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RESUMO

As proteases sdo enzimas que ocupam uma posicao central com respeito a aplicacdo na
area médico e industrial. Entre os varios tipos de proteases, utilizadas na industria
farmacéutica e de cosmeticos, destacam-se as colagenases utilizadas para amaciamento da
pele, higiene oral, na limpeza de feridas purulentas, em processos de cicatrizagao,
queimaduras e como agente anti-trombolitico. Realizou-se este estudo com o objetivo de
selecionar leveduras produtoras de proteases, avaliar as melhores condi¢fes de crescimento
da espécie produtora de protease, caracterizar parcialmente a enzima quanto o pH e
temperatura na estabilidade e verificar o efeito desta enzima na degradacdo do col&geno.
Foram analisadas 50 amostras de leveduras isoladas de diferentes substratos, provenientes
da colecdo de cultura DPUA. As amostras foram cultivadas em extrato de Malte
suplementado com gelatina 1,0 % a 30 °C, sob agitacdo (140 rpm) por 72 horas. A
atividade proteolitica qualitativa foi determinada em meio sélido agar gelatina-leite e a
quantitativa utilizando como substrato azocaseina 1 % p/v. Foram estabelecidas, para a
espécie selecionada, as melhores condi¢des de cultivo para producdo da protease, foram
estudados: caracteristicas de patogenicidade, tamanho e idade do indculo, temperatura
6tima de crescimento, fontes de carbono e nitrogénio. Foram avaliadas as melhores
condicdes de estabilidade da protease pH (6-12) e temperatura (25 °, 37 °, 40 °, 50 ©°, 60 °,
70 ° e 80 °C) e também, o efeito da enzima na degradacdo do colageno. A determinacdo da
atividade colagenolitica foi realizada em meio sélido utilizando colageno soltuvel como
Unica fonte de carbono. Selecionou-se, entre as espécies identificadas, Trichosporon
pullulans (DPUA), por apresentar o maior valor de atividade proteolitica em ensaio
qualitativo (halo = 27 mm) e em ensaio quantitativo (420 U/mL). Os experimentos
realizados para detectar as caracteristicas de patogenicidade desta espécie demonstraram
crescimento positivo a 37 °C, atividade ureésica positiva e ndo foi detectada atividade
fosfolipasica; a maior atividade proteolitica (246,66 U/mL) foi detectada com inoculo que
correspondeu a 10 % do volume de meio e cultura estoque de 24 horas de crescimento. Os
ensaios realizados para verificar o efeito da temperatura no crescimento e na producdo da
protease demonstraram que a maior biomassa (3,46 mg/mL) e atividade proteolitica
(513,33 U/mL) foram obtidas a 30 °C. A melhor fonte de carbono foi sacarose 1,0 %
produzindo maior crescimento (6,18 mg/mL) e maior atividade proteasica (580 U/mL) e
como fonte de nitrogénio destacou-se a peptona 0,5 % expressando 0s maiores valores de
atividade proteolitica (755,55 U/mL) e biomassa de 7,55 mg/mL. Os resultados obtidos
neste estudo sugerem que a protease produzida por T. pullulans classifica-se como protease
alcalina (pH 6timo 8,0). E maior estabilidade térmica da protease foi observada a 37 °C
onde a enzima manteve 100 % de sua atividade durante 40 minutos de incubagédo. T.
pullulans degradou o colageno produzindo halo de 28 mm. Esse estudo demonstrou que a
protease apresenta atividade colagenolitica e podera ser utilizada como agente terapéutico

Palavras chaves: Proteases, Colagenases, Trichosporon pullulans.



ABSTRACT

The proteases are enzymes which occupy a pivotal position with respect to their
application in medical and commercial fields. Collagenases are detached among several
kind of proteases, used in pharmaceutical and cosmetician industry, in processes such as
smooth the skin, oral hygiene, disinfect suppurative wounds, cicatrizing processes, burning
and as a trombolytic agent. In order to select protease producing yeasts, this study had as
objectives to partially characterize the enzyme as for pH and stability temperature and to
verify the effect of the enzyme in the degradation of collagen. 50 samples of yeasts isolated
from different substrates, obtained from the culture collection DPUA, were analysed.
Samples were cultured in Malte extract supplemented with 1,0 % gelatin at 30 °C in
shaking conditions (140 rpm). The qualitative proteolytic activity was determined in agar
gelatin-milk medium and the quantitative activity was determined using azocasein 1,0 % as
substrate. The best culture conditions to protease production were established for a species,
being studied the following parameters: characteristics of pathogenicity, size and age of
inoculate, best growth temperature, coal and nitrogen sources. The best stability conditions
of protease were assessed for pH (6-12) and temperature (25 °, 37 °, 40 °, 50 °, 60 °, 70 °
and 80 °C) and the effect of the enzyme in the degradation of collagen. Among the
identified species, Trichosporon pullulans was selected, because it showed the highest
levels of proteolytic activity in qualitative (halo = 27 mm) and quantitative (420 U/mL)
assays. The assays to determine the characteristics of pathogenicity of this species showed
positive growth at 37°C, weak positive ureasic activity and there was no phospholipasic
activity, the highest proteolytic activity (246,66 U/mL) detected with inoculate
corresponded to 10% of the volume of medium and stock of culture growth for 24 hours.
Trials to verify the effect of temperature (25 °C to 50 °C) on growth and protease
production demonstrated that the higher biomass (3,46 mg/mL) and proteolytic activity
(513,33 U/mL) were obtained at 30 °C. Sucrose 1,0 % was the best coal source yielding
higher biomass (6,18 mg/mL) and proteasic activity (580 U/mL) and as nitrogen source
detached peptone 0,5 % showing the higher values of proteolytic activity (755,55 U/mL)
and biomass (7,55 mg/mL). The collagenolytic activity was determined in solid medium
using dissolvable collagen as the only coal source. T. pullulans degraded collagen,
producing a 28 mm halo. This work demonstrated that protease, with collagenolytic
activity; produced by T. pullulans, can be used as therapeutic agent further detailed studies.

Key words: Proteases, Collagenases, Trichosporon pullulans.
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1.0 INTRODUCAO

Enzimas microbianas tém se destacado como um dos principais produtos
tecnoldgicos do mundo moderno. Sendo o inicio do seculo XX, marcado pela producdo em
larga escala, podendo citar uso na industria de detergentes. Para fins de terapéutica, as
décadas de 60 e 80 foram marcantes para uso na biotecnologia. (ZIMMER et al, 2009).

Proteases ocorrem naturalmente em todos 0s organismos e correspondem a 1-5% de
seus conteludos genéticos. Sado encontradas em varios microrganismos, como Virus,
bactérias, protozoarios, leveduras e fungos. A impossibilidade das proteases de plantas e
animais atenderem a demanda mundial de enzimas tém despertado interesse cada vez
maior pelas proteases de origem microbiana (ZIMMER et al, 2009).

