela 3.11 - Analise de variancia do efeito do pH e temperatura na estabilidade

da protease apos tratamento por 4 horas na presenca de cisteina
(5mM), R? = 0,82, p < 0,05

Fonte Soma Graus de Média F Fae
quadratica liberdade quadratica
Regressao 4975,47 4 1243,87 6,74 3,18
Residuo 1107,86 6 184,64
Falta de ajuste 1078,23 4
Erro puro 29,69 2
Total 6083,33 10

As Figuras 3.11 e 3.12 apresentam superficies de contorno semelhantes. A

protease purificada de Cellulosimicrobium cellulans 191 apresentou estabilidade

apés 4 horas de tratamento na faixa de temperatura de 26,8-83,2 °C e pH de 4,0-

7,5, na presencga de cisteina ou DTT como estabilizador.

67



B 591 S
B 6653 S
B 19236 ©
[ 31,82 3
] 44403 &
156987 ©
1 69,57

B 82,154

Bl 94,737

Bl 107,321
Il above

pH

Figura 3.12 - Area de contorno do efeito da temperatura e do pH sobre a
estabilidade da protease purificada apds tratamento durante 4 horas na presenca
de DTT (10 pg/mL).

Tabela 3.12 - Analise de varidncia do efeito do pH e da temperatura na
estabilidade da protease purificada apéds tratamento por 4 horas na
presenca de DTT (10 pug/mL), R? = 0,87, p < 0,05

Fonte Soma Graus de Média F Fae
quadratica liberdade quadratica
Regressao 7226,34 4 1806,58 9,94 3,18
Residuo 1090,16 6 181,69
Falta de ajuste 1085,95 4
Erro puro 4,21 2
Total 8316,50 10

A atividade de protease residual apds o tratamento durante 4 horas na
presenca de DTT (10 ug/mL) pode ser representada pela equagao polinomial:
Porcentagem de atividade de protease residual = 91,09 - 22,15 pH - 15,01 pH? -
7,48 T - 19,10 pH T, onde pH e T representam os valores de pH e temperatura
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(°C) codificados. Este modelo estatistico apresentou-se significativo e preditivo,
conforme mostra a Tabela 3.12.

Em 1982, KITAMURA verificou que a Zymolyase B, a protease do
complexo enzimatico produzido por Arthrobacter luteus, apresentou estabilidade
em pH entre 7,0 e 12,0. E mostrou-se estavel quando incubada em temperaturas
inferiores a 60 °C durante 15 minutos.

A protease alcalina de Bacillus sp alcalofilico apresentou estabilidade a 50
°C mas foi inativada apés 10 minutos a 60 °C (FUJIWARA & YAMAMOTO, 1987).
A protease alcalina de Conidiobolus coronatus NCL 86.8.20 apresentou
estabilidade em pH entre 6,0 e 8,5 e em temperaturas inferiores a 40 °C
(PHADATARE et al., 1993).

A protease alcalina de Bacillus licheniformis ATCC 21415 apresentou
estabilidade a 50 °C por 15 minutos mas perdeu cerca de 49% da atividade apos
1 hora na mesma temperatura (MABROUK et al., 1999) e a protease alcalina de
B. horikoshii apresentou estabilidade a 50 °C por 1 hora e em pH entre 6,0 e 12,0
(JOO et al, 2002). Bacillus mojavensis produziu uma protease alcalina que
apresentou estabilidade em pH entre 7,0 e 11,5 por 48 horas e perdeu 50 % de
sua atividade quando tratada a 60 °C por 150 minutos, 65 °C por 15 minutos e a
70 °C por 7 minutos (BEG & GUPTA, 2003).

A protease alcalina de Cellulosimicrobium cellulans apresentou excelente
estabilidade em temperaturas elevadas quando comparada a dados de
estabilidade de proteases alcalinas encontrados na literatura.
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Conclusoes

A protease de Cellulosimicrobium cellulans 191 foi purificada 16,8 vezes
através de fracionamento com sulfato de aménio e cromatografia em colunas de
troca ibnica DEAE-Sepharose e Q-Sepharose com rendimento de 7,8%. A enzima
apresentou massa molecular estimada em 55 kDa por cromatografia em gel de
filtracao Sephacryl S-200.

A protease purificada apresentou valores de Km e Vmax de 0,027 mg/mL e
6,25 U/mg, respectivamente para o substrato caseina. A enzima foi ativada na
presenca de FeCl; e azida sodica. Os compostos HgCl, e iodoacetamida inibiram
fracamente a atividade enzimatica. O composto fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF)
foi 0 que apresentou maior efeito inibitorio, 16,6%.

