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RESUMO.

A lise enzimatica de células de microrganismos é um método brando de
degradagéo que tem se tornado afrativo para o uso na digestdo de polissacarideos e
proteinas da parede celular de leveduras, produgao de enzimas infracelulares, isolamento
de produtos de recombinagao de DNA, no tratamento de doengas provocadas por fungos e

como um insumo essencial para a fusao, fransformagao e engenharia genética de leveduras.

A célula pode ser rompida por métodos mecanicos ou nao mecanicos, como 0s
métodos quimicos ou enzimaticos. Atualmente, o método industrial mais utilizado € a ruptura
mecanica de células de levedura. Mas, nas condigbes extremas de pressdo e temperatura

requeridas, as proteinas e outros produtos podem ser desnaturados ou perdidos.

Em comparagao com a lise mecanica, a lise enzimatica de células de levedura é um

método brando e altamente seletivo.

A parede celular de leveduras consiste de duas camadas: uma externa de
mananaproteina € uma camada interna de glucana. As duas camadas da estrutura da
parede sugerem um processo de dois passos para a lise enzimatica de leveduras, onde a
camada mais externa é atacada primeiro por proteases, o que expde a camada interna de

glucana que é entdo atacada por glucanases.

Todavia, o custo da purificagdo enzimatica torna o processo dispendioso. Dessa
forma, o uso de extratos enzimaticos brutos consistindo de ambas as enzimas protease e

glucanase, como o que & produzido por Cellulomonas cartae, & extremamente afrativo.

A linhagem do actinomiceto Cellulomonas cartae 191, capaz de lisar células viaveis

de levedura S. cerevisiae, foi isolada de lodo de industria de fermentagao alcodlica.

Neste frabalho foram estudadas as caracteristicas da protease litica bruta produzida
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por este microrganismo que apresentou pH 6timo de atividade 8,0 e temperatura 6tima de
atividade 50°C.

A protease litica bruta apresentou alta estabilidade durante o congelamento e em
temperaturas menores que 35°C. Cerca de 13% de sua atividade foi perdida apos
tratamento a 50°C por 30 minutos e toda a atividade foi perdida a 70°C por 10 minutos. A
protease teve sua atividade parcialmente inibida por feniimetanosulfonilfluoreto e por EDTA

na concentragao final de 1 mM.

Foram estudadas também as melhores condi¢tes de pH e temperatura para a lise
de células de levedura Saccharomyces cerevisiae pelas enzimas liticas produzidas por
Cellulomonas cartae, para isso utilizou-se um planejamento experimental. A melhor atividade

litica ocorreu em pH 7,0 a 7,5 e temperatura de 30 a 35°C.

As lises de outras leveduras dos géneros: Saccharomyces, Candida, Debaromyces,
Kluyveromyces, Pichia e Hansenula foram estudadas nas condigoes otimizadas, e
apresentaram atividade litica variavel. Essas enzimas liticas nao foram capazes de lisar

células de Rhodoftorula rubra.
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SUMMARY.

Enzymatic lysis of microbial cells is a mild disruption method which is becoming
increasingly atfractive for the digestion of yeast cell wall polysaccharides and proteins,
production of intracellular enzymes, isolation of recombinant DNA products, in the treatment
of fungal diseases and as an essential tool for cell fusion, transformation and gene

engineering of yeast.

The cell can be ruptured by mechanical or non-mechanical means, such as the
chemical or enzymatic methods. Currently, the most used industrial method is the mechanical
rupture of the yeast cells. However, due to the extreme conditions of high pressure and

temperature proteins and other products may be lost.

Compared to mechanical rupture, enzymatic lysis of yeast cells is a gentle and

highly selective method.

The yeast cell wall consists of two layers: an outer mannan-protein layer and an
inner glucan layer. Both wall structure layers suggest a two-step process for the enzymatic
lysis of yeast where the outer layer is first attacked by protease, which exposes the inner

glucan layer, and after that is attacked by glucanase.

However, the cost of enzyme purification makes the process expensive. Thus, the
use of crude enzymatic systems consisting of both protease and glucanase, such as that

produced by Cellulomonas cartae, is extremely attractive.

Cellulomonas cartae 191 is an isolated actinomycete of sludge of alcoholic

industries, capable of disrupting yeast viable cells Saccharomyces cerevisiae.

During the presente work, the characteristics of the crude lytic protease produced by

this microorganism have been studied. It presented optimum pH value for activity 8,0 and
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optimum temperature for activity 50°C.

The crude lytic protease presented high stability during freezing as well as
temperature lower than 35°C. Around 13% of its activity was lost after treatment at 50°C for
30 minutes and the activity was lost at 70°C for 10 minutes. Protease had its activity partially
innibited by feniimetilsulfonilfluoride and by EDTA at final concentration of 1mM.

The optimum pH and temperature for yeast cell disruption Saccharomyces
cerevisiae by the lytic enzymes produced by Cellulomonas cartae 191 has also been studied,
for such an experimental design has been used. The best lytic activity occurred at pH 7,0 -
7,5 and 30°C -35°C.

The disruption of yeasts cell walls belonging to other genera such as
Saccharomyces, Candida, Debaromyces, Kluyveromyces, Picchia and Hansenula have been
studied in optimized conditions, and have presented varying lytic activity. These lytic

enzymes were not capable of disrupting the Rhodotorula rubra cells.



INTRODUCAO.

A parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae é formada por trés
componentes principais: glucana, um polimero de B-1,3 e B-1,6 glicose (48 - 60%),
mananaproteinas (20 - 23%) e quitina, um polimero de B-1,4-n-acetilglicosamina (0,6-2,7%)
(FLEET, 1985).

O polimero de manana foi identificado como um composto de manose com ligagées
a-12, o-1,3 e o-16 covalentemente ligadas a peptideos formando glicopeptideos
(YAMAMOTO & NAGASAKI, 1975).

A parede celular de leveduras possui duas camadas principais: uma externa,
composta pelo complexo manana-proteina, € uma interna de glucana (ANDREWS &
ASENJO, 1987).

Em 1988, HUNTER & ASENJO apresentaram um modelo que considera a lise
enzimatica da célula de levedura como passos progressivos de ruptura de esfruturas
celulares, comegando pela superficie externa e prosseguindo pelas estruturas celulares
dentro do protoplasma. Cada passo da reagdo é conseqiiéncia direta da estrutura da parede

celular da levedura.

Estudos anteriores relataram que a lise celular de leveduras na fase exponencial de
crescimento € mais eficiente que na fase estacionaria (KANEKO et al, 1973). Os
componentes da parede celular, depois de serem depositados durante sua sintese, s@o
rearranjados para formarem um complexo integrado. Os rearranjos podem ocorrer afravés
de glicosilransferases as quais introduzem ramificagdes nos polissacarideos lineares
(HARTLAND et al., 1994).

Os microrganismos capazes de lisar a parede celular de leveduras produzem um

complexo enzimatico composto principalmente por B-glucanases, proteases liticas e
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quitinases. Estas enzimas tém atividade 6tima em temperatura e pH diferentes, e como a lise
celular é decorrente da agdo conjunta das enzimas, torna-se importante o estudo das
melhores condi¢bes para a lise celular que ndo necessariamente correspondem  as

condigOes otimas para uma dessas enzimas individualmente.

A susceptibilidade de outros géneros de leveduras, além de Saccharomyces,
amplia o campo de utilizagéo dessas enzimas liticas. Uma grande quantidade de produtos
podem ser isolados e purificados da célula microbiana com o auxilio da lise enzimatica,
como por exemplo, peptideos, polissacarideos, proteinas recombinantes, acidos nucléicos,
pigmentos, enzimas, lipideos, efc. Além do potencial de aplicagdo na preparacao de
protoplastos, fusao celular e transformag&o de leveduras, pode-se ressaltar sua aplicagéo na
produgéo de enzimas intracelulares, preparagdo do polissacarideo glucana, extragao
alcalina de proteinas de leveduras, pré-tratamento para lise mecanica de células em Dyno-
Mill, produgao de extrato de levedura, extragao de pigmentos de leveduras vermelhas e lise

de microrganismos que provocam a carie dentaria (ASENJO et al., 1985).

O custo da purificagdo enzimatica restringe o uso de enzimas liticas purificadas em
larga escala (LIU et al., 1988). O uso do complexo enzimético bruto consistindo de ambas as
enzimas protease e B-glucanase, para a ruptura da célula em um processo unico, tem sido
proposto. Esta alternativa é extremamente atrativa desde que o sistema enzimatico possa
ser produzido com um minimo de purificagdo, devido ao seu custo elevado. Todavia, a
protease permanece presente na mistura apés a ruptura da célula hidrolizando proteinas de
interesse em peptideos, causando degradagao nos produtos. Para um processo econémico,
€ necessario se ajustar as condigdes de operagdo para que as perdas sejam minimizadas
(PROKOPAKIS & LIU , 1997).

O objetivo deste trabalho é a caracterizagéo bioquimica da protease litica bruta e a
otimizacdo das condigbes de pH e temperatura para a lise de leveduras utilizando-se o

extrato enzimatico bruto de Cellulomonas cartae.



CAPITULO 1 - LISE ENZIMATICA DA PAREDE CELULAR DE
LEVEDURAS

REVISAO BIBLIOGRAFICA

A parede celular de levedura é composta de mananaproteina, glucana e pequena
quantidade de quitina. Muitos microrganismos produzem enzimas [-1,3-glucanases e

proteases que lisam a parede celular de leveduras.

As enzimas que lisam a parede celular de leveduras tem aplicagao biotecnologica
na preparagao de protoplastos para o melhoramento genético de linhagens industriais e no
aproveitamento de massa celular de leveduras, para a extragdo de proteinas, enzimas, e

pigmentos.

A lise enzimatica de celulas de microrganismos também tem potencial de aplicagéo
no fratamento de massa celular de levedura residual de indisfrias de fermentagdo para a
preparagao de ragao animal e na obteng@o de carboidratos funcionais da parede celular

como a glucana.

O conhecimento do mecanismo da lise celular assim como a composi¢do da parede
celular da levedura e as caracteristicas das enzimas envolvidas na lise sao importantes para

a otimizagao do processo de lise enzimatica.

Composicao da Parede Celular de Leveduras.

A parede celular de leveduras promove rigidez e o transporte de nutrientes para o
citoplasma proporcionando a integridade, o metabolismo e crescimento celular. A

composicdo da parede celular de leveduras é mostrada na Tabela 1.1 abaixo.

3



Tabela 1.1 - Composi¢ao da Parede Celular de Leveduras.

Componente Composicao Média Ponderada

(% de peso seco da célula) (% de peso seco da célula)

Glucana 30-45 40
Manana 30-45 40
Proteina (n.6,25) 10-25 12
Quitina 05-1,0 1
Fosfato 0,1-20 1
Lipideo 3-10 6

(MacWILLIAN, 1970)

A glucana de levedura € normalmente obtida apos varios tratamentos da parede
celular de levedura para a remogao quimica da manana e glicogénio. A maior fragao (cerca
de 85%) € uma glucana com ligagdo B-1,3 com alto peso molecular contendo 3 % de
ligagGes glicosidicas B-1,6 entre as cadeias. Enquanto que a menor fragao € a glucana com
ligagdes B-1,6 (MANNERS et al, 1973).