Microrganismos representam uma excelente fonte industrial para producdo de
proteases devido a sua grande diversidade bioquimica, facilidade de manipulacéo genética,
baixo custo na producdo de metabdlitos, podendo ser cultivados em grandes quantidades e
em tempo relativamente curto, ndo sofrendo influencias sazonais ou geograficas. (JING et
al, 2010; VIANA et al, 2010)

Enzimas proteoliticas constituem um dos mais importantes grupos de enzimas
industriais e encontram aplicacdes em diferentes industrias tais como detergentes,
alimenticia, farmacéutica, couro, cosméticos e dermocosméticos no tratamento de caspas e
acnes, amaciamento da pele, higiene oral, despigmentantes, para limpar feridas infectadas,
cicatrizacdo e outras (KUMAR e TAKAGI, 1999). Essas enzimas sdo também utilizadas
no tratamento de queimaduras, abcessos e como agente trombolitico. A grande eficiéncia
das enzimas, aliada a sua alta especificidade, tornam- nas agentes de grande potencial para
uso terapéutico, pequenas quantidades do catalisador produzem especificidade em

condicdes fisioldgicas. (SOARES et al, 1999; ZIMMER et al, 2009).
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O Brasil apresenta grande potencial para a busca de novos farmacos e
biomarcadores enziméaticos. O mercado externo brasileiro de enzimas foi avaliado no ano
de 2005 em 147,2 milhdes de ddlares, correspondendo a apenas 3,7% do mercado
internacional. As enzimas terapéuticas séo responsaveis pela maior parte do mercado neste
periodo, contando com uma importacdo de US$ 85 milhdes (AEHLE, 2007). No periodo
de 2003 a 2005, as industrias brasileiras que mais importaram e exportaram enzimas foram
as de diagnostico e as farmacéuticas (BON et al, 2008).

Diversas enzimas proteoliticas de origem microbiana sdo utilizadas como agentes
terapéuticos destacando-se: Lipase de Rhizopus arrhizus (auxiliar digestivo), lactase de
Kluyveromyces fragilis, Aspergillus oryzae (Intolerancia a lactose), amilase Aspergillus
oryzae (auxiliar digestivo), celulase de Trichoderma viride (auxiliar digestivo) e
Colagenase de Clostridium histolyticum para tratamento de Ulceras de pele (ZIMMER et
al, 2009). Lima et al (2009) estudaram uma cepa de Candida albicans produtora de
colagenase com resultados promissores para a producao industrial.

O potencial microbiolégico regional, o valor econémico e a crescente
aplicabilidade das enzimas na é&rea biomédica sdo condi¢cBes que contribuiram para
realizacdo desse estudo; como também, a escassez de estudos a cerca das proteases de
origem microbiana para uso medicinal, a partir de espécies de fungos da Regido
Amazonica. Este trabalho teve como objetivo produzir e caracterizar parcialmente
proteases extracelulares com propriedade medicinal a partir de leveduras estocadas na
Micoteca DPUA, instalada no Laboratorio de Micologia da Universidade Federal do

Amazonas.
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2.0 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Potencial industrial das enzimas

O mercado mundial de enzimas industriais esta estimado em 1,5 bilh&o de dolares.
Desse 75 % sdo enzimas hidroliticas das quais as proteases representam um dos trés
maiores grupos comercializadas (Figura 1). Nesse contexto Brasil participa com apenas 2,7
% da comercializacdo de enzimas que corresponde a 40 milhdes de dolares. Nesse
mercado, as proteases constituem o segundo grupo de enzimas de maior comercializacdo,
com expressiva participacdo as que possuem acdo terapéutica (BON e PEREIRA JUNIOR,
1999; RAO et al, 1998; SOARES et al, 1999; ZIMMER et al, 2009).

As proteases sdo usadas para os mais diversos fins, contudo tem destaque na
industria de alimentos, bebidas, detergentes, couros e como agentes terapéuticos. Nos
ultimos anos 0 uso de enzimas na industria farmacéutica e de cosmético tem expandido
rapidamente. A razdo para o0 éxito desses biocatalisadores nesse ramo industrial decorre da
alta especificidade e eficiéncia catalitica. Assim sendo, a relevancia do uso de enzimas
como medicamento relaciona-se ao fato de que em pequenas quantidades a enzima pode
produzir efeitos bastante especificos em condicdes fisiologicas de pH e temperatura (BON

e PEREIRA JUNIOR, 1999; RAO et al, 1998).
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Figura 1. Distribui¢do da venda de enzimas, a contribuicéo de diferentes enzimas no total da venda mundial
(RAO et al, 1998)

As questdes ambientais, a fabricagcdo de produtos de melhor qualidade e o controle
do consumo de energia sdo fatores que vém incentivando varios setores industriais a buscar
tecnologias “limpas”, mais sofisticadas ¢ de menor custo. Assim sendo, a tecnologia
enzimatica surgiu como alternativa para substituicdo gradual de processos quimicos pelo
uso dos biocatalisadores. Em referéncia ao acréscimo de biocompostos em processos
industriais tem destaque a adicdo de proteases no beneficiamento de peles e couros,
método que representa reducdo em 40 % na utilizacdo de sulfetos e consequente liberacéo
de efluentes nocivos para o ambiente. (BON e PEREIRA JUNIOR, 1999; TEIXEIRA et al,

1994).

2.2 Classificacdo das proteases

De acordo com o Comité Internacional de Nomenclatura “Unido de Bioquimica e
Biologia Molecular”, proteases sdo hidrolases classificadas no subgrupo 4, do grupo 3 (E.C
3.4). Essas enzimas tém classificagdo diversificada, ndo obedecem facilmente as regras de

nomenclatura, devido a diversidade de acdo e estrutura. (RAO et al, 1998).
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Com base no ponto de clivagem na cadeia polipeptidica as proteases ou peptidases
sdo grosseiramente subdividas em dois grupos: 1) Exoproteases clivam ligacdes peptidicas
proximas as extremidades e; 2) Endoproteases atuam nas regifes internas da cadeia
polipeptidica. (MATSUBARA e FEDER, 1971; PRIEST, 1984; RAO et al, 1998).
Proteases que desempenham essas atividades proporcionam, por exemplo, a formacéo de
arginina por Colstridium spp (Clostripan) e prolina por Flavobacterium spp, peptideos
utilizados no tratamento de feridas.

De acordo com o grupo funcional presente no seu sitio catalitico as endoproteases
podem ser classificadas como: serina proteases, cisteina proteases, asparticas proteases e
metaloproteases; enquanto as exoproteases sdo divididas com base no seu mecanismo de
acao em aminoproteases e carboxiproteases. (OUTTRUP e BOYCE, 1990; PRIEST, 1984;
RAO et al, 1998).

Outra classificacdo das proteases baseia-se no pH oOtimo de atividade.
Fundamentando-se nessa caracteristica sdo classificadas como &cidas, neutras e alcalinas.
As proteases &cidas tém atividade na faixa de pH 2,0 a 5,0, perdendo rapidamente a
atividade em valores de pH mais elevados. Sao ativas na presenca de agentes sulfidrilicos,
agentes quelantes, metais pesados e do agente organofosférico DFP (Diisopropil-
fosfogluoridrato).

Tratando-se das proteases neutras ela tém atividade em pH entre 7,0 a 8,0, sdo as
denominadas metaloproteases. S&o enzimas que necessitam de ions (Zn, Ca) para
estabilidade e séo inibidas por agentes quelantes como o EDTA (&cido tetracético etileno
diamino).

As proteases alcalinas sdo ativas em pH entre 9,0 e 11,0. S&o inibidas por agentes
organofosforicos como DFP (Diisopropil-fosfogluoridrato) e ndo séo inibidas por agentes

quelantes. (PRIEST, 1984; RAO et al, 1998).
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2.3 Importéncia das proteases produzidas por microrganismos

A incapacidade das enzimas de origem vegetal e animal em satisfazer a demanda
mundial tem aumentado o interesse por enzimas de origem microbiana. Estes
biocatalisadores sdo produzidos por processo de baixo custo e representam um recurso
renovavel, pois a biomassa resultante de determinados processos fermentativos pode ser
utilizada como fertilizante (BON e PEREIRA JUNIOR, 1999; RAO et al, 1998).