A atividade 6tima da protease foi observada em temperaturas entre 50-64
°C, e em pH entre 7,0-8,0. A enzima mostrou estabilidade apos incubacao a 83,0
°C por até 4 horas, na faixa de pH de 6,0-8,0 na presenca de DTT (10 ug/mL). A
protease também se mostrou estavel nessas condigdes na presencga de cisteina 5
mM.
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Capitulo 4 - Aplicacao da protease alcalina de Cellulosimicrobium cellulans
191 na lise da parede celular de levedura e no isolamento de polissacarideos
da parede celular de Saccharomyces cerevisiae

Resumo

Estudou-se a aplicacdo da protease purificada de Cellulosimicrobium
cellulans 191 na lise da parede celular de Saccharomyces cerevisiae e na
obtencdo de B-1,3-glucana e a manana-proteina. Nos processos convencionais
para o isolamento do polissacarideo B-glucana , sdo usadas condi¢cdes de pH
extremas que provocam sua degradacdo. Um método que combina tratamento
fisico e enzimatico utilizando a protease alcalina de Cellulosimicrobium cellulans
191, permitiu o isolamento da B-glucana de S. cerevisiae com pureza de 87,4 % e
rendimento de 33,7 %. Este processo de isolamento da glucana também gerou
outro produto, a manana-proteina da parede celular, que apresentou atividade

antioxidante.

Palavras-chave: lise celular, glucana, manana-proteina, parede celular de levedura,

Cellulosimicrobium cellulans, protease alcalina

Introducao

A parede celular de Saccharomyces cerevisiae € organizada em duas
camadas que sdao compostas por quatro macromoléculas principais: manana-
proteina, B-1,3-glucana, B-1,6-glucana e quitina. Estes componentes estdo unidos
por ligacbes covalentes. A manana-proteina corresponde a aproximadamente
30% (LEE et al., 2001) do peso seco da parede celular, e compde a camada mais
externa da parede, estando ligada covalentemente a cadeias de B-1,6-glucana. A
B-1,6-glucana corresponde a cerca de 5 % do peso seco da parede, sao
moléculas relativamente pequenas com cerca de 140 residuos de glicose. Mais da

metade da parede celular (50-60 %) é formada por p-1,3-glucana
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(SUPHANTARIKA et al.,2003), que ¢é composta predominantemente por
moléculas lineares consistindo de cerca de 1500 residuos de glicose, dos quais
cerca de 40 a 50 residuos estdo envolvidos em ligagbes através do carbono C-6
com moléculas de B-1,6-glucana e quitina (KAPTEYN et al., 1999).

A B-glucana é encontrada também na parede celular de fungos, em cereais
como aveia, trigo, centeio, milho, entre outros (GENG et al., 2001). Os estudos
sobre a composicao das B-glucanas tiveram grande avanco apds a observacao de
problemas em filtros utilizados nos processos de producdo de cerveja, onde
observou-se o aparecimento de um material gelatinoso. Este material foi
identificado como o polissacarideo B-glucana (VIS & LORENZ, 1997).

As B-1,3-glucanas apresentam habilidade para estimular o sistema
imunoloégico (LEE et al, 2001). Devido a esta funcdo biolégica, este
polissacarideo pode exercer efeito benéfico contra uma série de doengas. A maior
parte das B-glucanas exibiram atividade imunomodulatéria quando administradas
intravenosa ou intraperitonealmente, mas o problema que elas apresentam é sua
insolubilidade. Por isso, alguns processos de derivagcdo como a carboximetilagcao
e a sulfoetilacdo, e alguns processos fisicos como o tratamento com ultrassom,
tem sido propostos com o objetivo de aumentar a solubilidade das glucanas
(SANDULA et al., 1999).

As glucanas da levedura Saccharomyces cerevisiae e do fungo Aspergillus
niger tem sido muito estudadas. Os processos convencionais para a extracao de
glucana envolvem tratamentos com alcali e/ou acido a quente. Estes processos
causam a degradacdo de uma parte da cadeia polimérica resultando em baixo
rendimento e na reducao dos efeitos benéficos.

A remocao das proteinas da parede celular e de polissacarideos alcali
soluveis pelo tratamento com hidréxido de sédio ou potéassio tem sido considerada
eficiente, mas durante este tratamento, os lipideos da parede celular séo
hidrolisados em glicerol e &cidos graxos devido a condigdo alcalina. Foram
publicados alguns trabalhos baseados no tratamento da levedura ou da parede
celular com NaOH ou KOH a quente, preferencialmente em concentracdes de
0,75 a 1,0 M e temperaturas entre 60 e 100°C. Posteriormente, o residuo é lavado
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com agua ou 4cido para a remogao da parte solluvel e para a neutralizacdo da
mistura, e em seguida o residuo é tratado com solventes orgénicos para a
remocao dos lipideos, mas o tratamento com alcali ou acido a quente provoca a
degradacao da cadeia de glucana (FREIMUND et al., 2003).

FREIMUND et al. (2003) apresentaram um método de isolamento da B-1,3-
glucana de Saccharomyces cerevisiae que consistiu de um processo fisico
combinado com um tratamento enzimatico. O tratamento fisico foi uma extracao a
quente (125°C por 5 horas) em solucdo aquosa de pH neutro, seguido de um
tratamento enzimatico com a protease comercial Savinase. A pureza da glucana
obtida foi de 92% e o rendimento foi 87%. Este processo de isolamento da
glucana gerou um subproduto também benéfico a saude, a manana-proteina, que
€ um composto que apresenta algumas atividades biolégicas como a atividade
antioxidante.