A parede celular de Saccharomyces sp. € composta principalmente por manana,
proteina e glucana. LAMPEN, ja em 1968, concluiu que o polimero de manana é formado
por ligagoes o-1,2, a-1,3 e o-1,6 de unidades de manose ligadas covalentemente a
peptideos formando glicopeptideos ( citado por YAMAMOTO & NAGASAKI, 1975).

A camada de manana-proteina pode ser removida por autoclavagem, tratamento

com tiol, extragdo com alcali ou por protetlise, mas ndo € removida com mananase (BACON
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etal., 1970).

A manana esta ligada a proteina, e esta camada tem a fungéo de proteger a célula
contra injurias externas e € responsavel pela porosidade da parede celular. Enquanto que a
camada de glucana é responséavel pela estrutura da parede celular perante chogques
mecanicos e desequilibrio osmético (ZLOTNIK et al., 1984).

ZLOTNIK et al. (1984) propuseram um modelo para a estrutura da parede celular
onde a maior parte das manoproteinas estao presentes na superficie mais externa da

parede, seguida por uma camada de glucana mais interna.

A parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae é formada por ftrés
componentes principais: glucana, um polimero de B-1,3 e B-1,6 glicose (48 - 60%),
mananaproteinas (20 - 23%) e quitina, um polimero de B-1,4-n-acetilglicosamina (0,6 -
2,7%) (FLEET, 1985).

De acordo com HARTLAND et al. (1994), a parede celular de Saccharomyces
cerevisiae contém: (a) B-1,3-glucana, presente em duas fragées, uma solivel em alcali e
oufra insolavel; (b) B-1,6-glucana, possivelmente com poucas ligagdes B-1,3, sendo
insolivel em alcali e solivel em solugbes diluidas de acido; (c) quitina, cerca de 90%
localizada na cicatriz de brotamento, e o restante na parede celular e (d) manoproteinas,

normalmente soliveis em alcali.

Muitos estudos tém mostrado que estes componentes , depois de serem
depositados na parede, sdo rearranjados para formarem um complexo integrado. Os
rearranjos podem ocorrer afravés de glicosiltransferases as quais infroduzem ramificagdes
nos polissacarideos lineares. Ha evidéncias de ligagdes enfre manoproteinas e quitina. A
insolubilidade da glucana em alcali € explicada pela presenga de ligagbes covalentes enfre
glucana e quitina, uma vez que a degradagdo da quitina por quitinase dissolve

completamente a glucana em alcali. Foi demonstrado que ocorre a formagao de ligagao a-
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1,6 glicosidica enfre a glucana e quitina na parede celular de Candida albicans mas em

Saccharomyces cerevisiae a natureza da ligagdo & desconhecida (HARTLAND et al.. 1994).

A parede celular constitui cerca de 15 a 25% do peso seco da célula. Nao é uma
estrutura inerte mas uma organela viva. A parede celular de leveduras tem muitas funcoes:
protegao fisica, estabilidade osmotica, suporte de enzimas, adesdo célula/célula e barreira
de permeabilidade seletiva. Os carboidratos da parede sdo compostos por: B-glucanas,
polissacarideos de residuos de glicose unidos por ligagdes B-1,3 e B-1,6; quitina em
camadas lineares de N-acefilglucosamina unidas por ligagdes B-1,4; e o-manana

fortemente glicosilada formando manoproteinas (STRATFORD, 1994).

As fragbes B-1,3 soltvel e insolivel em alcali sdo consideradas como uma tnica
fragdo variando apenas na extensdo de ligagbes cruzadas com quitina. As B-1,3-glucanas
tém tamanho estimado de 1500 residuos de glicose; enquanto que as B-1,6-glucanas sdo
menores, com 150 a 200 residuos (STRATFORD, 1994).

Quanto as manoproteinas, sdo O-glicosiladas e sdo de baixo peso molecular. As de
alto peso molecular sao geralmente N-glicosiladas e sa@o susceptiveis & agdo de glucanases
(STRATFORD, 1994).

VAN DER VAART et al. (1995) dividiu as manoproteinas em dois grupos: as
manoproteinas que podem ser extraidas por sodio dodecil sulfato (SDS) e as que podem ser
extraidas por glucanase, que sao solubilizadas pela digestao da camada de glucana. Duas
dessas proteinas, o-aglutinina e a-aglutinina estdo envolvidas na agregacao sexual e uma
terceira, estd envolvida na floculagdo. As proteinas extraidas pela glucanase estao

provavelmente ligadas covalentemente a glucana.



Microrganismos que Lisam a Parede Celular de Leveduras.

As bactérias Cytophaga johnsonii (BACON et al., 1970), Arthrobacter luteus (DOI et
al., 1973), Flavobacterium dormitator var. glucanolyticae (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 a partir de lodo ativado de sistemas de fratamento
de agua de industrias de alimentos e bebidas alcodlicas (HASUO et al., 1984).

BACON et al., em 1970, relataram que o microrganismo Cytophaga johnsonii
produziu enzimas capazes de lisar células de leveduras pré-tratadas com tiol, na presenga
de indutor. Neste estudo foram testadas células autoclavadas ou fratadas com alcali, parede
celular e glucana de levedura como indutores para a produgao dessas enzimas liticas. A
purificagdo do sobrenadante da cultura atraves de cromatografia em coluna, mostrou a

presencga de dois tipos de endo-B-1,3-glucanases e muitas 8-1,6-glucanases.

KITAMURA & YAMAMOTO (1972), relataram que o microrganismo Arthrobacter
luteus, isolado de residuos de cervejarias, cresceu em meio contendo células de levedura ou
B-1,3-glucana e produziu enzimas com atividade de lise de leveduras. O conjunto destas
enzimas foi denominado Zymolyase e requeria polimeros lineares de glicose com ligagoes
B-1,3 como substrato especifico. Os autores verificaram que o polissacarideo termo-tratado
pachymana e a glucana de levedura foram hidrolisados por Zymolyase a unidades de

laminaripentaose.

Os microrganismos do género Arthrobacter produzem dois tipos de B-1,3-
glucanase. A glucanase | causa lise em células jovens na presenca de $-mercaptoetanol e
0,6 M de KCI como estabilizador osmético. A glucanase |l & similar a encontrada em fluido
de cultura de Bacillus circulans. Na dissolugao da parede celular de leveduras por glucanase

|, a enzima ataca a glucana liberando fragmentos de véarios tamanhos que servem como
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substratos para a glucanase Il. As B-glucanases so estaveis em ampla faixa de pH, mas
perdem rapidamente a atividade em temperaturas acima de 60°C; apresentam pH 6timo de
atividade na faixa de 5,52 6,5 (DOl et al., 1973).

KITAMURA et al. (1974) verificaram que o pH 6timo para a lise de células viaveis de
leveduras por Zymolyase era 7,0 a 7,5 e a temperatura 6tima, 35°C. As enzimas se
mantiveram razoavelmente estaveis em pH de 5,0 a 11,0. Cerca de 70% da atividade
enzimatica foi perdida com incubagao a 50°C por 5 minutos e toda a atividade foi perdida

com incubagao a 60°C por 5 minutos.

A bactéria Flavobacterium dormitator var.glucanolyticae também produz uma endo
B-1,3-glucanase capaz de lisar células de leveduras, liberando pequenos oligossacarideos.
Esta enzima prefere grandes cadeias de sacarideos como subsfrato para sua agdo,
entretanto pequenos oligossacarideos, como laminaritriose, também s&o decompostos por
ela. A endo B-glucanase € inativada ou tem atividade resfrita em células viaveis de
leveduras (NAGASAKI et al., 1976).

O microrganismo Oerskovia sp CK produz trés tipos de enzimas designadas F-L, F-
0 e F-2 que estao envolvidas na lise da parede celular de leveduras. A enzima F-L, mostrou
alta atividade litica em células viaveis de levedura, mas fraca atividade sobre a glucana de
levedura. As enzimas F-0 e F-2 mostraram baixa ou nenhuma atividade litca, mas alta
atividade de B-1,3-glucanase. Os resultados evidenciaram que as enzimas F-0 e F-2 néo
sao eficientes na lise de leveduras devido a inacessibilidade espacial a camada de glucana.
No entanto o tratamento com a enzima F-L, com solugdo alcalina ou com reagentes
redutores modificaram a célula, permitindo o acesso de F-0 e F-2 & camada de glucana e
possibilitando a lise da célula. Foi observado efeito sinérgico entre F-L e F-0 ou F-L e F-2
(OBATA et al., 1977).

Ainda no mesmo frabalho, diferengas consideraveis foram observadas enfre as
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estabilidades térmicas das atividades litica e proteolitica, da fragdo F-L. A atividade litica era
perdida apos tratamento a 60°C por 15 minutos mas a atividade proteolitica permanecia
inalterada. Isto sugeria que a enzima F-L poderia consistir de dois tipos de enzimas, todavia,

F-L foi considerada como uma proteina Gnica baseada em outros resultados experimentais.

ROWLEY & BULL, em 1977, isolaram um microrganismo gram negativo com
grande capacidade de lisar células vivas de Saccharomyces fragilis, que foi identificado
como Arthrobacter. O complexo enzimatico extracelular produzido pelo microrganismo
continha B-1,3-glucanase, mananase, manoidrolase e atividade proteolitica. A produgao
enzimatica em meio de cultura ndo foi somente dependente do crescimento celular mas
tambem foi influenciada pelo crescimento do substrato limitante. A produgéo de protease e a
atividade litica foi estudada em batelada e em meio de cultura contendo leveduras como
substrato limitante. A taxa de crescimento maximo especifico de Arthrobacter nestas
condigdes foi de 0,22 hr'. As atividades de B-1,3-glucanase e protease foram obtidas na
fase de crescimento exponencial do microrganismo mas o maximo da atividade litica nao foi
desenvolvido até o declineo da taxa de crescimento especifico, neste momento a sintese de

mananase foi induzida.

A Zymolyase, preparagao comercial para lise da parede celular de leveduras, é
obtida a partir de microrganismos do género Arthrobacter. A Zymolyase é um complexo
enzimatico, composto de duas fragbes: a Zymolyase A, que é uma B-1,3-glucanase e a
Zymolyase B, que € uma protease alcalina e provavelmente também uma serina protease. A
B-1,3-glucanase (Zymolyase A) nao diminui a turgidez nem o numero de células de uma
suspensao de leveduras. A protease (Zymolyase B) diminue a turbidez, mas nao altera o
numero de células da suspensdo. No entanto, a agdo cooperada de Zymolyase A e B tem
como efeito alta atividade litica, lisando completamente as células de leveduras. Mas isso s6
ocorre quando primeiro age a Zymolyase B e depois a A. A Zymolyase A pode lisar as

células, mas somente quando sdo pré-tratadas com 2-mercaptoetanol, isto porque tanto a
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Zymolyase B quanto 2-mercaptoetanol t#ém fungdo de destruir a barreira superficial que
impede a atuagdo da B-1,3-glucanase, impossibilitando seu acesso a estrutura da B-glucana
da parede. O 2-mercaptoetanol destr6i a barreira rompendo as pontes de dissulfeto das
proteinas da parede celular (KITAMURA, 1982a).