No ambito comercial, as proteases produzidas por microrganismos representam
40% das enzimas vendidas mundialmente (RAO et al, 1998) as quais tem aplicabilidade
diversificada, como auxiliares digestivos, na limpeza de ferimentos, na inibicdo da
coagulacdo, na terapia do cancer e no tratamento de inflamacdes cronicas. (BON e
PEREIRA JUNIOR, 1999; RAO et al, 1998; SOARES et al, 1999).

De acordo com Wonkeuk et al (1996) Bacillus sp sintetiza uma protease alcalina
com atividade fibrinolitica, eficaz na lise de coagulos sanguineos (fibrina) pode ser
utilizada no tratamento de tromboses, como o infarto do miocardio, que ocorre quando 0s
coagulos ndo sdo lisados por algum problema no organismo.

Ainda com relacdo a importancia médica das proteases, RAO et al (1998) descreve
Luizym e Nortase, proteases sintetizadas por Aspergillus oryzae usadas para corrigir
deficiéncia de enzimas liticas na digestdo; proteases com atividade colagenolitica isolada
de Aspergillus niger para fabricacdo de peptideos com potencial terapéutico. E para
eliminar asparagina da corrente sanguinea, em varias formas de leucemia linfocitica, ja esta
em disponibilidade uma asparaginase isolada de Escherichia coli.

Comercialmente ja estdo disponiveis, elstoterase de Bacillus subtilis 316M e a
colagenase de Clostridium histolyticum na formulacdo de pomadas para limpeza de feridas
infectadas, tratamento de lesdes purulentas e necrosadas, abcessos, escarras e queimaduras

(KUMAR e TAKAGI, 1999).
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As proteases destacam-se também na inddstria de alimentos onde sdo usadas nos
processos de fermentacdo e producdo de alimentos orientais, na producdo de gelatina
hidrolisada e leite de soja, na clarificacdo de sucos para hidrolisar as proteinas que
provocam turbidez e formacdo de sedimentos indesejaveis durante a estocagem. Na
industria de carnes sdo utilizadas para tenderizacdo e condicionamento. (BOCKLE et al,
1995; BRAGA, 1997; OGRYDZIAK, 1993).

Outra aplicabilidade importante desta classe de enzimas é na producdo de
aspartame um dipeptideo usado como adocante. Sdo usadas também em detergentes, na
producdo de papel, inddstria de couros e na producdo de cervejas. (BRAGA, 1997; LU e
CHANG, 1996).

Vérias pesquisas tém demonstrado a eficiéncia da aplicacdo industrial de proteases
de microrganismos. Porém existe um impedimento para a producéo da enzima desejada em
grande quantidade, a repressdo catabolica, na qual fontes de carbono, como a glicose,
reprimem a biossintese de varias enzimas extracelular. (FUNGARO et al, 1994,
OUTTRUP e BOYCE, 1990; PRIEST, 1984). Uma forma de contornar este impedimento
esta relacionada com a manipulacdo do meio de cultura. (FUNGARO et al, 1994;
ZIMMER et al, 2009).

2.4 Leveduras

Leveduras sdo fungos, predominantemente unicelulares, que se reproduzem
sexuada e assexuadamente por brotamento, fissdo ou cissiparidade. Microscopicamente
possuem formas variadas: pseudomicélio, blastoporos, artrosporos e micélio verdadeiro.
Macroscopicamente apresentam-se como col6nias brilhantes ou opacas, de textura glabra
ou membranosa, consisténcia cremosa, com ou sem pigmentacdo e ndo formam hifas

aéreas. (BARNETT et al, 1990; TEIXEIRA et al, 1999).
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Sdo filogeneticamente heterogéneas pertencendo as divisbes Deuteromycota
(reproducdo assexuada), Ascomycota e Basidiomycota (reproducdo sexuada). Crescem em
pH mais baixo que os valores 6timos para as bactérias. Sdo utilizadas em processos
industriais na fermentacdo alcoolica tradicional, na fermentacédo da lactose, na producéo de

proteina de alcanos e residuos de polpa de papel, glicerol e como fonte de enzimas (B-D-

fructofuranosidase, 3-D- galactosidase e lipase) (BARNETT et al, 1990; LACAZ, 1984).

Para identificar as leveduras sdo considerados alguns critérios como: formacao de
pseudomicélio, micélio verdadeiro, artrosporos, assimilacdo de glicose, galactose,
sacarose, maltose, lactose e rafinose; producdo de urease, compostos amil6ides e de acido
acetico. O estudo das caracteristicas morfologicas, de reproducdo e algumas caracteristicas
fisioldgicas possibilitam a identificacdo em géneros; enquanto que as caracteristicas
fisioldgicas permitem diferenciar as espécies. (BARNETT et al, 1990; FISHER e COOK,

1998; TEIXEIRA et al, 1999).

Os recentes avancos da biologia molecular tém disponibilizado outras técnicas para
a identificacdo de leveduras, porém, as técnicas preconizadoras que consideram as
caracteristicas macro e microscépicas, como o cultivo em agar "corn meal", ndo podem ser

descartadas servindo, assim, como base principal para a confirmacéo da identificacéo.

2.5 Proteases de leveduras

Existem numerosos estudos sobre proteases produzidas por leveduras, porém a
aplicacdo industrial deste grupo de proteases esta restrita & aplicacdo na coagulacao do leite
e para evitar turvacdo em cervejas e vinhos (KATUTA et al, 1987; MARTINI e

FEDERICI, 1980; ROSI e COSTAMAGNA, 1987).



22

Pesquisas destinadas a aplicacdo medica de proteases de leveduras sao carentes, no
entanto, as leveduras sdo Otimas produtoras de proteases, sendo assim, relevantes na
biotecnologia e também do ponto de vista médico. (BRAGA et al, 1998).

Na investigacdo feita por Ruchel et al (1986) foi realizada a purificacdo e
caracterizacdo de uma protease extracelular produzida por Candida parapsilosis em meio
liquido suplementado com glicose e peptona, pH 5,2. A adicéo de glicerol como fonte de
carbono e caseina como fonte de nitrogénio diminuiu significativamente a producdo da
enzima. Esses autores afirmaram que as proteases produzidas podem ser afetadas pelo pH
do meio, pois, ndo encontraram proteases neutras ou alcalinas no sobrenadante.

Nos dados obtidos por Shimizu et al (1987) seis linhagens de Candida albicans
produziram proteases acidas em meio com sacarose como fonte de carbono e albumina de
soro bovino como fonte de nitrogénio pH 3,2, porém ndo ocorreu a producdo da enzima
qguando a albumina de soro bovino foi substituida por sulfato de amdénio. Crandall e
Edwards (1987) obtiveram resultados semelhantes segundo esses autores a adicdo de
sulfato de aménio reprime a sintese de proteases.