KRIZKOVA et al. (2001) estudaram a atividade antimutagénica e
antioxidante das mananas extraidas da parede celular das leveduras Candida
utilis, Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae. Eles constataram que a
manana da parede celular destas leveduras apresenta importantes caracteristicas
como boa solubilidade e massa molecular relativamente pequena (15-30KDa). O
efeito antimutagénico destes polimeros foi exercido através de diferentes modos
de acao e eles apresentaram boa atividade antioxidante.

O presente trabalho teve o objetivo de estudar a aplicacao da protease na
lise da parede celular de levedura e isolar glucana da parede celular de
Saccharomyces cerevisiae utilizando-se a protease alcalina purificada de
Cellulosimicrobium cellulans 191, um microrganismo que secreta um complexo
enzimatico capaz de lisar a parede celular de leveduras. E também estudar o
efeito da acdo desta protease sobre a atividade antioxidante da manana-proteina

extraida da parede celular de Saccharomyces cerevisiae.

76



Material e Métodos

Reagente e Material especifico

Caseina bovina, acido tricloroacético e cloroformio (Merck Co). Solventes
com pureza para as analises quimicas. B-caroteno, acido linoléico e glicose
(Sigma). Parede celular de Saccharomyces cerevisiae extraida mecanicamente
em Dyno-Mil e desidratada.

Protease alcalina de Cellulosimicrobium cellulans 191 produzida em meio
contendo 8% de células desidratadas de levedura; 0,2 g/L de MgS04.7H0 e 2,0
g/L de (NH4)2SO4 em solucdo tampao fosfato 0,15M e pH 8,0 e purificada 16,8
vezes através da precipitacdo fracionada com sulfato de aménio e cromatografia

de troca i6nica com resinas DEAE-Sepharose e Q-Sepharose.

Determinacao da atividade de protease

A atividade de protease no extrato enzimatico purificado de C. cellulans 191
foi determinada utilizando-se caseina como substrato (OBATA et al., 1977). A
mistura de reagao contendo 1,5 mL de solucdo de caseina 2 %, 1 mL de solucao
tampao fosfato 0,15 M (pH 8,0) e 0,5 mL de solugcao enzimatica, foi incubada a 50
2C por 30 minutos. A reacéao foi paralisada pela adicao de 3 mL de solucao 0,4M
de &cido tricloroacético (TCA), seguida de filtragdo em papel Whatman 42. A
absorbéancia do filtrado foi medida a 280 nm, utilizando como controle 0 meio de
reacdo onde a solugdo enzimatica foi substituida por dgua. Uma unidade de
atividade foi considerada a quantidade de enzima necessaria para produzir
aumento na absorbancia do filtrado igual a 1,0 ap6s 30 minutos de reacao
(ROWLEY & BULL, 1977).

Determinacao da atividade de glucanase

A determinagéo da atividade de glucanase foi realizada segundo SAEKI et

al. (1994) com pequenas modificagdes. A mistura de reagao contendo 250 uL de
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extrato enzimatico e 250 uL de solugcéo 1% de laminarina em tampao acetato 0,1
M pH 4,5 foi incubada a 55 °C por 30 minutos. A reagédo foi paralisada por
aquecimento em banho de ebulicdo por 5 minutos. Em seguida determinou-se a
quantidade de agucares redutores pelo método de Somogyi-Nelson.

Uma unidade de atividade foi considerada a quantidade de enzima
necessaria para liberar 1 umol de acucares redutores por minutos de reacao, nas

condicdes descritas. Utilizou-se glicose como padrao de agucar redutor.

Aplicacao da protease purificada de C. cellulans 191 na lise celular de
levedura

Para a determinacao da atividade litica da protease purificada utilizou-se as
metodologias proposta por VENTOM & ASENJO (1991) e OBATA et al. (1977),
com algumas modificagdes. A mistura contendo 2 mL de suspensao de células de
cultura Saccharomyces cerevisiae de 16 horas com densidade otica de 1,7 a
660nm; 1,5 mL de solucdo tampao fosfato 0,1 M (pH 7,5) e 0,5 mL de solugéo
enzimatica foi incubada a 30 °C, com agitagdo em intervalos regulares, durante 1
hora. Simultaneamente, incubou-se como referéncia um controle onde no lugar da
solugdo enzimatica acrescentou-se tampao fosfato 0,1M (pH7,5). A atividade litica

foi calculada como descrito a seguir:

DO inicial da amostra ~ DO final da amostra
Absorbancia relativa = = --------m--mmmmmm e

DO inicial do controle ~ DO final do controle

Uma unidade de atividade litica foi considerada aquela necessaria para
obter-se absorbancia relativa de 0,1 nas condi¢des do ensaio.