KITAMURA (1982b) observou o aumento do rendimento da enzima liica de
Arthrobacter luteus em cultura em condi¢des ofimizadas; as bactérias apresentaram
produtividade 14 vezes maior em meio otimizado do que em meio original. O mutante M13-
203 apresentou 2,6 vezes mais atividade no meio otimizado do que a parental B111-1 e
produziu a mesma atividade em meio sem indutor do que a parental na presenga do indutor;
esta produtividade foi aumentada pela adigdo de frutose ou sorbose juntamente com a CM-
pachymana. A produtividade da enzima foi fortemente aumentada com a presenga da
cetohexose e da CM-pachymana, isso porque o mecanismo de indugao da enzima litica &

afetado pelas duas, independentemente.

KOBAYASHI et al. (1982) estabeleceram um método para produgéo e preparagao
de um complexo enzimatico que degrada parede celular de leveduras produzido por
espécies de Rhizoctonia, em escala comercial. A produgao da enzima bruta em po, com uma
atividade litca de 100 unidades/mg, em batelada de 80 Kg mostrou-se viavel. Esta

preparagao enzimatica foi avaliada para uso industrial.

YAMAMOTO et al. (1984) isolaram microrganismos que lisam leveduras (YLM -
yeast lysing microorganisms) a partir do lodo ativado de tanques de sistemas de fratamento
de agua de industrias de alimentos e de bebidas alcodlicas. Dez linhagens de YLM que
puderam crescer em meio nufriente normal pertenciam aos géneros: Streptomyces sp.,

Oerskovia sp. e Bacillus sp.

A bactéeria Rhizoctonia solani produz enzimas liticas capazes de lisar a parede

célular de leveduras. As enzimas foram separadas em quatro fragdes: L-1, L-2, L-3 e L-4.
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Trés delas foram consideradas B-1,3-glucanases liticas. A fragio L-3 mostrou alta atividade
de protease. A protease purificada L-3 sozinha, assim como as outras B-1,3-glucanases
liticas foram capazes de lisar células intactas e parede celular isolada de S. cerevisiae. A
separagdo completa da protease litica de Rhizoctonia solani nao foi importante apenas para
esclarecer a agao hidrolitica da parede celular de levedura, mas também para elucidar a
estrutura da parede (USUI & OGUCHI, 1986).

DOI & DOI, em 1986, clonaram o gene de Arthrobacter responsavel pela expressao

de B-1,3-glucanase em Escherichia coli.

ANDREWS & ASENJO em 1987, publicaram que as enzimas B-1,3-glucanase e
protease do sistema litico da bactéria Oerskovia xantineolytica LL-G109 sao capazes de lisar
e romper totalmente as células de leveduras. Esta bactéria apresentou taxa de glucanase-
protease maior que a de outras cepas. Quando cultivada em sistema continuo, a bactéria
Oerskovia xantineolytica apresentou produtividade e concentragao de enzimas maiores de
que quando cultivada em batelada. O sistema de enzimas liticas esta sujeifo a repressédo
catabdlica pela glicose e mostrou-se induzivel pela glucana da levedura. Em culturas de
Oerskovia sp., a glicose pode ser utilizada como meio de crescimento com concentragdo

relativamente baixa do indutor.

YAMAMOTO et al. (1987) isolaram uma nova bactéria que lisa leveduras (YLM). A
bactéria gram positiva, motil, ndo esporulada, anaerébica facultativa e no formato de bastao
(0,2x0,3x 0,8 a 1,0 um) foi isolada de lodo ativado de residuos de tratamento de agua de
um total de frinta e seis linhagens de bactérias similares. Estes microrganismos aderiram-se
as células viaveis de todas as espécies de Saccharomyces e Hansenulla, e algumas
espécies de Candida, aglutinaram-se com as leveduras e as lisaram. Quando as leveduras
foram autoclavadas, esses microrganismos aderiram-se a elas, mas dificilmente lisaram a

parede celular das mesmas.
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Quando foram inoculadas misturas de YLM e leveduras em placas de agar
nufriente, as YLM lisaram as colonias de leveduras, e entdo, formaram colénias satélite ao
redor das colonias de leveduras lisadas mas nao ao redor das colonias intactas. Esses
microrganismos n&o aderiram ou lisaram células viaveis de Rhodotorula, Cryptococcus e

Trichosporon.

Estes microrganismos que lisam leveduras (YLM) sdo capazes de crescer em meio
onde a Unica fonte de carbono e nitrogénio é a levedura e produzem as enzimas liticas na

superficie das suas células (SAITO et al., 1988).

Em 1988, YAMAMOTO et al. isolaram quatro linhagens de YLM a partir de sistemas
de tratamento de agua. As linhagens isoladas eram nao esporuladas, gram positivas,
anaerdbicas facultativas e, apresentavam a forma de bastonetes irregulares moveis. A
composicdo de bases nitrogenadas foi de 65,7 a 66,1 mol% de guanina-citosina. A
composicao de aminoacidos do peptideoglicano da parede celular foi : D-alanina, L-alanina,
acido D-glutdmico, L-ornitina e D-serina ( 1 :1:2:1:1). Os autores propuseram a

identificagdo de Rarobacter faecitabidus para essas novas linhagens que lisam leveduras.

RYAN & WARD (1988) publicaram que a enzima p-1,3-glucanase de
Basideomyceto aphyllophoroles possui alta atividade litica em leveduras. Quando usada em
combinagdo com papaina na lise de leveduras, 90 a 95% do peso seco das leveduras foi
solubilizado. Em comparagdo com estudos envolvendo trés -1,3-glucanases, a atividade de
laminarinase n&o foi bem correlacionada com a atividade litica em leveduras. O mecanismo
da B-1,3-glucanase do B. aphyllophoroles em glucana isolada de levedura foi caracterizado

pela alta taxa de producao de laminaribiose.

Em 1991, STRACKEBRANT & PRAUSER sugeriram que os microrganismos do
géneros Cellulomonas, Oerskovia, Promicronospora e Jonesia formassem uma nova familia

denominada Cellulomonadaceae. A partir deste momento, varios autores passaram a
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considerar o género Oerskovia como sindnimo de Cellulomonas.

SHIMOI et al. (1991) purificaram enzimas litcas produzidas por Rarobacter

faecitabidus, uma bactéria capaz de lisar células de leveduras isolada de sistema de
tratamento de agua. As enzimas consistiram de uma B-1,3-glucanase e duas proteases. O
peso molecular das duas proteases e da B-1,3-glucanase foram estimados em 35.000,
33.000 e 82.000 Da, respectivamente, por eletroforese em gel poliacrilamida SDS. As duas
proteases eram serinas proteases e foram inibidas por diisopropil fluorofosfato. As proteases
apresentaram maior atividade em pH alcalino. Estas proteases podem reduzir a turbidez de
suspensdes de levedura. Por este fratamento, quase todas as células testadas perderam
sua viabilidade, enquanto que o numero de células de leveduras nao diminuiu sob
observagdo ao microscopio. A B-1,3-glucanase apresentou maior atividade a pH 5,0. Esta
enzima sozinha ndo diminuiu a turbidez da suspensao de leveduras nem afetou a viabilidade

das células, mas a B-1,3-glucanase combinada com as duas proteases lisaram as células de

levedura completamente.

VENTOM & ASENJO, em 1991, estudaram as caracteristicas bioquimicas da B-1,3-
glucanase excretada por Oerskovia xanthineolytica LL-G109. A enzima apresentou pH 6timo
de atividade em pH 6,0 usando substrato laminarina e em pH 8,0 em ensaios com glucana
de levedura. O peso molecular da enzima foi estimado em 12.000 Da afravés de filragao em
gel. O Km para a reagao de glucanase com laminarina foi menor ( 0,95 mg/ml ) do que com
glucana de levedura ( 2,5 mg/ml ). As duas proteases liticas produzidas pelo microrganismo
mostraram pH otimo de atividade em pH 9,5 a 10,0 mas diferentes termoestabilidades. A B-

1,3-glucanase purificada mostrou atividade litica limitada em levedura, mas foi estimulada

duas e cinco vezes, respectivamente pelas duas proteases.

YAMAMOTO et al. (1993) isolaram, no Brasil, linhagens de bactérias que lisam
leveduras a partir do solo, flores, frutos e outras fontes. As flores e os frutos se mostraram

ricos em bactérias que lisam leveduras, pois elas sao ricas em agucares fermentaveis e as
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A bactéria Oerskovia xanthineolytica cresceu em meio contendo glucana insolivel
como fonte de carbono. Seu sistema de enzimas liticas consiste de duas enzimas que atuam
sinergicamente. A B-1,3-glucanase mostrou alta afinidade por glucana, o que possibilita a
atividade litica. A protease tem afinidade especifica por manana. A enzima se associa a
manana e ataca a porgao protéica da camada de manana-proteina. A manana liberada atua
como inibidora da agao da protease. A camada de glucana, que é responsavel pela
integridade e rigidez estrutural da célula, é coberta por uma camada de manana-proteina
que deve ser degradada anteriormente pela protease para permitr a agdo da B-1,3-
glucanase (SCOTT & SCHEKMAN, 1980).

A Zymolyase B, uma protease produzida por Arthrobacter luteus, tem agéo
especifica na parede celular devido a afinidade a manana da levedura. Esta enzima é
encontrada em duas formas, livre ou ligada a manana, mas s6 ocorre atividade proteolitica
sobre a proteina e liberagdo de peptideo-manana apés a unido da enzima & manana da
levedura (KITAMURA, 1982a).

ZLOTNIK et al. (1984) concluiram que o fratamento com a protease de Zymolyase
causa o surgimento de poros suficientemente largos para dar passagem e permitir o contato
com a membrana plasmatica. Atraveés da microscopia eletronica, os autores foram capazes
de demonstrar que a protease ataca a camada mais externa da parede celular que se
apresenta com erosdes irregulares por todos os lados. Esta agao, na maior parte dos casos,
nao resulta na morte da célula. Quando elas foram inoculadas em placas de agar YEP ( 1%
de extrato de levedura, 2% de peptona, 2% de glicose), a taxa de sobrevivéncia foi de 80%.
Apbs a agao da protease, a camada de glucana da parede celular ficou exposta e a

glucanase foi capaz de lisar a parede celular.