Segundo Nelson e Young (1987) a composi¢éo, o pH e a temperatura do meio de
crescimento, assim como, o tipo de ensaio usado influenciam diretamente a producdo de
proteases extracelular de leveduras. Esses autores verificaram que Candida olea produziu
duas proteinases, uma acida e outra alcalina. Quando a levedura foi cultivada em valores
de pH 4,5 produziu proteinase acida de peso molecular 30.900 Daltons, demonstrando
atividade 6tima com hemoglobina como substrato, pH 3,3 a 42 °C. Quando C. olea cresceu
em pH 6,8 produziu uma proteinase alcalina de peso molecular 23.400 Daltons e atividade
Otima com azocol como substrato e pH 8,0 a 9,0 a 40 °C.

Ogridziak (1993) descreveu a producdo de proteases por diferentes espécies de

leveduras. De acordo com os dados citados houve grande capacidade de leveduras



23

produzirem enzimas proteoliticas, a exemplo de Bullera, Candida, Cryptococcus,
Debaryomyces, Endomycopsis, Hanseniaspora, Hansenula, Kloeckera, Kluyveromyces,
Metschnikowia, Nematospora, Pichia, Rhodosporidium, Rhodotorula, Saccharomyces,
Saccharomycopsis, Schwanniomyces, Sporodiobolus, Torulopsis, Trichosporon, Yarrowia
lipolytica. Destes géneros Candida albicans e C. tropicalis foram as espécies produtoras
do maior quantitativo de proteases.

Nas analises feitas por Aoki et al (1994) oito linhagens de Cryptococcus
neoformans var. neoformans produziriam proteinases extracelulares em meio YCB agar
(extrato de levedura 0,5%, caseina 0,5%, glicose 0,1% e agar 2,0%) suplementado com
albumina de soro bovino e polipeptona. Todas as linhagens investigadas produziram halos
translucidos ao redor dos cup-plates.

Braga (1997) e Braga et al (1998) testaram 88 linhagens de leveduras isoladas do
fruto amazénico o amapa (Parahancornia amapa) quanto a capacidade de produzirem
enzimas proteoliticas. Dentre estas selecionaram seis: Candida parapsilosis AP153A,
Candida krusei AP176, Candida sorbosa DR215, Candida sorbosa AP259, Candida
valida AP209A e Candida sorbosa AP287 por apresentarem 0s maiores niveis de
proteases. Essas espécies foram analisadas com o objetivo de determinar as melhores
condicBes de cultivo e produgdo das enzimas, pois, 0 estudo das caracteristicas fisico-
quimicas é de fundamental importancia para aplicacdo industrial.

Buzzini e Martini (2002) isolaram 348 leveduras da floresta tropical brasileira.
Verificaram que os géneros mais freqlentes foram: Candida, Rhodotorula, Pichia,
Hansenula e Saccharomyces. Nesses estudos foi feita investigacdo quanto a capacidade
desses microrganismos produzirem enzimas extracelulares (proteases, amilases, lipases,
pectinases e quitinases). Os autores concluiram que leveduras sdo fontes promissoras de

enzimas extracelulares sendo, assim, importantes em processos industriais.
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2.6 Colagenases

Existe um grande interesse na busca de colagenases de outras fontes que nédo
animal, pois, esta possui a capacidade de clivar somente o coldgeno nativo, isto €, sdo
enzimas que clivam a cadeia helicoidal do colageno resultando em dois fragmentos (Figura
2), acessiveis a poucas proteases especificas, o TCA (tropocoldgeno A) e o TCB
(tropocolageno B). Diferente das anteriores, as colagenases de microrganismos possuem a
capacidade de hidrolisar tanto o colageno nativo como o colageno desnaturado. Tém
afinidade por vérios sitios ao longo da cadeia, representando assim, uma fonte promissora
para pesquisas e aplicacdes biotecnoldgicas (JUNG et al, 1998).

A eficacia do uso de colagenases de microrganismo como agentes terapéuticos tém
sido relatada em varios artigos onde sdo utilizadas para no tratamento de caspas e acnes,
amaciamento da pele, higiene oral, para limpar feridas infectadas, cicatrizacdo, no
tratamento de queimaduras e abcessos e como agente trombolitico. (BENITO et al, 2002;
JUNG et al, 1998; LUND e GRANUM, 1999; MOOKHTIAR e VAN WART, 1992;

MATSUSHITA et al, 1994; WATANABE, 2004)
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Figura 2. Acdo das colagenases de origem animal x colagenases de Clostridium sp

Entre as colagenases obtidas de microrganismos destaca-se a de Clostridium
histolyticum que é usada em associa¢do com antibidticos, para limpeza de queimaduras e
feridas infectadas removendo o tecido necrosado. (RAO et al, 1998).

Segundo Jung et al (1998) existem inUmeras vantagens do uso de colagenases de
microrganismo no tratamento de feridas: a) Removem o tecido necrosado com maior
eficiéncia por sua capacidade de hidolisar varios tipos de colageno; b) sdo indolores e ndo
hemorragicas; c) podem ser usados por longos periodos e também em associacdo com
outros medicamentos; d) atraem macrofagos e fibroblastos para o local da ferida; e€)
aumentam a formacdo de tecidos de granulacéo e estimulam o préprio corpo a promover a
cicatrizagdo.

Cheng et al (1999) investigaram 0 mecanismo de degradacdo do colageno em
cicatrizes hipertroficas. Testaram a eficacia das colagenases de bactérias em ratos e
clinicamente, em 13 pacientes. O experimento foi conduzido utilizando-se injecGes de
colagenases diretamente sobre as cicatrizes hipertroficas, nos ratos obtiveram 86% de

reducdo do volume da cicatriz e 46,92% nos pacientes. Em 4 dos 13 casos a reducdo foi
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maior que 50%, apenas um entre os 13 pacientes apresentou reaparecimento da cicatriz
apos o tratamento. Exames histologicos mostraram claramente a dissolucao das fibras de
colageno.

As colagenases de microrganismos estdo sendo largamente usadas na medicina
com o proposito de limpar feridas infectadas e/ou necrosadas, queimaduras, escarras,
cicatrizes pos-operatdrias, no tratamento de pisoriase e pediculoses (BATURIN et al,
2003; MARKOVICH, 2003).

Uma outra aplicacdo é em terapias tromboliticas onde estdo sendo utilizadas como
fonte ativadora do plasminogénio; no tratamento de diabetes sdo usadas para estimular a
producdo de células viaveis de Langerhance, células de Langerhance iniciam, em animais,
a sintese de insulina. O Instituto de Transplantes da Academia de Ciéncias Médicas
(Transplantology Institute of the Academy of Medical Sciences — Moscow) estdo
utilizando esta nova técnica (DETSINA, 2003).

Na industria de cosméticos as colagenases estdo sendo utilizadas no preparo de
cremes para o tratamento de acnes e rugas, limpeza e clareamento da pele e para suavizar
cicatrizes de queldides (DETSINA, 2003; DOMOGATSKY, 2003).

Colagenases de microrganismos sdo também utilizadas na industria de alimentos
para 0 amaciamento de carne e para limpeza de mariscos (TRAN e NAGANO, 2002).
Neste contexto Benito et al (2002) investigaram a a¢cdo de uma colagenase de Penicillium
chrysogenum no tratamento de carnes e observaram melhor sabor e textura.

Uma nova colagenase isolada de um actinomiceto ndo patogénico esta sendo
testada pelos Institute of Biological Medicine, Cardiological Center of the Academy of
Medical Sciences, the Vishnevskiy Surgery Institute, Diabetes Institute e a Factory of
Theater Cosmetics (Moscow), o interesse destes Centros de Pesquisa nesta enzima deve-se

ao fato que a metodologia utilizada para sua obtencdo € mais facil e barata comparando-se
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a metodologia utilizada para a obtencdo da colagenase de Clostridium sp (SIGMA). Os
testes demonstraram sua eficacia e ndo toxidade. A referida enzima ja que se encontra em
processo de patenteamento (BATURIN et al, 2003; MARKOVICH, 2003).