Determinou-se a atividade litica da protease purificada contendo 0,14 U de
protease/mL e, como controle positivo, uma preparacao enzimatica de B-1,3-
glucanase de C. cellulans parcialmente purificada contendo atividade de 0,14
U/mL.
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Aplicacao da protease purificada de C. cellulans 191 na obtencao de
polissacarideos da parede celular de S. cerevisiae

A Figura 4.1 ilustra o procedimento para a obtencédo da glucana e manana-

proteina da parede celular de S. cerevisiae.

Obtencdo da parede celular de Saccharomyces cerevisiae extraida

mecanicamente

A suspenséao de 2,0 Kg de levedura comercial em 8,0 L de agua destilada,
resfriada a 5°C, foi submetida a tratamento em Dyno Mill utilizando-se fluxo de
80,0 mL/min. a 2.500 rpm e pérolas de vidro de 0,02-0,05 mm de diametro. Apos
o tratamento, esta suspensdo de massa celular lisada mecanicamente foi
centrifugada a 12.300 x g por 15 minutos a 5°C, e o precipitado foi lavado com

agua destilada e liofilizado.

Extracao de lipideos da parede celular de Saccharomyces cerevisiae

Os lipideos da parede celular da levedura extraida mecanicamente em
Dyno-Mil foram removidos a temperatura ambiente utilizando-se uma mistura dos
solventes hexano e metanol na propor¢cdo de 4:1 (viv) durante 30 minutos
(FREIMUND et al., 2003).

Extracao da glucana bruta a quente

A extracdo a quente foi realizada segundo ASSIS (1996) com algumas
adaptagdes. A suspensao de 5 % (m/v) de parede celular desengordurada em
tampao fosfato 50mM pH 7,0 foi tratada a 121°C por 2 horas em autoclave. Ap6s
0

Parede celular de levedura extraida mecanicamente
Extracédo de lipideos com
hexano:metanol (4:1)
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Parede celular de levedura desengordurada
Tratamento a quente (121°C / 2h)
Centrifugacao

Manana-proteina Glucana bruta (precipitado)
(sobrenadante) \ Liofilizacao
Glucana bruta liofilizada

Precipitacédo ¢/ 3 vol. Tratamento com
de etanol (10h / 5°C) 0,5 U/mL de protease
Centrifugacao e secagem por 5 horas a 50°C

Centrifugacao e

liofilizagao
Manana-proteina precipitada Glucana purificada
Tratamento com 0,10 U/mL Extracao de lipideos
de protease a 50°C Hexano:metanol (4:1)
Teste de atividade antioxidante Glucana purificada desengordurada

Tratamento com

Ultrassom

Testes de solubilizacao

Figura 4.1 - Procedimento para o isolamento dos compostos da parede celular da

levedura S. cerevisiae e testes

resfriamento, esta suspensao foi centrifugada a 10.000 x g por 15 minutos a 5 °C.
O precipitado foi lavado duas vezes com a mesma solugédo tampao, liofilizado e foi

utilizado como glucana bruta para o tratamento enzimatico com a protease
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alcalina. O sobrenadante da centrifugacado foi utilizado para a obtencdo da

manana-proteina da parede celular.
Precipitacao da manana-proteina com etanol

O sobrenadante da centrifugacao foi utilizado para a obtengcdo de manana-
proteina. Adicionou-se trés volumes de etanol ao sobrenadante para a
precipitacdo da manana-proteinas. Apdés um pernoite a 5 °C, o precipitado foi
separado por centrifugacdo a 10.000 x g por 15 minutos e o solvente foi
evaporado. A manana-proteina foi utilizada como substrato para a protease
alcalina de C. cellulans 191 no estudo da obtencédo de compostos com atividade

antioxidante.

Tratamento da glucana bruta liofilizada com a protease alcalina de C.
cellulans 191

Para o tratamento da glucana bruta com a protease alcalina, uma
suspensao de 5 % do liofilizado obtido apds a extracdo a quente (glucana bruta
liofilizada) em solugdo tampéao fosfato 50 mM pH 8,0 e solugdo enzimatica
suficiente para que a atividade de protease fosse de 0,5 U/mL de mistura de
reacao foi incubada a 50 °C durante 5 horas, com agitacdo mecanica em
intervalos regulares. A reacao enzimatica foi paralisada pelo aquecimento em
banho de ebuligdo por 10 minutos. Os residuos insolluveis foram separados por
centrifugacdo a 10.000 x g por 15 minutos e lavados duas vezes com &gua
destilada. Para as analises propostas, o sedimento foi desengordurado, segundo
a metodologia descrita anteriormente e submetido a tratamento com ultrassom

como descrito a seguir.
Hidratacao e tratamento das glucanas bruta e purificada com ultrassom

O tratamento com ultrassom foi realizado segundo MISLOVICOVA et al.

(2000), com algumas modificagées. Para o tratamento da glucana bruta (ndo
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tratada com a protease) e da glucana purificada (ap6s tratamento com a protease,
Figura 4.1), utilizou-se 100 mg de glucana em 25 mL de agua, o pH da mistura foi
ajustado para 7,0 e submeteu-se a mistura ao tratamento com ultrassom (Unique,
mod. USC2850, 120 W, 25 KHz) durante os intervalos de tempo de 15, 30, 60 e
120 minutos.