A lise da parede celular é primeiramente causada pela a¢do das enzimas protease
e B-1,3-glucanases. As enzimas B-1,6-glucanase e mananase participam na solubilizagao

dos fragmentos da parede. Com a lise celular, ha liberagao de um grande nimero de
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produtos associados a diferentes organelas celulares ou estruturas celulares. Para o
isolamento das organelas, a lise celular ndo é suficiente, havendo a necessidade de
purificagao dos componentes desejados da célula microbiana. Neste contexto, & importante
ressaltar que metodos enziméaticos ou métodos mecanicos , ou ainda, uma combinagdo
deles, podem ser usados para a obtengdo seletiva de produtos da célula, que podem ser
recuperados e purificados ( ASENJO et al., 1985).

O sistema litco da espécie Oerskovia xanthineolytica foi o sistema modelo
escolhido por HUNTER & ASENJO (1987) para ser estudado. Foram identificadas uma
protease e trés glucanases sendo que duas das glucanases foram capazes de hidrolisar
glucana de levedura. A B-1,3-glucanase nao litica hidrolisou laminarina, uma B-1,3-glucana
soluvel de alga marinha. A B-1,3-glucanase | litica hidrolisou glucana rompendo ligagGes
aleatoriamente, e a B-1,3-glucanase Il hidrolisou glucana em laminaripentaose. Nenhuma
das glucanases liticas foram ativas em células viaveis de leveduras sem a ajuda de agentes
tiol ou da protease litica. A protease litica de Oerskovia tem pH 6timo alcalino e peso
molecular de cerca de 30.000 Da. O fratamento de celulas viaveis com a protease seguida
pela glucanase leva a lise celular extensiva, enquanto que o fratamento na ordem inversa
produz pouca ou nenhuma lise. Proteases como fripsina, pronase e quimotripsina ndo
podem substituir a protease litica. A protease litica & fortemente inibida por manana soluvel,

e € fracamente inibida por mananas de baixo peso molecular e mano-oligossacarideos.

Posteriormente, em 1988, HUNTER & ASENJO apresentaram um modelo que
considera a lise da célula de levedura como passos progressivos de ruptura de estruturas
celulares, comegando pela superficie externa e prosseguindo pelas estruturas celulares
dentro do protoplasma. Cada passo da reagao & conseqiiéncia direta da estrutura da parede

celular da levedura.
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A protease 1 de R. faecitabidus se adere a porgdo de manana da camada de
manana-proteina e hidrolisa a proteina. Essa enzima é uma serina protease com
especificidade pelo substrato tipo elastase e afinidade por manose, caracteristicas

essenciais que permitem a lise da célula pela bactéria (SHIMOI & TADENUMA, 1991).

PROKOPAKIS & LIU (1997) sugeriram que apds a agao da protease e da
glucanase sobre a parede celular da levedura, a célula se rompe devido a diferenca de

pressao osmotica entre o seu interior e 0 meio externo.

O uso do complexo enzimatico bruto consistindo de ambas as enzimas protease e
glucanase, de Oerskovia sp. ou Cytophaga sp., para a ruptura da célula em um processo
unico, foi proposto em trabalhos anteriores. Esta alternativa € extremamente atrativa desde
que o sistema enzimatico possa ser produzido com um minimo de purificagdo, devido ao seu
custo elevado. Todavia, a protease permanece presente na mistura apos a ruptura da célula
hidrolisando proteinas de interesse em peptideos, causando degradagao nos produtos. Para
um processo econdmico, € necessario ajustar as condigdes de operagao para que as
perdas sejam minimizadas (PROKOPAKIS & LIU , 1997).

Aplicacao de Enzimas Liticas.

KOBAYASHI et al. (1982) estabeleceram uma metodologia para a produgédo e
obten¢do de enzimas do microrganismo Rhizoctonia sp. que lisam parede celular de
leveduras em escala comercial. Quando as células de leveduras foram tratadas com as
enzimas, a digestibilidade delas na ragéo animal foi aumentada em 1,4 a 2 vezes "in vitro", a
eficiéncia de um desintegrador mecanico para exfragao de substancias celulares foi
aumentada em 35 a 50%, foi induzido o aumento da variagéo do grau de polimerizagao na
extragdo de glucana soluvel, e foi facilitada em duas a trés vezes a extrag@o de proteina

celular.

17



Uma grande quantidade de produtos podem ser isolados e purificados da célula
microbiana com o auxilio da lise enzimética, como por exemplo, peptideos, polissacarideos,
proteinas recombinantes, &cidos nucléicos, pigmentos, enzimas, lipideos, etc. Além do
potencial de aplicagdo na preparagdo de protoplastos, fusdo celular e transformagao de
leveduras, pode-se ressaltar sua aplicagdo na produgdo de enzimas intracelulares,
preparagao do polissacarideo glucana, extragdo alcalina de proteinas de leveduras, pré-
tratamento para lise mecanica de células em Dyno-Mill, produgdo de extrato de levedura,
extragao de pigmentos de leveduras vermelhas e lise de microrganismos que provocam a
carie dentaria (ASENJO et al., 1985).
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CAPITULO 2 - CARACTERIZACAO DA PROTEASE LITICA BRUTA DE

Cellulomonas cartae 191.

Cellulomonas cartae 191 é um actinomiceto que secreta um complexo enzimatico
capaz de lisar células vidveis de Saccharomyces cerevisiae. Este complexo enzimatico &
composto principalmente por B-glucanases, proteases liticas e quitinase. A produgao das
enzimas liticas foi induzida pela adigdo de parede celular de Saccharomyces cerevisiae
extraida mecanicamente, ao meio de fermentagao. A protease liica apresentou atividade
otima a 50°C em pH 8,0 para o substrato caseina. Apresentou grande estabilidade nas
temperaturas de congelamento e refrigeragdo, mantendo-se estavel apos tratamento a 50°C
durante 30 minutos. A protease litica teve sua atividade inibida por EDTA e

fenilmetilsulfonilfluoreto.

INTRODUCAO.

A lise enzimatica da parede celular de leveduras tem aplicagéo biotecnologica na
preparagao de protoplastos (RILKE et al., 1992) e também amplo potencial de utilizagso na
obten¢do de proteinas recombinantes, enzimas, horménios, biopolimeros funcionais da
parede celular, na degradagéo da parede celular de leveduras para produgdo de ragéo

animal e como pre-tratamento para a ruptura mecanica de células (LIU et al., 1988).

Os complexos enziméticos capazes de lisar a célula de levedura, estudados até
hoje, s geralmente compostos por mais de uma enzima. As principais sd@o as -

glucanases e as proteases liticas.

Para a lise celular, had a necessidade da presenga de protease e B-glucanase

devido a estrutura da parede celular da levedura, que € composta por duas camadas: uma
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externa de mananaproteinas e uma interna de glucana. Para o acesso da enzima hidrolitica,
B-glucanase, é necessaria a agao prévia da protease que age na camada de manoproteina,

expondo a glucana para a agdo da B-glucanase.

As preparagbes enzimaticas para lise de leveduras e preparagdo de protoplastos
sao enconfradas comercialmente na forma bruta e na forma purificada. As preparagdes de
enzimas liticas brutas sdo compostas geralmente de B-1,3-glucanases, proteases e outras

enzimas.

O uso do complexo enzimatico bruto consistindo de ambas as enzimas protease e
B-1,3-glucanase para a ruptura da célula de levedura é uma alternativa afrativa desde que o
sistema enzimatico possa ser produzido com um minimo de purificagao, devido ao custo
elevado. Todavia, a protease permanece presente na mistura apos a ruptura da célula
hidrolisando proteinas de interesse em peptideos, causando degradagao nos produtos. Para
um processo econodmico, € necessario ajustar as condigdes de operagao para que as perdas
sejam minimizadas (PROKOPAKIS & LIU , 1997).

O custo da purificagao restringe o uso de enzimas liticas em larga escala (LIU et al.,
1988).

Este frabalho visa a caracterizagdo bioquimica da protease litica bruta de
Cellulomonas cartae n° 191. Serdo estudadas as condi¢oes otimas de atividade e
estabilidade da protease litica em relagao ao pH e temperatura e o efeito de inibidores e

ativadores na atividade enzimatica.
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MATERIAL E METODOS.
MATERIAL.

Reagentes: Caseina Hammarsten e 4cido tricloroacético (Merck), biotina e tiamina (Sigma),

acidos, bases, sais e minerais (Merck, Riedel, Ecibra ou equivalente).

Material especifico: Parede celular bruta de levedura Saccharomyces cerevisiae extraida

mecanicamente em Dyno-Mill e liofilizada.

Microrganismo: Cellulomonas cartae 191.

METODOS.

A linhagem Cellulomonas cartae 191 isolada de residuos de usina de fermentagéo
alcodlica, no Laboratorio de Bioquimica de Alimentos da Faculdade de Engenharia de

Alimentos, foi identificada pelo Korean Institute of Bioscience & Biotechnology.

O microrganismo foi mantido em tubos inclinados com meio agar TYM descrito por
YAMAMOTO et al. (1993), composto de 5,0 g de Tripticase Peptona; 3,0 g de Extrato de
Levedura; 3,0 g de Exfrato de Malte; 5,8 g de K:HPQOs; 1,15 g de NH4H:POq4; 0,264 g de
MgS04.7H20 por litro de agua destilada. A cultura foi conservada a 4°C, sendo repicada a

cada frés ou quatro meses de armazenamento.

Producao da Protease Litica.

Preparagao do Pré-Inoculo: uma algada de cultura de 24 horas de Cellulomonas
cartae 191 foi inoculada em 10ml de meio de cultura descrito por SCOTT & SCHEKMAN
(1980) composto de 13,6 g/l de KH.PO4; 2,0 g/l de (NH4)2SO4; 4,2 g/l de KOH; 0,2 g/l de
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MgS04.7H20; 0,001 g/l de Fex(SO4)3.6H20; 1 mg/l de tiamina, 1 mg/l de biotina e 1% de

parede celular bruta de levedura e incubada a 30°C com agitag&o de 150 rpm por 24 horas.

Produga@o de Protease Litica: 1 ml de pré-indculo foi transferido assepticamente
para frascos Erlenmeyer de 50 ml contendo 9 ml do mesmo meio de cultura. Os frascos

foram incubados por 24 horas a 30°C com agitagdo de 150 rpm.

Obtengao do Extrato Enzimatico Bruto.

Apos incubagao, o meio de cultura obtido no item anterior foi centrifugado a 10.000

rpm durante 10 minutos e o sobrenadante utilizado como fonte de enzima.

O extrato enzimatico bruto foi conservado a -10°C ou liofilizado e amazenado a -
10°C.

Determinacao da Atividade de Protease.