O Centro de Pesquisa em Cardiologia da Russia (The Russin Cardiology Research
Center) vem desenvolvendo estudos com proteases com atividade colagenolitica de
Bacillus subtilis, B. licheniformis, Streptomyces sp e Aspergillus niger para serem
utilizadas no tratamento de queimaduras de terceiro grau. E estudos utilizando animais
demonstraram o efeito ndo toxico, baixa irritacdo e um processo de cicatrizacdo duas vezes
mais rapido que o0s observados em feridas ndo tratadas com estas enzimas

(DOMOGATSKY, 2003).
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3. METODOLOGIA

3.1 Microrganismos e reativacao das culturas

Neste estudo foram analisadas 50 culturas de leveduras, selecionadas
aleatoriamente, (Tabela 1) provenientes do acervo da Colecdo de Culturas DPUA
(Departamento de Parasitologia da Universidade Federal do Amazonas). Para reativacao
das culturas preservadas foi transferido um fragmento da colonia para agar Malte,
inclinado. Os cultivos preparados em tubo de ensaio de 19,8 x 1,8 mm foram mantidos a

30 °C, por 72 horas para posterior identificacdo das diferentes espécies.

Leveduras Substrato de Leveduras Substrato de
isolamento isolamento

Candida Pele Candida Castanha

Candida Pele Candida Pele

Candida Tecido de peixe Candida Pele

Candida Unha Candida Pele

Candida Unha Candida castanha

Candida Cupuacgu Candida Pele

Candida Cupuagu Candida Pele

Candida Cupuagu Candida Pele

Candida Pele Candida Pele

Candida Pele Candida Unha

Candida Tecido de peixe Candida Pele

Candida Cupuacgu Candida Unha

Candida Unha Candida Pele

Candida Castanha Candida Pele

Candida Tecido de peixe Candida Pele

Candida Cupuacgu Candida Pele

Candida Pele Candida Unha

Candida Pele Rhodotorula Cupuagu

Candida Pele Rhodotorula Castanha

Candida Unha Rhodotorula Castanha

Candida Cupuacgu Saccharomyces Castanha

Candida Castanha Saccharomyces Castanha

Candida Castanha Trichosporon Tecido de peixe

Candida Pele Trichosporon Tecido de peixe

Candida Pele Trichosporon Unha

Tabela 1: Leveduras isoladas de diferentes substratos do acervo da Colec¢do de Culturas DPUA

3.2 ldentificacdo
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A identificacdo das leveduras em nivel de espécie foi baseada nas técnicas
preconizada de Kreger Van Rij (1984), Lodder (1984), Barnett et al (1990), Fisher e Cook
(1998). As amostras nao identificadas pelas técnicas convencionais foram analisadas no
Kit api 20C AUX (BioMérieux) que se fundamenta na assimilacdo de 18 fontes de
carbono. Para firmar o diagnostico especifico foi realizada a analise das caracteristicas
micromorfoldgicas das estruturas obtidas nos microcultivos preparados em agar “corn
meal” (TEIXEIRA et al, 1992). Para evidenciacdo dos ascos e ascosporos foi usada a

técnica de Wirtz, segundo Lacaz (1984).

3.3 Selecéo de leveduras produtoras proteases

As leveduras identificadas (item 3.2) foram submetidas a analise enzimatica para
selecionar uma espécie produtora de altos niveis de protease. Para detectar a atividade

proteolitica foram realizados os ensaios descritos a seguir.

3.3.1 Testes enzimaticos qualitativos

3.3.1.1 Obtencéo de esporos viaveis em meio seletivo

As leveduras foram cultivadas em &gar malte durante 72 horas e mantidas a 30 °C

para posterior cultivo em extrato de malte, suplementado com gelatina 1 %.

3.3.1.2 Preparacdo do inoculo

Das culturas obtidas no item 3.3.1.1 foi retirada uma aliquota com alca de
inoculagdo (extremidade medindo 5 mm) em 5 mL de agua destilada esterilizada em tubo
de ensaio de 14,8 mm X 23,0 mm. O preparado foi agitado em Vortex para
homogeneizacdo. A suspensdo foi padronizada pela escala de MacFarland 3 (BECKER et

al, 1996).
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3.3.2 Producéo de proteases em meio liquido

Da suspensdo celular obtida no item 3.3.1.2 retirou-se 1000 pL para Erlenmayers
de 50 mL contendo 10 mL de Extrato de Malte, adicionado de gelatina 1 %, pH 6,0. Os
cultivos, em triplicata, foram mantidos a 30 °C, sob agitacdo (140 rpm). Apos 72 horas,
separou-se a biomassa do extrato enzimatico por centrifugacdo (12.000g/5 min.)

(BARNETT et al, 1990; PORTO et al, 1996).

3.3.2.1 Determinacdo da atividade proteolitica em meio sdlido

Para determinacdo da atividade enzimatica qualitativa foi utilizado o meio de
cultura agar-gelatina-leite descrito por Teixeira et al (1996). O meio de cultura foi
distribuido em placas de Petri de 15 mm x 100 mm, formando uma camada de 4 mm. Apds
solidificacdo a temperatura ambiente (25 °C), as placas foram armazenadas sob

refrigeracdo (4 °C), por uma hora.

Apobs total solidificacdo do meio foram feitos cup-plates na superficie do agar, com
um tubo de vidro oco. Cada cup-plate de 8 mm de diametro foi preenchido com 100 uL do
extrato enzimatico (item 3.3.2 ) e incubados a 37° C durante 18 horas (TEIXEIRA, 1997)

A observacdo da reacdo enzimatica positiva foi visualizada com a formacdo de
halos transltcidos em torno dos cup-plates. Para evitar a evaporacgdo do filtrado da cultura,
as placas foram protegidas com papel aluminio durante a permanéncia em estufa
microbiologica. A atividade enzimatica foi determinada pelo tamanho do halo em
milimetros, medindo-se o diametro do halo pelo reverso da placa de Petri (TEIXEIRA et

al, 1996; TEIXEIRA, 1997).
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3.4 Selecdo da espécie de alta atividade proteolitica

Para selecionar a espécie produtora de altos niveis de protease, 0s extratos
enzimaéticos do item 3.3.2 foram submetidos a analise enzimatica de acordo com o método

citado a sequir.

3.4.1 Determinacéo da atividade proteasica

O extrato enzimatico (item 3.3.2) foi submetido a anélise quantitativa, utilizando-se
como substrato, azocaseina 1,0 % (p/v) (Sigma, St. Louis, MOUSA) em tampéo Tris-HCI
0,2 M, pH 7,2 contendo 1,0 mM de CaCl, (PORTO et al, 1996).

A reacdo foi formulada com 250 uL de azocaseina 1 % e 150 uL do extrato
enzimatico. O preparado foi incubado por 1 hora a 37 °C. A reacdo foi interrompida pela
adicdo de 1,2 mL de acido tricloroacético 10 % (p/v), deixando-se por 15 minutos
incubado a 4 °C para total precipitacdo do substrato que ndo foi degradado. O substrato
remanescente foi removido por centrifugacdo a 12.000 g/5 minutos. Do sobrenadante foi
retirado 1,2 mL e misturado com 1,4 mL de NaOH 1M. Todas as analises foram realizadas
em triplicata. O branco foi preparado e mantido nas mesmas condi¢fes de andlise das
amostras. (LEIGHTON et al, 1973; DOSORETZ et al, 1990; PORTO et al, 1996).