Estudou-se também a solubilizagdo com ultrassom das glucanas
previamente hidratadas. Para isso, as glucanas bruta e purificada foram
submetidas previamente a um tratamento de hidratacdo em solucao alcalina de
NaOH 1 M por 24 horas. Foram utilizadas as massas 50, 100 e 200 mg de
glucana em 25 mL de meio de hidratacdo. Apds a hidratacdo, as amostras foram
neutralizadas com HCI concentrado e a suspensado de glucana foi tratada em
equipamento de ultrassom durante intervalos de tempo de 10, 20 e 30 minutos. A
temperatura foi conservada em 25°C.

Apés os tratamentos, a glucana insoluvel foi separada por centrifugagéao a
10.000 x g durante 15 minutos e determinaram-se os carboidratos totais soluveis
no sobrenadante pelo método descrito por DUBOIS et al. (1956).

Tratamento da manana-proteina com a protease alcalina de C. cellulans 191

O meio de reacao contendo 0,5 % (m/v) de manana-proteina liofilizada em
tampao fosfato 50 mM pH 8,0 e protease alcalina com atividade de 0,1 U/mL de
meio de reacgdo foi incubado a 50°C. Em intervalos de tempo de 10, 20, 30, 45,
60, 90, 120 e 180 minutos , foram retiradas aliquotas para determinacédo da
atividade antioxidante.

Determinacao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada pela oxidacdo acoplada do B-
caroteno e do &cido linoléico, de acordo com HAMMERSCHMIDT & PRATT
(1978) com algumas modificagbes. Em um baldo de fundo redondo foram
adicionados 60 mg de 4cido linoléico (Sigma Co.), 200 mg de Tween 80 e 5 mg de

B-caroteno (Sigma Co.), que foram dissolvidos em 5 mL de cloroférmio.
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Posteriormente, o cloroférmio foi evaporado em evaporador rotatério a 40 °C. O
residuo da evaporacgao foi dissolvido em 50 mL de 4gua deionizada e oxigenada
sob agitacao vigorosa. Aliquotas de 0,5 mL desta emulsao foram transferidas para
tubos de ensaio contendo 0,5 mL da amostra. A leitura da absorbancia foi feita em
espectrofotdbmetro a 470 nm no tempo inicial e em intervalos de 60 minutos. A
reacdo de oxidacdo foi conduzida a 40 °C. Foram utilizados controles que
continham agua ao invés da amostra. A taxa de branqueamento do B-caroteno foi
determinada pela diferenca entre a absorbancia inicial e a absorbéancia final, a 470
nm, dividido pelo tempo de incubacédo (horas). O indice de antioxidacao foi
calculado pela razdo entre a taxa de branqueamento do controle e a taxa de

branqueamento da amostra, conforme sugerido por PRATT & BIRAC (1979).

Métodos analiticos

Determinacao de carboidratos totais

Os polissacarideos da parede celular de S. cerevisiae foram submetidos a
hidrélise acida de acordo com a metodologia descrita DALLIES et al. (1998) com
algumas adaptacdes. As amostras de 1 mg de glucana em duplicata foram tratada
com 75 puL de &cido sulfdrico 72 % (p/p) e deixada a temperatura ambiente por 3
horas. Apos este intervalo de tempo, acrescentou-se agua destilada e deionizada
até o volume final de 1 mL, desta forma a concentracao final de acido sulfurico foi
de 2 N. Seguiu-se o tratamento térmico em ebulicdo por 4 horas. Apdés o
resfriamento e a conservagcdo em banho de gelo, o hidrolisado foi diluido com 9
mL de 4gua destilada e deionizada. Os ions sulfato foram precipitados pela adi¢cao
de solucao saturada de hidroxido de bario até que o pH da solugao atingisse a
neutralidade. O volume foi ajustado para 25 mL e o sulfato de bario foi removido
por centrifugacao a 10.000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi utilizado como
solucdo de monossacarideos para as analises de quantificacdo. A quantificacao
de carboidratos totais foi realizada na solugédo obtida apds a hidrélise com &cido

sulfarico utilizando-se a metodologia proposta por DUBOIS et al. (1956).
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Determinacao do conteudo de proteina
O conteudo de proteina foi determinado de acordo com a metodologia de
Lowry como descrita por PETERSON (1977).
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Resultados e discussao

Aplicacdo da protease purificada de C. cellulans 191 na lise da parede

celular de S. cerevisiae

A protease purificada Cellulosimicrobium cellulans 191 contendo 0,14 U de
protease/mL foi capaz de lisar células viaveis de S. cerevisiae apresentando
atividade litica de 21,5 U.

Utilizando-se como controle positivo, uma preparagédo enzimatica de B-1,3-
glucanase com atividade de 0,14 U de glucanase/mL, obteve-se atividade litica de
42,4 U.