A atividade de protease foi determinada utilizando-se caseina como substrato como
descrito por OBATA et al., 1977. A mistura de reagao contendo 1,5 ml de solugdo 2% de
caseina, 1 ml de tampao fosfato 0,15M (pH 7.,5) e 0,5 ml de solugao enzimética bruta foi
incubada a 30°C por 30 minutos. A reagao foi paralisada pela adi¢do de 3 ml de solugao de
4cido tricloroacético (TCA) 0,4M, seguida de filtragdo em papel Whatman 42. A absorbancia
do filtrado foi determinada a 280 nm, sendo a unidade de atividade definida como aquela
capaz de aumentar em uma unidade a absorbancia do filtrado a 280 nm, nas condi¢Ges do
ensaio (ROWLEY & BULL, 1977).
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Determinagao da Cinética de Crescimento e Producgao da Protease Litica.

Preparou-se 10ml de pré-inculo, como descrito anteriormente, inoculou-se 1,0ml
em frascos Erlenmeyer de 50 ml contendo 9ml do mesmo meio de cultura ( SCOOT &
SCHEKMAN, 1980) e incubou-se a 30°C com agitagdo (150 rpm). Nos intervalos de tempo
de0,3,6,12,24 e 48 horas, retirou-se um frasco e determinou-se o pH do meio, a atividade
de protease no sobrenadante apos a centrifugagéo. O crescimento celular foi estimado pela
medida da densidade otica a 660 nm da suspensao das células, apos serem lavadas por

duas vezes com agua destilada, fazendo-se as diluigbes necessarias.

Determinagio da Temperatura Otima de Atividade da Protease Litica

Bruta.

A mistura para reagdo contendo 0,5ml de exfrato enzimatico bruto; 1,5ml de
solugdo de caseina 2% e 1ml de tampdo fosfato 0,15M (pH 7,5) foi incubada nas
temperaturas de 20°C, 30°C, 40°C, 45°C, 50°C, 55°C, 60°C, 70°C, 80°C e 96°C (ebuligéo),
por 30 minutos. A reagao foi paralisada pelo acréscimo de 3,0ml de solugdo de TCA 0,4M;
sequida de filtragao em papel Whatman 42. A atividade da protease litica foi determinada no

filtrado como descrito anteriormente.

Determinagio do pH Otimo de Atividade da Protease Litica Bruta.

A mistura de reagao contendo 0,5ml de extrato enzimatico bruto; 1,5ml de solugao
de caseina 2% e 1,0 ml de solugdes de diferentes tampdes 0,15M em diferentes pH, foi
incubada a 50°C por 30 minutos, paralisada posteriormente pelo acréscimo de 3,0 ml de
TCA 0,4M.
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As solugdes tampdo utilizadas foram: citrato-fosfato pH 2,6; 3,0; 4,0; 5,0, 6,0e 7,0;
fosfato pH 6,0; 7,0; 7,5 e 8,0; borato-borax pH 8,0; 8,5 e 9,0; borax-NaOH pH 9,25 e 10,0; e
carbonato pH 10,0 e 10,7.

Apds a reagao, as amostras foram filtradas em papel Whatman 42 e a absorbancia

do filtrado foi medida a 280 nm, como descrito anteriormente.

Efeito do Tratamento Térmico na Estabilidade da Protease Litica Bruta.

Para o estudo do efeito da femperatura na estabilidade da enzima, frascos
contendo exirato enzimatico bruto foram submetidos a tratamentos térmicos a de 5°C, 10°C,
25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C e ebulicdo durante 15 minutos e 48
horas. Apds o fratamento térmico, aliquotas de enzima foram colocadas em banho de gelo e

a atividade residual determinada como descrito a seguir.

A mistura de 0,25ml de extrato enzimatico bruto previamente tratado; 0,5 ml de
tamp3o borato 0,15M pH 8,0 e 0,75ml de solugdo 2% de caseina foi incubada a 50°C por 30
minutos. A reagao foi paralisada pela adigao de 1,5 ml de solugdo de TCA 0,4M. As misturas
de reagdo foram filtradas e a absorbancia do filtrado determinada como descrito
anteriormente. A atividade do extrato enzimatico bruto sem tratamento termico foi

considerada 100%.

Estabilidade da Protease Litica Bruta Durante o Congelamento.

Aliquotas de extrato enzimatico bruto foram congeladas e a atividade da protease

litica foi determinada apés 1, 7, 15, 28 e 55 dias de congelamento.
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Efeito do pH na Estabilidade da Protease Litica Bruta.

As misturas de 3 ml de extrato enzimatico bruto e 9 ml de solugdes tampao de
diferentes valores de pH foram incubadas a 30°C durante 1, 4 e 24 horas. Apés a incubagao,
1 ml das amostras de solug@o enzimatica foram ajustadas para pH 8,0 pela adigao de 3 ml
de solugao tamp&o borato 0,3M pH 8,0 e a atividade residual determinada como descrito

anteriormente.

Foram utilizados tampao citrato 0,3M pH 2,6; 3,0; 4,0; 5,0 e 6,0; tampao fosfato
0,2M pH 7,0 e 8,0; tamp&o borato-Borax 0,2M pH 9,0; tamp&o borax-NaOH 0,2M pH 10,0 e
tampao carbonato 0,3M pH 10,7.

Efeito de Inibidores na Atividade da Protease Litica Bruta.

Para o estudo do efeito de sais e outros compostos inibidores na atividade da
protease litica, as misturas de reagao contendo 0,5 ml de extrato enzimatico bruto; 1,5 ml de
solugdo 2% de caseina em tampao fosfato 0,1M pH 8,0 e 1 ml de solugdo de ZnClz, HgCl,
CuSQs, CaCl,, MgSQs, acido etilenodiaminotetraacético (EDTA), fenilmetilsulfonilfluoreto
(PMSF), acido cloromercuriobenzéico (PCMB), N-bromosuccinimida e manose na

concentragao final de 1,0mM e 0,1mM foram incubadas a 50°C durante 30 minutos.

A reagao foi paralisada pela adicdo de 3,0 ml de solugao de TCA 0,4M. Apos a
filragdo em papel Whatman 42, a absorbancia do filtrado foi medida a 280 nm como descrito
anteriormente. Como controle foi determinada a atividade de protease na auséncia de sais e

compostos inibidores.
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RESULTADOS.

Producao da Protease Litica Bruta.

No cultivo do microrganismo Cellulomonas cartae 191 em frascos agitados em meio
de cultura composto de parede celular de levedura e sais, descrito anteriormente, observou-
se que a enzima protease € produzida durante a fase exponencial de crescimento. O inicio
da produgéo de protease foi verificado apés 6 horas de incubagéo sendo que no periodo de
6 a 12 horas houve aumento acentuado da produgdo de protease e a produgdo méaxima foi
verificada apos 24 horas de crescimento. A atividade de protease manteve-se constante

apos 48 horas de incubagao.

Cinética de Crescimento e Atividade da

Protease Litica Bruta |
A, Ab. pr

0 10 20 30 40 50

Tempo { horas)

‘ i+ A_bsc:fbéncia{GSO nm) —8— Atividade de Protease Litica —«&uEHj _

Figura 2.1: Cinética de crescimento da linhagem Cellulomonas cartae 191 e produgao de
protease litica em meio composto de parede celular de levedura e sais a 30°C, onde A.

representa a atividade da protease litica bruta e Ab., a absorbancia a 660 nm.
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Temperatura Otima de Atividade da Protease Litica.

A protease litica bruta de Cellulomonas cartae 191 apresentou atividade 6tima a

50°C (Figura 2.2)
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Figura 2.2: Temperatura 6tima de atividade da protease litica bruta.

pH Otimo de Atividade da Protease Litica.

A Figura 2.3 ilustra que a protease litica bruta de Cellulomonas cartae 191

apresentou atividade 6tima na faixa de pH de 7,0 a 8,0, sendo inativa em pH inferiores a 4,0.
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Figura 2.3: pH 6timo de atividade da protease litica bruta.

Efeito do Tratamento Térmico na Estabilidade da Protease Litica.

A protease litica de Cellulomonas cartae 191 apresentou-se estavel na faixa de 5°C
a 35°C durante 48 horas de incubagéo, sendo que o tratamento a 40°C durante 48 horas

resultou em perda de 50% da atividade.

A atividade residual da protease litica apos 30 minutos de tratamento a 50°C foi de

87%.

No estudo do efeito do tratamento térmico da protease litica em temperaturas mais
elevadas foi observado que a enzima foi completamente inativada ap6s 30 minutos a 60°C,

apos 10 minutos a 70°C e apos 5 minutos a 80°C.

A Figura 2.4 ilustra que a protease litica foi inativada em temperatura superior a

50°C apos 15 minutos de tratamento.
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Figura 2.4: Estabilidade da protease litica apos 15 minutos de tratamento térmico.

Estabilidade da Protease Litica apés Tratamento em Diferentes pH.

A protease litica mostrou-se instavel em pH écido, a atividade residual da enzima
apos uma hora de incubagdo a 30°C nos valores de pH 2,6; 3,0; 40; 50 e 6,0 foi
respectivamente 23,1%; 39,4%; 37,3%; 58,7% e 69,7% sendo que apos quatro horas de

tratamento nestes valores de pH a enzima foi inativada.

A enzima apresentou maior estabilidade em pH 8,0 a 9,0. Observou-se que a
atividade residual apos uma hora de tratamento da enzima em pH7,0;8,0;9,0;100e 107 a
30°C foi respectivamente 87,1%; 95,6%; 100,0%; 68,1% e 60,38% sendo que apos quatro

horas de tratamento em pH 8,0 a atividade residual da enzima foi de 85%.

A Figura 2.5 ilustra que a protease litica mostrou maior estabilidade em pH 8,02 9,0

apos uma hora de incubagao a 30°C.
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Figura 2.5: pH de estabilidade da protease litica.

Efeito do Tempo de Congelamento na Estabilidade da Protease Litica

Bruta.

A protease litica bruta mostrou-se estavel apos varios dias de congelamento, como

mostra a Tabela 2.1.

Tempo de Congelamento (Dias) Atividade Residual (%)
0 100,0
1 96,5
7 100,6
15 99,9
28 93,9
55 96,8

Tabela 2.1: Estabilidade da protease litica bruta apos congelamento.

36



Efeito de Inibidores na Atividade da Protease Litica.

A protease litica de Cellulomonas cartae 191 n@o foi inibida na presenga de CaCl; e
N-Bromossuccinimida na concentragdo de 1mM. Nesta concentragao os compostos ZnCly,
MgCl,, CuSOQs, acido p-cloromercuriobenzdico e manose inibiram ligeiramente a protease
litica. Os reagentes EDTA, fenilmetilsulfonilfluoreto e HgCl> na concentragéo final de 1mM

inibiram consideravelmente a protease sendo que a atividade residual foi respectivamente

49,3%; 50,6% e 80,5%.

Compostos % Atividade Residual da Protease
Litica Bruta
1 mM 0,1 mM

Controle 100,0 100,0

ZnCl, 90,5 95,7

MgCl, 99,0 97,0

HgCl 80,5 101,3

CaCl, 100,0 97.4

CuSO4 974 99,3
Fenilmetilsulfonilfluoreto 50,6 844
Acido p-Cloromercuriobenzoico 96,7 101.,6
N-Bromosuccinimida 103,3 100.4
Acido Etilenodiaminotetraacético 493 92.9
Manose 98,7 99.5

Tabela 2.2: Efeito de inibidores na atividade da protease litica bruta.