Uma unidade de atividade proteasica foi definida como a quantidade de enzima

capaz de produzir um aumento na absorvancia de 0,001 em uma hora a 440nm.
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3.5 Caracterizacao da espécie selecionada

Posterior a sele¢do de Trichosporon pullulans como a espécie de maior atividade

proteolitica todos os experimentos citados a seguir foram realizados com essa espécie.

3.5.1 Andlises para deteccdo de caracteristicas de patogenicidade da espécie

selecionada

Na escolha de fonte microbiana para producdo de compostos ou para utilizagdo em
processos na industria de alimentos ou medicamentos exige-se que este ndo seja
patogénico, ndo produza micotoxinas ou outras substancias toxicas (FUNGARO et al,
1994). Assim sendo foram consideradas as seguintes caracteristicas de patogenicidade:
atividade fosfolipasica, uredsica e crescimento a 37 °C, pois, atuam diretamente como fator
de viruléncia devido ao envolvimento com a propagacdo do microrganismo no hospedeiro

(NUNES, 1998).

3.5.1.1 Producdo de fosfolipase

A atividade fosfolipasica foi detectada utilizando-se como substrato gema de
ovo. Os cultivos foram preparados em placa de Petri de 15 x 100 mm, em triplicata, 0s
quais foram mantidos a 25 °C, observando-se a cada 24 horas, durante 7 dias. A

atividade fosfolipasica foi determinada conforme a formula abaixo:
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Equacdo 1 Pz = & da colbnia

“da colbnia + zona de precipitacéo
Onde,
Pz = Atividade fosfolipasica
Pz =1, atividade fosfolipasica negativa;
Pz < 1, atividade fosfolipasica positiva;
& = diametro da colonia

Zona de precipitacdo = halo formado

3.5.1.2 Producdo de Urease

Para deteccdo da atividade uredsica, os cultivos foram inoculados, em triplicata, em
meio agar Uréia (meio de Christensen) contido em tubos de ensaio de 19,8 x 1,8 mm. Os
cultivos foram mantidos a 25 °C e observados entre 24 e 72 horas. A atividade ureésica foi
determinada pela mudanca de cor no meio: 1) Positiva forte - mudanca total da cor do meio
de amarelo para rosa-fuccia intensa; 2) Positiva fraca - mudanca parcial da cor do meio; 3)

Negativa - quando a cor amarela do meio foi mantida.

3.5.1.3 Crescimento a 37 °C

A determinacdo do crescimento a 37 °C foi realizada em agar Malte acondicionado
em tubos de ensaio de 19,8 x 1,8 mm. Os cultivos, em triplicata, foram mantidos a 37 °C

observando-se o crescimento do microrganismo a cada 24 horas, durante 7 dias.

3.5.2 Cultivo monosporico

A especie selecionada foi submetida a cultivo monosporico, procedimento que visa

diminuir a variabilidade genética. Esta técnica consiste em semear na superficie de agar
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Agua 1,8 % uma aliquota (200 pL) da suspensdo de esporos preparada em &gua destilada
esterilizada e de concentracdo conhecida (trés esporos em 10 uL da suspensdo). Os
cultivos preparados em placa de Petri (15 x 100 mm) foram mantidos a 30 °C entre 24
horas a 48 horas. Durante este periodo de incubacdo foi separado um esporo para ser
semeado na superficie de em agar Malte em tubo de ensaio de 19,8 x 1,8 mm com

(TEIXEIRA et al, 1999).

3.5.3 Manutencéo e producéo de células viaveis

Para manutencdo de cultura pura e producdo de células viaveis, fragmentos de
cultura monosporica foram transferidos para dgar Sabouraud e agar Malte. Os cultivos em

tubo de ensaio (19,8 x 1,8 mm) foram mantidos a 30 °C durante 24 horas.

3.5.4 Determinacdo de células viaveis em meio sélido

A viabilidade das culturas (item 3.5.3) foi identificada determinando-se o numero
de células viaveis associado ao numero de unidades formadoras de colénias (UFC). Para
obtencdo dos cultivos foram preparadas diluicdes decimais sucessivas. Da Gltima dilui¢do
(diluicdo 10°®) foi retirado 1000 L para ser incorporado em placa de Petri (15 x 100 mm)
contendo &gar Sabouraud e agar Malte (BROCK et al, 1994). As placas foram observadas

a cada 24 horas, durante 72 horas, para acompanhar o crescimento das colénias.
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3.6 Analises para identificacdo dos fatores que influenciam na sintese das

enzimas proteoliticas

Para identificar as melhores condi¢cfes de cultivo para o crescimento da levedura

selecionada e producdo de proteases foram realizadas as analises detalhadas a seguir.

3.6.1 Determinacédo do tamanho e idade do inéculo

Nos processos fermentativos a determinacdo do tamanho do in6culo auxilia a
identificacdo do quantitativo de célula adequado para que durante o crescimento do
microrganismo a fase Lag (fase de adaptacdo) seja reduzida. Associado a este fator tem
destaque a analise dos critérios nutricionais que proporcionam a maxima producdo de
biocompostos. (BECKER et al, 1996; STANBURY e WHITAKER, 1984; RHODES e

STANBURY, 1997).

3.6.1.1 Preparacdo do pré-indculo

Para determinacdo do tamanho e idade do indculo da espécie selecionada foi
preparado o pré-indculo a partir de culturas-estoque obtidas a 30 °C, durante 24 e 72 horas,
em agar Malte e agar Sabouraud, inclinado. Nesses cultivos em meio sélido foi adicionado
agua destilada esterilizada até obtengdo de uma suspensdo de esporos semelhante a
concentracédo da Escala de MacFarland 3.

O pré-indculo foi preparado transferindo-se aliquotas da suspensdo de esporos para
que se obtivesse a respectiva concentracdo: 3 %, 5 %, 8 % e 10 % (v/v) do volume do
meio. Os Erlenmeyers de 50 mL contendo o volume final de 10 mL de meio liquido foram

mantidos a 30 °C, sob agitacdo (140 rpm) por 24 horas. Para obtengdo do pré-indculo os
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meios utilizados foram: Extrato de Malte, caldo Sabouraud e solucdo de sais adicionados
de gelatina 1% (GARCIA-GARIBAY et al, 1987; NAMPOOTHIRI e PANDEY, 1995;

STANBURY e WHITAKER, 1984).

3.6.1.2 Padronizacdo do indculo

A padronizacdo do inéculo foi feita a partir dos pré-inoculos obtidos no item
3.6.1.1. Cada pre-indculo, nas diferentes concentracdes foi transferindo, respectivamente
para Extrato de Malte, caldo Sabouraud e Solucdo de sais em Erlenmeyers de 125 mL,
obtendo-se um volume final de 40 mL de meio.

Os inoculos, em triplicata, foram incubados a 30 °C e mantidos sob agitacdo (140
rpm) por 72 horas. Ao término do processo de fermentacdo a biomassa foi separada do
extrato enzimatico por centrifugacao de acordo com a metodologia recomendada por Porto

et al (1996). E a atividade enzimatica foi determinada (item 3.4.1).