OBATA et al. (1977) verificaram que a protease purificada de Oerskovia sp
CK, um microrganismo litico, foi capaz de lisar células viaveis de levedura.
FUNATSU et al. (1978) estudaram a protease purificada de Arthrobacter luteus, e
verificaram que esta protease purificada também foi capaz de lisar células de
levedura. A protease purificada do microrganismo litico Rhizoctonia solani,
estudada por USUI & OGUCHI (1986), nao foi capaz de lisar células de levedura.

Aplicacao da protease purificada de C. cellulans 191 na obtencao de
polissacarideos da parede celular de S. cerevisiae

Extracao de lipideos da parede celular de levedura
Antes do tratamento a quente, foram removidos os lipideos da parede
celular conforme descrito anteriormente. Esta remogado com solvente orgénico a

temperarura ambiente, foi capaz de extrair lipideos que corresponderam a cerca
de 5,3 % da massa inicial da parede celular.
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Tratamento a quente para obtencao da glucana bruta

FREIMUND et al. (2003) prop6s o tratamento a quente (125 °C) por 5 horas
em solucao aquosa com pH neutralizado pela adicao de NaOH para a extracao da
manana-proteina e ASSIS (1996) propdés um tratamento a 121 °C em solugao
tampao fosfato 50 mM pH 7,0 durante 30 minutos, com a mesma finalidade. No
presente trabalho, os dois procedimentos citados foram testados. O tratamento
em solu¢do aquosa provocou degradagao maior dos componentes da parede que
o tratamento em solugdo tampdo. O tempo de tratamento de 5 horas foi
considerado excessivo.

Este tratamento também teve o objetivo de extrair componentes
solubilizaveis da parede celular, principalmente a manana-proteina. Os melhores
resultados foram observados quando o tratamento foi realizado em solucao
tampao fosfato 50 mM pH 7,0 por 2 horas.

A Tabela 4.1 mostra que este tratamento separou a maior parte da proteina
da parede celular. Inicialmente, a parede apresentava 23,2 % de proteina e apos
este tratamento apresentou 9,4 %.

O rendimento de carboidratos totais deste processo foi de 51 %, ou seja,
permaneceram insolUveis cerca de 51 % dos carboidratos totais existentes na
parede celular antes do tratamento, o restante dos carboidratos foi solubilizado
juntamente com a proteina por se tratar do polissacarideo manana, ou foi
degradado pelo tratamento. A glucana bruta obtida apds o tratamento a quente
apresentou 60,6 % de carboidratos totais.

O tratamento proposto por FREIMUND et al. (2003), no qual a extracao a
quente ocorreu a 125 °C durante 5 horas, apresentou rendimento de 64 % e a
glucana insollvel obtida por este tratamento apresentou 63 % de carboidratos
totais.
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Tratamento da glucana bruta liofilizada com a protease alcalina de C.

cellulans 191

Para a remocao do restante da proteina, que nao foi extraida pelo
tratamento a quente, fez-se o tratamento enzimético da glucana bruta com a
protease alcalina purificada de C. cellulans 191. A degradacao excessiva da
glucana que é observada nos processos convencionais com tratamento alcalinos
ou acidos pode ser evitada pela introducao deste tratamento enzimatico para a
remogao da maior parte da proteina da parede.

A glucana bruta obtida ap6s o tratamento a quente foi tratada com a
protease alcalina a 50 °C em pH 8,0 durante 5 horas. Apés este tratamento, o
residuo insoluvel foi separado por centrifugagao.

A anadlise deste precipitado mostrou que a agcdo enzimatica promoveu a
remocao de proteina e também de carboidratos. A glucana purificada ap6s o
tratamento enzimatico apresentou 7,0 % de proteina e 66,7 % de carboidratos
totais. O rendimento de glucana purificada apés o tratamento enzimatico foi de
38,2 % (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 - Rendimento e composicdao da glucana da perede celular de S.

cerevisiae durante o processo de isolamento

Fracao Massa Carboidrato total Proteina Rend. de
total (g) (9) (%) (9) (%)  glucana (%)

parede celular 100,0 47,9 47,9 23,2 23,2 100,0

desengordurada

glucana bruta apés 40,3 24,4 60,6 3,6 9,4 51,0

tratamento a quente

glucana purificada 27,4 18,3 66,7 1.9 7,0 38,2

apos tratamento

enzimatico

glucana purificada 18,5 16,1 87,4 1,7 9,2 33,7

desengordurada
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O tratamento enzimético da glucana com a protease comercial Savinase,
estudado por FREIMUND et al. (2003), apresentou rendimento de 35 % e a
glucana obtida deste tratamento apresentou pureza de 69 %.

A glucana insoluvel obtida apdés o tratamento enzimatico foi
desengordurada como descrito anteriormente e utilizada para o estudo da

solubilizagao pelo tratamento com ultrassom.

Tratamento das glucanas bruta e purificada de S. cerevisiae com ultrassom

O tratamento fisico da glucana com ultrassom teve como objetivo sua
solubilizagao, o que foi avaliado pela determinagéao de carboidratos totais solUveis
antes e depois da exposicao ao ultrassom. O estudo foi realizado com a glucana
bruta (antes do tratamento com a protease alcalina) e glucana purificada (apés o

tratamento com a protease alcalina).