DISCUSSAO.

Diversas linhagens de microrganismos produzem proteases e B-1,3-glucanases
que lisam a parede celular de leveduras (OBATA et al., 1977; FUNATSU et al., 1978;
SCOOT & SECHEKMAN, 1980; KITAMURA, 1982 e USUI & OGUCHI, 1986).

A linhagem Cellulomonas cartae 191, utiizada neste estudo, produz B-1,3-
glucanase e protease que lisam a parede celular de leveduras. Esta linhagem possui vérias
caracteristicas similares ao microrganismo Oerskovia xanthineolytica. Estudos anteriores de
DNA (STACKEBRANDT et al., 1980), analise de 16S-RNA, a comparagdo do tipo de
peptideoglicano e a composigdo de acidos graxos, levaram pesquisadores a proporem que o
microrganismos do género Oerskovia e Cellulomonas fossem identificados como um Gnico
género denominado Cellulomonas (STACKEBRANDT & PRAUSER, 1991). Por outro lado,
Oerskovia xanthineolytica era conhecida anteriormente como Arthrobacter luteus (FERRER
etal., 1996).

Desta forma considerando-se que linhagens de Oerskovia xanthineolytica e
Arthrobacter luteus apresentam caracteristicas similares e foram feclassiﬂcadas como
microrganismos do género Cellulomonas, as caracteristicas da protease de Cellulomonas
cartae 191 serdo comparadas com as proteases destes microrganismos descritas na

literatura.

A atividade e estabilidade da protease das preparagbes brutas ou parcialmente
purificadas sao importantes para a otimizagéo da lise da parede celular de leveduras e para
a redugdo do custo de purificagdo. Essas proteases foram consideradas essenciais para a
lise de leveduras, porque a camada superficial de mananaproteina limita o acesso de outras

enzimas hidroliticas, como a B-1,3-glucanase, a camada de glucana.
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De acordo com a metodologia descrita por RILKE et al. (1992), para a preparagéo
de protoplastos a suspensdo de leveduras é incubada com as enzimas liticas a temperatura
ambiente em pH 7,0 durante 30 minutos. A protease de Cellulomonas cartae 191 mostrou
atividade e estabilidade 6tima na faixa de pH de 7,0 a 80. A protease litca de O.
xanthineolytica apresentou pH 6timo de atividade entre 9,5 e 10,0 (VENTON & ASENJO,
1991), a protease da Zymolyase obtida de Arthrobacter luteus mostrou atividade 6tima em
pH 11,0 e 11,5 (KITAMURA, 1982) enquanto que a protease de Oerskovia sp CK apresentou
atividade otima em pH 9,0 (OBATA et al., 1977).

A protease litica bruta de Cellulomonas carfae 191 perdeu cerca de 13% da
atividade apos tratamento térmico a 50°C por 30 minutos, perdeu cerca de 70% da atividade
a 60°C por 15 minutos e foi inativada completamente apés 30 minutos de incubagao a 60°C
e apos 10 minutos a 70°C. A protease de Oerskovia sp CK, estudada por OBATA et al.
(1977) mostrou-se ativa apés tratamento a 60°C por 15 minutos sendo completamente

inativada apos tratamento térmico a 70°C durante 15 minutos.

A protease litica de C. cartae 191 mostrou estabilidade em pH 8,0, sendo que a
atividade residual apos quatro horas de incubagao neste pH a 30°C foi 85%. SCOTT &
SCHEKMAN (1980) relataram que a protease liica de O. xanthimeolytica apresentou-se
estavel em pH 8,0 a -20°C.

Nas temperaturas de refrigeragdo e congelamento, a protease litica bruta de C.
cartae 191 mostrou-se bastante estavel podendo ser armazenada por refrigeragao por
aproximadamente uma semana sem perda da atividade e na forma congelada mostrou-se

estavel por até dois meses.

A protease litica bruta de Cellulomonas cartae 191 ndo foi inibida pelos ions Mg?* e
Ca?*, resultado igualmente obtido por SAEKI et al. (1994) para a protease produzida por

Oerskovia xanthineolytica. Os ions Zn?* e Cu?* inibiram fracamente a atividade da protease
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de C. cartae 191 mas ions Zn?* e Cu?*, na concentragdo de 1mM, inibiram respectivamente
31% e 74% da atividade da protease de O. xanthineolytica estudada por SAEKI et al.
(1994).

O ion Hg* na concenfragdo 1mM inibiu completamente a protease de O.
xanthineolytica (SAEKI et al., 1994) mas inibiu apenas 19,5% da atividade da protease bruta
de C. cartae 191. Por outro lado, o reagente EDTA na concentragdo 1mM n&o inibiu a
protease de O. xanthineolytica mas inibiu 50,7% da atividade da protease de C. cartae 191,

na mesma concentragao.

OBATA et al. (1977), KITAMURA (1982) e SHIMOI & TADENUMA (1991) relataram,
respectivamente, que as proteases alcalinas de Oerskovia sp. CK, Arthrobacter e Rarobacter

faecitabidus sao serinas proteases possuindo aminoacido serina em seus sitios ativos.

As proteases liticas purificadas sao inativadas completamente e irreversivelmente
pelos inibidores de serina proteases DPF (diisopropilfosfofluoreto) e PMSF
(fenilmetilsulfonilfluoreto) na concentragao de 1 mM (LIU et al., 1988; SAEKI et al., 1994).

O reagente PMSF inibiu cerca de 50,6% a atividade da protease de C. cartae 191,
na concentragao final de TmM. O extrato enzimatico bruto parece conter fragoes de protease

que sao inibidas pelo inibidor de serina protease PMSF.
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CONCLUSOES.

1- A linhagem Cellulomonas cartae 191 que lisa células viaveis de S. cerevisiae produziu
protease litica apos seis horas de fermentagdo em meio de cultura composto de 13,6 g/l de
KH2PO4s; 2,0 g/l de (NHas)2SO4; 4,2 g/l de KOH; 0,2 g/l de MgS04.7H.0; 0,001 g/l de
Fex(S0a4)3.6H20; 1 mg/l de tiamina, 1 mg/l de biotina e 1% de parede celular bruta de
levedura como fonte de carbono a 30°C com agitag@o de 150 rpm, sendo que a produgdo

maxima de foi verificada apos 24 horas de fermentagao.

2- A protease litica bruta produzida por Cellulomonas cartae 191 apresentou atividade 6tima

em pH entre 7,0 e 8,0 e temperatura de 50°C para o substrato caseina.

3- A protease litica bruta de Cellulomonas cartae 191 mostrou-se estavel em temperatura de
refrigeragao e ambiente. Sob condi¢coes de congelamento, mostrou-se estavel durante dois

meses.

4- A protease litica bruta apresentou maior estabilidade em pH 8,0 a 9,0 e foi rapidamente

inativada em pH acido.

5- A atividade da protease litica bruta de Cellufomonas cartae 191 foi parcialmente inibida
por Acido Etilenodiaminotetraacético e Fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) na concentragao
final de 1mM.
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CAPITULO 3 - APLICACAO DAS ENZIMAS LITICAS DE Cellulomonas
Cartae 191 NA LISE DA PAREDE CELULAR DE LEVEDURAS.

Foi estudada a otimizagao da lise de Saccharomyces cerevisiae KL 88 usando-se
enzimas liticas de Cellulomonas cartae 191. Verificou-se que a susceptibilidade da levedura
Saccharomyces cerevisiae KL 88 a lise celular é cerca de duas vezes maior na fase
exponencial de crescimento do que na fase estacionaria. As condigdes otimas para a lise
celular de S. cerevisiae KL88 pelas enzimas liticas de Cellulomonas cartae 191 foram em pH
7,0 - 7,5 e na temperatura de 30 -35°C.

A lise de outras leveduras dos géneros: Saccharomyces, Candida, Debaromyces,
Kluyveromyces, Pichia e Hansenula foi estudada nas condigbes ofimizadas, e apresentaram
atividade litica relativa variando entre zero e 20,95. Essas enzimas liticas n&o foram capazes

de lisar células de Rhodotorula rubra produtora de pigmento vermelho.

INTRODUCAO.

A parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae € formada por frés
componentes principais: glucana, um polimero de B-1,3 e B-1,6 glicose (48 - 60%),
mananaproteinas (20 - 23%) e quitina, um polimero de B-1,4-n-acetilglicosamina (0,6 -
27%) (FLEET, 1985). O polimero de manana foi identificado como um composto de manose
com ligagdes o-12, o-1,3 e o-16 covalentemente ligadas a peptideos formando
glicopeptideos (YAMAMOTO et al., 1975).

A parede celular de leveduras possui duas camadas principais. uma externa,
composta pelo complexo manana-proteina, e uma intema de glucana (ANDREWS &
ASENJO, 1987).
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Em 1988, HUNTER & ASENJO apresentaram um modelo que considera a lise
enzimatica da célula de levedura como passos progressivos de ruptura de estruturas
celulares, comegando pela superficie externa e prosseguindo pelas estruturas celulares
dentro do protoplasma. Cada passo da reag@o é consequéncia direta da estrutura da parede

celular da levedura.

Estudos anteriores relataram que a lise celular de leveduras na fase exponencial de
crescimento € mais eficiente que na fase estacionaria (KANEKO et al., 1973). Os
componentes da parede celular, depois de serem depositados durante sua sintese, sdo
rearranjados para formarem um complexo integrado. Os rearranjos podem ocorrer através
de glicosiltransferases as quais infroduzem ramificagdes nos polissacarideos lineares
(HARTLAND et al., 1994).

Tratamentos com compostos tiol, como 2-mercaptoetanol ou cisteina, promovem o
aumento na susceptibilidade das células de levedura a lise enzimatica. E as condigoes de
cultura da levedura também influenciam na sua susceptibilidade a lise celular (KANEKO et
al., 1973).

Os microrganismos capazes de lisar a parede celular de leveduras produzem um
complexo enzimatico composto principalmente por B-glucanases, proteases liticas e
quitinases. Estas enzimas tém atividades 6timas em temperatura e pH diferentes, e a lise
celular € uma agao conjunta das enzimas B-glucanases e proteases, tornando importante o
estudo das melhores condigGes para a lise celular que ndo necessariamente correspondem

as condigOes otimas para uma dessas enzimas individualmente.
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MATERIAL E METODOS.

MATERIAL.

Caseina Hammarsten e &cido tricloroacético Merck; laminarina, biotina e tiamina
Sigma, parede celular bruta de levedura Saccharomyces cerevisiae extraida mecanicamente

em Dyno-Mill e liofilizada.
Microrganismos.

Cellulomonas cartae 191 isolada anteriormente de residuos de usina de
fermentagdo alcodlica no Laboratorio de Bioquimica da Faculdade de Engenharia de
Alimentos da UNICAMP e identificada pelo Korean Institute of Bioscience & Biotechnology
em 1997.