3.6.1.3 Determinacdo da temperatura 6tima de crescimento

Para se classificar Trichosporon pullulans quanto a temperatura e avaliar a

producdo de protease durante o crescimento foram realizados cultivos detalhados a seguir.

Para obtencdo dos cultivos a 25 °C, 30 °C, 40 °C e 50 °C foi adicionado o indculo
padronizado no item 3.6.1.2 em Erlenmayers de 125 mL obtendo-se um volume final de 40
mL do meio de fermentagdo. Os cultivos em triplicata foram mantidos sob agitacdo (140

rmp).

O crescimento de Trichosporon pullulans foi avaliado determinando-se 0 peso da

biomassa desidratada a 80 °C, utilizando-se papel de filtro INLAB tipo 30. O peso da
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matéria seca foi determinado a cada 12 horas, durante 72 horas. A atividade enzimatica foi

determinada a cada 12 horas como no item 3.4.1.
3.7 Analise das exigéncias nutricionais

Considerando que os fungos, como os demais microrganismos exigem fontes de
carbono, nitrogénio e ions organicos para crescimento e producdo de metabolitos primarios
e secundarios, a partir desta etapa os ensaios foram realizados com a finalidade de se
conhecer as exigéncias nutricionais de Trichosporon pullulans e determinar condi¢des que
proporcionem producdo de proteases em maior quantitativo (KUMAR e TAKAGI, 1999;

RHODES e STANBURY, 1997),.

3.7.1 Influéncia de fontes de carbono e de nitrogénio

Com o objetivo de avaliar a influéncia diferentes fontes de carbono e nitrogénio no
crescimento e na producdo das proteases por Trichosporon pullulans foram analisadas
como fontes de carbono - sacarose e glicose e fontes de nitrogénio - sulfato de aménio e
peptona a 0,5 % e 1,0 %, respectivamente. Os cultivos, em triplicata, foram preparados em
Erlenmeyers de 125mL com 40mL de volume final de meio e mantidos a 30 °C, sob
agitacdo (140 rpm), por 72 horas. (SOARES, 2001). O experimento foi realizado a partir
de culturas padronizadas no item 3.6.1.2. A influéncia de fontes de carbono e nitrogénio no
crescimento da levedura foi verificada através do peso seco da biomassa (item 3.6.1.3). A

atividade enzimatica foi determinada a cada 12 horas (item 3.4.1).
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3.8 Caracterizacao das proteases

3.8.1 Efeito da temperatura e do pH na atividade proteolitica

O efeito do pH na atividade proteolitica foi avaliado utilizando-se os tampdes:
Fosfato 0,1M (6-8) e Carbonato-bicarbonato 0,1M (9-12) (GOMORI, 1955; MOREIRA et
al, 2002; PETINATE et al, 1999). Para cada faixa de pH a atividade enzimatica foi
determinada como no item 3.4.1.

A influéncia da temperatura na atividade proteolitica foi realizada utilizando-se o
extrato enzimatico incubado-o nas temperaturas de 25 °C, 37 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C, 70 °C
e 80 °C. O tempo de incubacdo das amostras foi de 0 a 90 minutos para cada temperatura,
determinando-se atividade enzimatica a cada 10 minutos conforme citado no item 3.4.1

(MOREIRA et al, 2002).

3.9 Teste de degradacéo do colageno

Para determinac&o da atividade colagenolitica foi utilizado o meio de cultura Agar-
Gelatina-leite descrita por Teixeira et al (1996) modificado, sendo colageno sollvel a
Unica fonte de carbono. O meio de cultura foi distribuido em placas de Petri de 15 x 100
mm. Foram feitos cup-plates na superficie do agar-Colageno com um tubo de vidro oco de
8 mm de didmetro. Nesses cup-plates foram adicionados 100 uL do centrifugado das

culturas e incubados a 37 °C durante 18 horas.

A observacdo da reacdo enzimatica positiva foi visualizada com a formacéo de
halos transldcidos em torno dos cup-plates. Para evitar a evaporagdo do filtrado da cultura,
as placas foram protegidas com papel aluminio durante a permanéncia em estufa

microbioldgica.



Este teste foi realizado para verificar se a levedura selecionada produz proteases
com atividade colagenolitica, pois estas enzimas estdo sendo pesquisadas para aplicacao

médica e farmacéutica.
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foram identificados, em nivel especifico, 50 leveduras, pertencentes
aos géneros Candida (78,6 %), Rhodotorula (7,1 %), Saccharomyces (3,6 %) Trichosporon
(10,7 %), observando-se a predominéncia do género Candida. Entre as espécies de
Candida, Candida aquatica (12 %) e Candida albicans (10 %) foram as de maior

frequéncia (Tabela 2).

ESPECIES N° (%) ESPECIES N° (%)
Candida albicans et eerton 5 10 Candida intermedia tmsene o 3 6
Candida aaseri vervene sy cossm 1 2  Candida martinie e 1 2
Candida aquatica ¢ 6 12 Candida mellini o 1 2
Candida bertag ez conzte: 2 4 Candida paludigena (euevea 1 2
Candida blankii sucesevanuen 3 6 Candida pediculosa tene= 2 4
Candida buinensis seeusis 2 4  Candida tenuis oiese o 1 2
Candida cantarelli weserevaren 1 2 Candida valdiviana cirasevaron 1 2
Candida ceferri ceerie o 1 2  Candida vartiovaarai veuveseue 3 6
Candida dendronema ven o wateta 1 2 Rhodotorula minuta s 1 2
Candida entomophila scotetaoanserwan 1 2 Rhodotorula mucilaginosa sresnewarison 2 4
Candida etchellsii 2 4 Saccharomyces cerevisae Meesetans 2 4
Candida guilhermondi «enes 2 4 Trichosporon adeninovorans Vot 1 2
Candida halophila varoweve 1 2 Trichosporon aquatile Heixeowon 1 2
Candida ishiwadae seersccoo 1 2 Trichosporon pullulans pssse 1 2

TOTAL 50

Tabela 2. Freqiéncia de espécies de leveduras representantes do género Candida, Rhodotorula,
Saccharomyces e Trichosporon

Esses resultados estdo de acordo com citados na literatura (BARNETT et al, 1990;
BARNETT et al 2000; FISHER e COOK, 1998), onde se observa a predominancia das
espécies de Candida devido ao fato destas serem parte tanto da micobiota animal quanto da
vegetal. Neves et al (2006) identificaram os seguintes generos Candida, Cryptococcus,

Dekkera, Hansenula, Lipomyces, Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces, Sporobolomyces e
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Trichosporon, entre estas, as de maior frequéncia foram Candida aquatica (12 %) e
Candida tropicalis (10 %).

Proteases sdo enzimas produzidas tanto por fungos filamentosos quanto por
leveduras em diferentes condices de fermentacdo e amplamente utilizadas em diferentes
atividades industriais.

Os resultados obtidos relativos a atividade proteolitica demonstraram que 94 % das
50 leveduras analisadas expressaram reacdo positiva, como citado na tabela 3. Entre esses
microrganismos, em média, a magnitude do diametro do halo correspondeu a 14,6 mm.