Tabela 4.2 - Porcentagem de carboidratos totais solubilizados pelo tratamento em
ultrassom de amostras de glucana da parede celular de S.

cerevisiae bruta e purificada

Tempo de tratamento com Glucana bruta Glucana purificada
ultrassom (minutos)

% de carboidratos totais solubilizados

0 0,0 0,0
15 0,0 0,2
30 0,4 0,2
60 2,1 0,2
120 3,3 0,3

A Tabela 4.2 apresenta a solubilizacdo pelo tratamento com ultrassom das
glucanas bruta e purificada. Observou-se nestes resultados, a baixa solubilidade
da glucana apesar do tratamento com ultrassom. Este tratamento foi capaz de
solubilizar cerca de dez vezes mais carboidratos da glucana bruta em relacdo a
glucana purificada. Provavelmente esta diferenca se deva a remogao de

carboidratos observada durante o tratamento enzimético com a protease alcalina.
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Para o aumento da solubilidade da glucana, fez-se a sua hidrata¢do prévia
com solugdo de NaOH 1 M durante 24 horas, para isso massas de 50, 100 e 200
mg de glucana bruta e purificada foram hidratadas previamente e submetidas ao
tratamento com ultrassom.

A hidratacdo em solucdo 1,0 M de NaOH antes do tratamento com
ultrassom permitiu melhor solubilizacdo da glucana de levedura (Tabela 4.3) em
comparag¢ao com a glucana nao hidratada apresentada na Tabela 4.2.

Observou-se que o tratamento da glucana bruta e glucana purificada com
NaOH 1 M permitiu a solubilizacdo de polissacarideos, sem o tratamento com
ultrassom.

O tratamento com ultrassom apds a hidratacdo foi capaz de aumentar a
solubilizacao da glucana bruta de 9,9 para 14,7 %, quando o tempo de tratamento
foi de 30 minutos e a concentracao inicial de glucana foi 200mg/25 mL. O mesmo
tratamento para a glucana purificada foi capaz de aumentar a solubilizagéo de 9,7
para 12,4 %.

Tabela 4.3 - Porcentagem de carboidratos totais solubilizados pelo tratamento em
ultrassom de amostras de glucana da parede celular de S.

cerevisiae antes e depois do tratamento enzimatico, previamente

hidratadas
Amostra Glucana bruta Glucana purificada
(mg/25 mL)

Tempode 5 49 20 30 0 10 20 30
ultrassom (min.)
50 116 11,8 - 11,3 10,3 10,6 14,2 147
100 12,1 12,2 12,5 14,6 10,1 11,0 12,1 123
200 99 120 12,9 14,7 9,7 10,7 10,5 124

De uma forma geral, quanto maior foi o tempo de tratamento com
ultrassom, maior foi a solubilizacdo de carboidratos. MISLOVICOVA et al. (2000)
também obteve este resultado quando estudou a solubilizacdo do complexo
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glucana-quitina da parede celular de Aspergillus niger através do tratamento com
ultrassom.

As concentragdes de 100 e 200mg/25mL apresentaram porcentagem de
carboidratos solubilizados apés o tratamento em ultrassom maior que a
concentracao de 50mg/25mL para a glucana bruta. Mas, o contrario foi observado
para a glucana purificada.

A solubilizagdo da glucana bruta foi maior em quase todos os tratamentos
quando comparada a glucana purificada. Isso provavelmente se deva ao fato do
tratamento enzimatico com a protease alcalina ter solubilizado uma parte dos
carboidratos da glucana bruta.

MISLOVICOVA et al. (2000) publicaram que o tratamento da glucana-
quitina de Aspergillus niger com ultrassom durante 20 minutos aumentou a
solubilizacao de carboidratos de 7,6 para 12,2 % quando a concentragao inicial foi
de 50mg/25mL. Para a glucana de levedura (Tabela 4.3) observou-se o aumento
na solubilidade de 10,3 para 14,2 % quando a glucana purificada foi submetida a
um tratamento idéntico.

Tratamento da manana-proteina com a protease alcalina purificada de C.
cellulans 191 e estudo da atividade antioxidante

O indice de antioxidacdo da manana-proteina obtida apds o tratamento a

quente foi 1,3. Apdés 30 minutos de reagdo com a protease alcalina, o indice de

antioxidagao foi aumentado para 2,4; como mostra a Figura 4.2.
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Figura 4.2 - indice de antioxidacdo da manana-proteina tratada com a protease
alcalina de C. cellulans 191 (Médias seguidas de letras diferentes sdo estatisticamente

diferentes para p<0,05-Te: © de Tukey)

O tratamento da manana-proteina com a protease alcalina durante 10 e 20
minutos nao promoveu alteracdo significativa na atividade antioxidante em
comparagao com a manana-proteina ndo tratada enzimaticamente. Observou-se
apenas um aumento estatisticamente significativo (p< 0,05) apds o tratamento
durante 30 minutos.