Leveduras: Saccharomyces cerevisiae KL 88, S. diastaticus NCYC 713, S. capensis
NCYC 761, Candida glabrata NCYC 388, Debaryomyces vanrij NCYC 577, Kluyveromyces
marxianus NCYC 587, Pichia membranaefaciens NCYC 333, Hansenula anomala NCYC
435, H. mrakii NCYC 500, Kluyveromyces drosophilarum ATCC 15126, Rhodotorula rubra,
Pachysolen tannophilus NRRL 2460 e Trichosporon beigeli.

Manutencao.

O actinomiceto Cellulomonas cartae 191 foi mantido em tubos inclinados com meio
agar TYM composto de 5,0 g de Tripticase Peptona; 3,0 g de Extrato de Levedura; 3,0 g de
Extrato de Malte; 5,8 g de KsHPOs; 1,15 g de NHaH2PO4; 0,264 g de MgSOa.7H20 por lifro de
agua destilada ( YAMAMOTO et al., 1993). E conservado a 4°C sob camada de vaselina
estéril sendo repicados a cada trés a quatro meses de armazenamento. As leveduras foram
inoculadas para armazenamento em tubos inclinados contendo meio agar YEPD,

conservadas imersas em vaselina estéril e repicadas a cada trés a quatro meses.
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METODOS.
Indugao da Produgao de Enzimas Liticas.

Preparagao do Pré-Inéculo: uma algada de cultura de 24 horas de Cellulomonas
cartae foi inoculada em 10ml de meio de cultura contendo: 13,6 g/l de KH2POq4; 2,0 g/l de
(NH4)2S0Oq4; 4,2 g/l de KOH; 0,2 g/l de MgS04.7H20; 0,001 g/l de Fex(S04)3.6H20; 1 ug/ml de
tiamina, 1 pg/ml de biotina e 1% de parede celular bruta de levedura (SCOTT &
SCHEKMAN, 1980) e incubada a 30°C com agitagao de 150 rpm por 24 horas.

Produ¢do de Protease Litica: 5 ml de pré-inoculo foi transferido assepticamente

para 45 ml do mesmo meio de cultura e incubado por 24 horas & 30°C com agitagéo de 150

rpm.

Obtengao e Conservacao da Preparacao Enzimatica Bruta.

A preparagdo enzimatica bruta foi obtida pela cenftrifugagdo do meio de cultura

apos 24 horas de fermentag&o, a 10.000 rpm por 10 minutos.

0 sobrenadante do meio de cultura, utilizado como preparagao enzimatica bruta, foi

conservado & -10°C ou liofilizado e mantido a -10°C.

Determinacao das Atividades de Protease e f-1,3-Glucanase na Preparagao

Enzimatica Bruta.
Determinagao da atividade de protease litica:

A atividade de protease litica foi determinada utilizando-se caseina como substrato.

A mistura de reagéo contendo 1,5 ml de solugéo de caseina 2%, 1 ml de tampéo fosfato
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0,15M (pH 7,5) e 0,5 ml de solugao enzimatica bruta foi incubada a 30°C por 30 minutos. A
reagao foi paralisada pela adigéo de 3 ml de solugdo de acido tricloroacético (TCA) 0,4M. A
mistura de reagao foi filtrada em papel Whatman 42 (OBATA et al., 1977) e a absorbancia do
filtrado foi determinada a 280 nm, sendo a unidade de atividade definida como aquela capaz
de aumentar em uma unidade a absorbancia do filtrado a 280 nm, nas condigées do ensaio
(ROWLEY & BULL, 1977).

Determinagao da atividade de B-1,3-glucanase:

A mistura de reagao contendo: 250ul da solugao enzimatica bruta, 250ul de
solugao de laminarina 1% em tamp@o acetato 0,1M pH 4,5, foi incubada a 55°C por 30
minutos. A reacdo foi paralisada por aquecimento em banho de ebuligdo por 3 minutos
(SAEKI et al., 1984). Os agucares redutores liberados foram determinados pelo método de
Somogyi & Nelson. Uma unidade de atividade foi definida como a liberagdo de um pmol de

glicose por minuto por ml de solugao enzimatica.

Obtencao da Suspensao de Células de Leveduras.

Para a obteng@o de células de leveduras, uma algada das culturas de leveduras em
meio YEPD composto de 1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 2% de glicose e 2% de
agar, foi transferida para frascos de Erlenmeyer de 50 ml contendo 15 ml de meio YEPD

liquido. Os frascos foram incubados a 30°C por 15 horas com agitagéo de 150 rpm.

As células foram coletadas por centrifugagdo a 10.000 rpm por 10 minutos e
lavadas duas vezes com agua destilada. Estas células foram ressuspendidas até obter-se
uma suspensdo com densidade otica igual a 1,2 a 660 nm para a utilizagdo na lise

enzimatica.
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Determinacao da Atividade Litica.

A mistura para lise celular enziméatica contendo: 2 ml de suspensdo de células de
levedura com densidade otica igual a 1,2 a 660 nm (VENTOM & ASENJO, 1991); 1,5 ml de
tampao fosfato 0,1M pH 7.5 e 05 ml de solugdo enzimatica bruta produzida por
Cellulomonas cartae 191, foi incubada a 30°C , com agitagdo em intervalos de tempo
requlares, durante 1 hora (OBATA et al., 1977).

Simultaneamente, incubou-se como referéncia um branco onde no lugar da solugao

enzimatica bruta acrescentou-se tampao fosfato 0,1M pH 7,5.

A atividade litica foi calculada afravés da equagao:

(DO referéncia - DO mistura)
Atividade litica = x100
DO referéncia inicial

(OBATA etal., 1977)

Estudo da Susceptibilidade de Células de S. cerevisiae a Lise Enzimatica

em Diferentes Fases de Crescimento.

Para a preparagao do pré-inoculo, inoculou-se uma algada de cultura de S.
cerevisiae KL88 em frascos Erlenmeyer de 50 ml contendo 20 ml de meio YEPD. Apos a
incubagao durante 15 horas com agitagdo a 150 rpm a 30°C, fransferiu-se 1 ml de pré-
inoculo para frascos Erlenmeyer de 50 ml contendo 19 ml de meio YEPD. Os frascos foram
incubados a 30°C e 150 rpm e apos 6, 15, 24, 48 e 72 horas de incubagdo, amostras de
massa celular foram coletadas para o estudo de susceptibilidade das células de levedura as

enzimas liticas de Cellulomonas cartae 191.
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Planejamento Experimental para a Otimizacio da Lise de Células de S.

cerevisiae.

Para os testes de ofimizagéo, foi usada a cultura de levedura " killer" S. cerevisiae
KL 88 (SOARES, 1998) com 15 horas de incubagdo. Foram analisadas as variaveis
independentes: temperatura e pH, e a variavel dependente, atividade litica.

O objetivo deste planejamento experimental foi a maximizagao da variavel
dependente atividade litica calculada pela equagéo apresentada anteriormente. A analise
estatistica dos resultados foi realizada através do software STATISTICA utilizando-se o

Experimental Design.
Os niveis estudados estao apresentados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Niveis das variaveis independentes estudados.

Variaveis - -1 0 +1 +o

Independentes
Temperatura 20,9 25,0 35,0 45,0 491
pH 6,1 6,50 7,50 8,50 8,9

O valor de « foi calculado pela equagdo: a = ( 2" n = nimero de variaveis

independentes.

Foram realizados um fotal de 11 ensaios fratando-se de um planejamento fatorial

22. Estes ensaios estao apresentados na Tabela 2.2.
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Tabela 3.2: Ensaios do planejamento experimental realizado.

Ensaio X Y Temperatura (°C) pH
1 -1 -1 25,0 6,5

2 -1 + 25,0 8,5

3 +1 -1 45,0 6,5

4 +1 + 45,0 85

5 - 0 20,9 75

6 +a. 0 49,1 7,5

7 0 - 35,0 6,1

8 0 +ot 35,0 8,9
9(C) 0 0 35,0 7.5
10(C) 0 0 35,0 75
11(C) 0 0 35,0 75

C: ensaio no ponto cenfral.

Estudo da Susceptibilidade de Algumas Leveduras as Enzimas Liticas de

Cellulomonas cartae 191.

Seguindo a mesma metodologia para a determinagdo da atividade litca em S.
cerevisiae KL88, foi determinada a atividade litica nas seguintes leveduras: S. diastaticus
NCYC 713, S. capensis NCYC 761, Candida glabrata NCYC 388, Debaryomyces vanrij
NCYC 577, Kiuyveromyces marxianus NCYC 587, Pichia membranaefaciens NCYC 333,
Hansenula anomala NCYC 435, H. mrakii NCYC 500, Kluyveromyces drosophilarum ATCC
15126, Rhodotorula rubra, Pachysolen tannophilus NRRL 2460 e Trichosporon beigeli.
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RESULTADOS.

Obtengao da Preparacao Enzimatica Bruta.

A preparagdo enzimatica bruta de Cellulomonas cartae 191 apresentou 4,88 umol
de glicose/ ml x min para atividade de 3-1,3-glucanase e 0,17 U para a atividade de protease

litica.

Estudo da Susceptibilidade de Células de S. cerevisiae a Lise Enzimatica

em Diferentes Fases de Crescimento.

Atividade Litica em Células de Levedura em
Diferentes Fases de Crescimento
+186

i E
S 12
= | ©
— | ©
3 o8 .g
3 -
s =
- - 04 =
< 2
2
+ > 4 T 0,0 <

60 80

Tempo de Crescimento (h)
|—-¢-— Atividade Lfti::é".—a- — Crescimento da Cuttura ‘|

Figura 3.1: Susceptibilidade de células de levedura S. cerevisiae KL88 a lise enzimatica em

diferentes fases de crescimento.

Podemos observar que com o aumento do tempo de incubagdo da levedura, sua
susceptibilidade a lise enzimatica foi reduzida, chegando a ser nula para células de cultura
com mais de 48 horas de crescimento, para a metodologia adotada. A atividade litica nas

células com 6 horas de crescimento foi bastante alta o que corresponde a fase de adaptagao
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da cultura ao novo meio, a fase lag. As células de cultura de 15 horas de incubago
mostraram-se mais susceptiveis a lise enzimatica do que as células de 24 horas de
fermentagéo.

Planejamento Experimental para a Otimizacao da Lise de Células de S.

cerevisiae.

Na Tabela 3.3 estdo apresentados os resultados da variavel dependente atividade

litica obtidos nos ensaios.

Tabela 3.3: Resultados dos ensaios realizados - Planejamento Experimental.

Ensaio Temperatura (°C) pH Atividade Litica Relativa
1 25,0 6,5 9,87
2 25,0 8,5 2,595
3 45,0 6,5 2,21
4 45,0 8,5 0,00
5 20,9 7.5 5,45
6 49,1 7,5 2,32
7 35,0 6,1 8,51
8 35,0 8,9 0,00
9(C) 35,0 75 14,83
10(C) 35,0 7.5 13,53
11(C) 35,0 7.5 13,25

C: ensaio no ponto central.