Em periodos de incubacao superiores (45-180 min.) nao foi observado
aumento na atividade antioxidante do hidrolisado de manana-proteina obtido pelo

tratamento com a protease alcalina.
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Conclusoes

A protease purificada de Cellulosimicrobium cellulans 191 foi capaz de lisar
células viaveis de Saccharomyces cerevisiae.

O polissacarideo glucana da parede celular de S. cerevisiae foi isolado
através de um procedimento que combina tratamento fisico e enzimatico com a
protease alcalina purificada de Cellulosimicrobium cellulans 191. Esse processo
apresentou 33,7% de rendimento de glucana. com pureza de 87,4%. O
tratamento das glucanas bruta e purificada com NaOH 1,0M aumentou a
solubilidade das mesmas. Porém, o tratamento com ultrassom ndo aumentou
significativamente a solubilizagdo dos polissacarideos.

A protease alcalina de C. cellulans 191 foi capaz de aumentar a atividade
antioxidante da manana-proteina purificada da parede celular de S. cerevisiae
apdés 30 minutos de reagao, utilizando-se 0,5 % (m/v) de manana-proteina e
0,1U de protease/mL de meio de reagcdo. Este aumento na atividade

antioxidante foi significativo ao nivel de p<0,05.
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CONCLUSOES FINAIS

1. A maxima producado de protease de Cellulosimicrobium cellulans 191 em meio
de cultura composto por 8,0 % de células de levedura desidratadas; 0,2 g/L de
MgS0O4.7H20 e 2,0 g/L de (NH4)2SO4 e em solugédo tampéao fosfato 0,15 M e pH
8,0 ocorreu apos 24 horas de fermentacao a 27 °C e agitacao de 150 rpm.

2. A otimizacado do meio de cultura proporcionou aumento de cerca de 36 vezes
na atividade de protease em relagédo a atividade no meio de cultura inicial. A
otimizacdo das condi¢cdes de fermentacao resultou em aumento na producao

de protease de cerca de 20% em relagado as condi¢des de fermentacao iniciais.

3. A protease de Cellulosimicrobium cellulans 191 foi purificada 16,8 vezes
através de fracionamento com sulfato de aménio e cromatografia em colunas
de troca ibnica DEAE-Sepharose e Q-Sepharose com rendimento de 7,8%. A
enzima apresentou massa molecular estimada em 55 kDa por cromatografia
em gel de filtracdo Sephacryl S-200.

4. A protease purificada apresentou valores de Km e Vmax de 0,027 mg/mL e
6,25 U/mg, respectivamente para o substrato caseina. A enzima foi ativada na
presenca de FeCls e azida sédica. Os compostos HgCl, e iodoacetamida
inibiram fracamente a atividade enzimatica. 0] composto
fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) foi o que apresentou maior efeito inibitorio;
16,6%.

5. A atividade étima da protease foi observada em temperaturas entre 50-64 °C, e
em pH entre 7,0-8,0. A enzima mostrou estabilidade apds incubagéo a 83,0 °C
por até 4 horas, na faixa de pH de 6,0-8,0 na presenca de DTT (10 pug/mL). A
protease também se mostrou estavel nessas condicbes na presenca de
cisteina 5 mM.

6. A protease purificada de Cellulosimicrobium cellulans 191 foi capaz de lisar

células viadveis de Saccharomyces cerevisiae.
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7. O processo de isolamento da glucana da parede celular de S. cerevisiae
utilizando-se a protease purificada apresentou 33,7% de rendimento de glucana

com pureza de 87,4%.
8. A protease alcalina de C. cellulans 191 foi capaz de aumentar a atividade

antioxidante da manana-proteina purificada da parede celular de S. cerevisiae

apdés 30 minutos de reagéao, utilizando-se 0,5 % (m/v) de manana-proteina e

0,1U de protease/mL de meio de reacao.
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Sugestao para Trabalhos Futuros

. Otimizar a metodologia de isolamento da glucana da parede celular de S.
cerevisiae proposta neste trabalho e avaliar outros métodos fisicos e/ou

quimicos que promovam o aumento da solubilidade da glucana.

Avaliar a capacidade da glucana extraida da parede celular se ligar a

compostos lipidicos.

. Estudar a possibilidade de utilizacdo da manana-proteina isolada da parede
celular de S. cerevisiae, que apresentou alta atividade antioxidante quando
tratada com a protease, como aditivo em alimentos que requerem a utilizagdo
de espessantes e antioxidantes. Assim como sua andlise toxicoldgica e

sensorial.

. Hidrolisar a proteina da parede celular de leveduras utilizando a protease de
Cellulosimicrobium cellulans 191, isolar e estudar os peptideos obtidos quanto

a atividades biol6gicas como atividade antioxidante e antiinflamatéria.

. Avaliar a capacidade da protease alcalina purificada de Cellulosimicrobium
cellulans 191 lisar células de outras leveduras além de S. cerevisiae e isolar

polissacarideos da parede celular dessas leveduras.
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