Analisando-se os efeitos das duas variaveis independentes temperatura e pH foram
obtidos os valores -5,10 para a estimativa do efeito da temperatura e -4,76 para a estimativa

do efeito do pH. Estes resultados indicam que quando a temperatura varia de 25°C para
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45°C ocorre uma reducao média na atividade litica de 5,10 e quando o pH varia de 6,5 para
8,5 observou-se uma redugao média de 4,76 na atividade litica. O efeito da interagéo entre o

pH e a temperatura nao foi significativo considerando-se o nivel de 95% de confianga.
A analise de variancia dos resultados dos ensaios esta apresentada na Tabela 3.4.

Tabela 3.4: Analise de variancia (ANOVA).

Fonte Soma Graus de Média
Quadrdtica Liberdade Quadradtica
Regressao 303,51 4 75,88
Residuo 13,25 6 2,21
Falta de Ajuste 11,83 4 2,96
Erro Puro 1,42 2 0,71
Total 316,76 10 31,68

Adotando o nivel de confianga de 95%, obtivemos os valores acima para a tabela

ANOVA com valor de coeficiente de regressao ( R —sqr) de 0,958.

Teste F: o valor de F calculado através da tabela ANOVA acima foi de 34,33,
enquanto que o valor tabelado para os graus de liberdade de 4 para a regressao e 6 para o
residuo & 4,53. Dessa forma obtivemos um valor 7,6 vezes maior que o tabelado para F. Isto

indica que o modelo ¢ estatisticamente significativo e preditivo.

Modelo: -298.15 + 3,38.T - 0,05.T2 + 70,96.pH - 4,91.pH2, onde T ¢ a temperatura

em °C.
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Pela observagao da superficie de resposta, apresentada na Figura 3, concluimos
que a maior atividade litica em células de S. cerevisiae ocorreu numa faixa de pH de 7,0 a
7,5 e de temperatura de 30°C a 35°C.

Estudo da Susceptibilidade de Algumas Leveduras as Enzimas Liticas de

Cellulomonas cartae 191.

A atividade litica nas diferentes leveduras foi realizada a 30°C e pH 7,5 por 1 hora,

com agitagao em intervalos de tempo regulares.

Na Tabela 5 estdo apresentados os valores da atividade litica da preparagao

enzimatica bruta de Cellulomonas cartae 191 em diferentes linhagens de levedura.

Tabela 3.5: Atividade Litica em Diferentes Leveduras.

Leveduras Atividade Litica Relativa
Saccharomyces cerevisiae KL 88 13,30
Saccharomyces diastaticus NCYC 713 9,91
Saccharomyces capensis NCYC 761 14,02
Candida glabrata NCYC 388 12,34
Debaryomyces vanrij NCYC 577 12,82
Kluyveromyces drosophilarum ATCC 15126 0,00
Kiluyveromyces marxianus NCYC 587 20,95
Kluyveromyces lactis 445
Rhodotorula rubra 0,00
Pachysolen tannophilus NRRL2460 18,08
Pichia membranaefaciens NCYC 333 0,00
Hansenula anomala NCYC 435 6,10
Hansenula mrakii NCYC 500 0,00
Trichosporon beigeli 0,00
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No estudo da atividade litica da preparagao enzimatica de Cellulomonas cartae 191
utilizando-se as linhagens S. cerevisiae KL88, S. diastaticus NCYC 713 e S. capensis NCYC
761 foram obtidos os valores de atividade relativa de 13,30; 9,91 e 14,02 respectivamente,
indicando que a preparagao enzimatica mostra alta atividade de lise sobre estas linhagens
produtoras de fator “killer" (SOARES, 1998).

Quanto a atividade de lise de linhagens do género Kluyveromyces, foi verificado
diferente susceptibilidade, sendo que a linhagem K. marxianus NCYC 507 apresentou alta
susceptibilidade tendo valor de atividade relativa de 20,95, enquanto que a linhagem K. /actis
mostrou pequena susceptibilidade e K. drosophifarum ATCC 15126 nao foi susceptivel a lise

enzimatica.

As linhagens dos géneros Candida e Debaryomyces estudadas, apresentaram
susceptibilidade equivalente as do género Saccharomyces, enquanto que a linhagem Pichia

membranaefaciens NCYC 333 no foi lisada pelas enzimas liticas.

A nao susceptibilidade de Rhodotorula rubra as enzimas liticas de C. cartae 191 era
esperada pois essa levedura ndo apresenta glucana na parede celular (KANEKO et al,
1973).

Por outro lado, a levedura Pachysolen tannophilus NRRL 2460 mostrou maior
susceptibilidade que as linhagens de Saccharomyces e a linhagem Trichosporon beigeli nao

foi susceptivel a lise enzimatica.
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DISCUSSAO.

A partir dos resultados obtidos concluimos que as células de S. cerevisiae sao mais
susceptiveis a lise enzimatica na fase exponencial de crescimento do que na fase

estacionaria, confirmando os resultados obtidos por KANEKO et al. (1973).

Embora a lise enzimatica ocorra pela agao conjunta das enzimas protease e B-1,3-
glucanase, as condigoes de pH e temperatura 6timos para a lise nao correspondem ao pH e
temperatura otimos de atividade das duas enzimas. As condigdes ideais obtidas para a lise
celular foram na faixa de 30°C a 35°C e de pH de 7,0 a 7,5 apo6s 1 hora de tratamento. A
enzima B-1,3-glucanase de C. cartae 191 apresenta temperatura étima de atividade 55°C e

pH étimo 4,5 enquanto que a protease mostrou atividade 6tima a 50°C e pH 8,0.

Os mesmos valores acima foram obtidos por KITAMURA & YAMAMOTO (1972)
para a lise de células de levedura por Zymolyase, um extrato enzimatico produzido por
Arthrobacter luteus. SCOTT & SCHEKMAN (1980) relataram que o pH ideal para a atividade

litica de enzimas produzidas por Oerskovia xanthineolytica foi 7,5.

RILKE et al. (1992) utilizaram 30 minutos de fratamento com enzimas liticas para a
obtengao de protoplastos de leveduras. Na produgao de extrato de levedura deseja-se a lise
completa das células, dessa forma o tempo de reagéo para a lise deve ser maior (RYAN &

WARD, 1988) e ira variar com a porcentagem desejada de células lisadas.

A lise enzimatica de células de leveduras tem um amplo campo de utilizagéo na
obtengdo de proteinas recombinantes, enzimas, hormonios, biopolimeros funcionais da
parede celular, degradagdo da parede celular da levedura para aplicagao do exfrato de
levedura em alimentos e ragdo animal, no pré-tratamento para a ruptura mecanica (LIU et
al., 1988) e na produgao de protoplastos (RILKE et al., 1992). A susceptibilidade de vérios
géneros de leveduras a lise por enzimas produzidas por C. carfae amplia os campos de

utilizagd@o deste extrato enzimatico.
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CONCLUSOES.

1 - Células de Saccharomyces cerevisiae KL 88 sdo mais susceptiveis a lise por enzimas
liticas de Cellulomonas cartae 191 na fase exponencial de crescimento do que na fase

estacionaria.

2- O extrato enzimatico bruto produzido por Cellulomonas cartae 191 € capaz de lisar células
vidveis de levedura Saccharomyces cerevisiae KL 88. As melhores condi¢bes para a lise

enzimatica sdo em pH 7,0 - 7,5 e temperatura de 30°C a 35°C.

3- O extrato enzimatico bruto de Cellulomonas cartae 191 foi capaz de lisar as leveduras
Saccharomyces diastaticus NCYC 713, Saccharomyces capensis NCYC 761, Candida
glabrata NCYC 388, Debaryomyces vanrij NCYC 577, Kluyveromyces marxianus NCYC 587,
Kluyveromyces lactis, Hansenula anomala NCYC 435 e Pachysolen tannophilus NRRL2460.

4- O exfrato bruto de Cellulomonas carfae 191 nao foi capaz de lisar as linhagens:
Kluyveromyces drosophilarum ATCC15126, Rhodotorula rubra, Pichia membranaefaciens
NCYC 333, Hansenula mrakii NCYC 500 e Trichosporon beigeli.
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CONCLUSOES FINAIS.

1- A linhagem Cellulomonas cartae 191 que lisa células viaveis de S. cerevisiae produziu
protease litica apos seis horas de fermentag@o em meio de cultura composto de 13,6 g/l de
KHzPOs; 2,0 g/l de (NH4)2SOqs; 4,2 g/l de KOH; 0,2 g/l de MgSQ4.7H:0; 0,001 g/l de
Fex(S04):.6H20; 1 mgll de tiamina, 1 mg/l de biotina e 1% de parede celular bruta de
levedura como fonte de carbono a 30°C com agitacao de 150 rpm, sendo que a produgao

maxima de foi verificada apds 24 horas de fermentagao.

2- A protease litica bruta produzida por Cellulomonas cartae 191 apresentou atividade 6tima

em pH entre 7,0 e 8,0 e temperatura de 50°C para o substrato caseina.

3- A protease litica bruta de Cellulomonas cartae 191 mostrou-se estavel em temperatura de
refrigeragdo e ambiente. Sob condi¢bes de congelamento, mostrou-se estavel durante

aproximadamente dois meses.

4- A protease litica bruta apresentou maior estabilidade em pH 8,0 a 9,0 e foi rapidamente

inativada em pH acido.

5- A atividade da protease litica bruta de Cellulomonas cartae 191 foi parcialmente inibida
por Acido Etilenodiaminotetraacético e Fenilmetilsulfonilfiuoreto (PMSF) na concentragao
final de 1mM.

6 - Células de Saccharomyces cerevisiae KL 88 sao mais susceptiveis a lise por enzimas
liticas de Cellulomonas cartae 191 na fase exponencial de crescimento do que na fase

estacionaria.

7- O extrato enzimatico bruto produzido por Cellulomonas cartae 191 é capaz de lisar células
viaveis de levedura Saccharomyces cerevisiae KL 88. As melhores condi¢bes para a lise

enzimatica sdo em pH 7,0 - 7,5 e temperatura de 30°C a 35°C.

8- O exfrato enzimatico bruto de Cellulomonas cartae 191 foi capaz de lisar as leveduras
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Saccharomyces diastaticus NCYC 713, Saccharomyces capensis NCYC 761, Candida
glabrata NCYC 388, Debaryomyces vanrij NCYC 577, Kluyveromyces marxianus NCYC 587,
Kluyveromyces lactis, Hansenula anomala NCYC 435 e Pachysolen tannophilus NRRL2460.

9- O exfrato bruto de Cellulomonas cartae 191 ndo foi capaz de lisar as linhagens:
Kluyveromyces drosophilarum ATCC15126, Rhodotorula rubra, Pichia membranaefaciens
NCYC 333, Hansenula mrakii NCYC 500 e Trichosporon beigeli.
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