Entre as 28 espécies, representantes das 50 leveduras identificadas, os dados
mostraram que os niveis proteoliticos foram diferenciados: 28 % expressaram halos entre
16 mm a 27 mm, em 66 % o didmetro do halo variou de 10 mm a 15 mm e somente 6 %
das espécies demonstraram reacdo negativa (Tabela 3). Nessas condicdes analiticas
Trichosporon pullulnas e Candida martinie foram as espécies que demonstraram a maior

atividade proteolitica 27 e 26 mm, respectivamente (Figura 3).
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Espécies

Atividade proteasica
(Halos em mm)

Espécies

Atividade proteasica
(Halos em mm)

Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida aaseri
Candida aquatica
Candida aquatica
Candida aquatica
Candida aquatica
Candida aquatica
Candida aquatica
Candida bertae
Candida bertae
Candida blankii
Candida blankii
Candida blankii
Candida buinensis
Candida buinensis
Candida cantarelli
Candida ceferri
Candida dendronema
Candida entomophila
Candida etchellsii
Candida etchellsii

15
16
13
12
14
13
10
10
10
10
15
19
10
12
12
16
13
15
13
25

24
13
14

Candida guilhermondi
Candida guilhermondi
Candida halophila
Candida ishiwadae
Candida intermedia
Candida intermedia
Candida intermedia
Candida martinie
Candida mellini

Candida paulidigena
Candida pediculosa
Candida pediculosa
Candida tenuis

Candida valdiviana
Candida vartiovaarai
Candida vartiovaarai
Candida vartiovaarai
Rhodotorula minuta
Rhodotorula mucilaginosa
Rhodotorula mucilaginosa
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Trichosporon adeninovorans
Trichosporon aquatile
Trichosporon pullulans

24
12
16
25
19
15
26
12
10
25
12
12
13
10
14
11
18
12
10
10
10
17
15
27

Tabela 3. Deteccao de atividade proteolitica em espécies de leveduras, apos inoculagdo do extrato
enzimatico (100pL) em meio sdlido e incubagéo a 37 °C, por 18 horas
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Figura 3. Espécies de leveduras que expressaram as maiores atividades proteoliticas em meio sélido, durante
18 horas, a 37 °C, em Agar gelatina-leite pH 5,0
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PICHOVA et al (2001) analisaram leveduras fazendo referencia a producdo de
proteases extracelular por Candida albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. lusitaniae
Em outros estudos, NEVES et al (2006) ao analisarem 50 linhagens de leveduras
proteoliticas, selecionaram como maior produtora Candida intermedia. De acordo com tais
resultados pode-se inferir que leveduras podem ser fontes promissoras de proteases
extracelulares.

O método qualitativo para deteccdo da atividade proteolitica oferece muitas
vantagens como, melhor evidenciacdo da zona de reacdo, exclusao do crescimento celular
na superficie do meio (TEIXEIRA et al, 1996; VERMELHO et al, 1996). Porém este
método se baseia apenas em detectar se 0 microrganismo produz ou ndo a enzima.
Fundamentando-se nessa conclusdo, as amostras de leveduras foram submetidas a anélise
quantitativa para selecionar a espécie de maior atividade proteolitica.

Os dados da tabela 4 comprovaram os resultados obtidos em meio sélido, das 50
amostras de leveduras 94 % expressaram atividade proteésica positiva e somente 3 (6 %)
ndo produziram proteases. Nestas analises Trichosporon pullulans produziu os maiores
niveis de atividade proteasica 420 U/mL enquanto que Candida martinie apenas 120 U/mL
(Tabela 4). Conforme esses dados, a atividade proteolitica expressada por Trichosporon
pullulans foi 71,43 % superior a de Candida martinie. Esses resultados foram similares aos
encontrados por Ray et al (1992) quando analisaram Cryptococcus albidus e Candida
albicans, em diferentes condicOes de fermentacdo e Neves et al (2006) analisando

diferentes espécies de Candida.
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Espécies Atividade proteasica Espécies Atividade proteasica
(U/mL) (U/mL)

Candida albicans 133,33 £ 0,00 Candida guihermondi 186,66 + 0,00
Candida albicans 171,11 £ 0,19 Candida guilhermondi 166,66 + 0,00
Candida albicans 180,00 + 0,00 Candida halophila 0,00 = 0,00
Candida albicans 223,33 +£0,00 Candida ishiwadae 164,44 + 0,38
Candida albicans 126,66 + 0,00 Candida intermedia 266,66 + 0,00
Candida aaseri 120,00 + 0,00 Candida intermedia 226,66 + 0,00
Candida aquatica 120,00 + 0,00 Candida intermedia 306,66 + 0,00
Candida aquatica 120,33 + 0,58 Candida martinie 120,00 + 0,00
Candida aquatica 179,66 + 0,58 Candida mellini 173,33 £ 0,00
Candida aquatica 258,33 £ 0,57 Candida paulidigena 133,33+ 0,00
Candida aquatica 181,00 + 0,00 Candida pediculosa 120,00 + 0,00
Candida aquatica 166,66 + 0,38 Candida pediculosa 120,22 + 0,19
Candida bertae 140,00 + 0,00 Candida tenuis 126,66 + 0,00
Candida bertae 159,87 + 0,21 Candida valdiviana 153,33 + 0,00
Candida blankii 153,33 £ 0,00 Candida vartiovaarai 153,33 £ 0,00
Candida blankii 193,33+ 0,00 Candida vartiovaarai 140,00 + 0,00
Candida blankii 113,33 £ 0,00 Candida vartiovaarai 120,00 + 0,00
Candida buinensis 153,33+ 0,00 Rhodotorula mi,nuta 165,33 £ 0,58
Candida buinensis 146,64 + 0,03 Rhodotorula mucilaginosa 120,00 + 0,00
Candida cantarelli 133,00 £ 0,58 Rhodotorula mucilaginosa 126,66 + 0,00
Candida ceferri 0,00 + 0,00 Saccharomyces cerevisiae 119,66 + 0,58
Candida dendronema 0,00 + 0,00 Saccharomyces cerevisiae 140,00 + 0,00
Candida entomophila 106,66 + 0,00 Trichosporon adeninovorans 260,00 + 0,00
Candida etchellsii 113,33+ 0,00 Trichosporon aquatile 140,00 + 0,00
Candida etchellsii 166,66 + 0,00 Trichosporon pullulans 420,00 + 0,00

Tabela 4. Atividade proteolitica de espécies de leveduras, em Extrato de Malte + gelatina 1 %, pH 6,0, a 30
°C, sob agitacdo (140 rpm) por 72 horas

As andlises realizadas para detectar fatores de patogenicidade de Trichosporon

pullulans observou-se o crescimento positivo a 37 °C e atividade ureasica positiva fraca e

ndo foi detectada atividade fosfolipasica. Os resultados obtidos neste estudo ndo séo

suficientes para classificar Trichosporon pullulans como patogénico, pois a habilidade de

produzir fatores patogénicos é variavel entre linhagens, fatores isolados ndo podem

determinar a viruléncia de qualquer espécie fungica. O mecanismo de patogénese dos

fungos envolve muitos fatores, entre os quais podem ser citados a capacidade de adeséo

celular, producéo de fosfolipase, urease, crescimento a 37 °C e a adaptacdo morfogenética

as condigdes do hospedeiro (NEVES et al, 2006).
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A contagem de células viaveis se realiza rotineiramente em processos industriais,
esse procedimento permite analisar a estado fisioldgico das culturas e também detectar
uma possivel contaminacdo das amostras (BECKER et al, 1996; BROCK et al, 1994;
RHODES e STANBURY, 1997, NEVES et al, 2006). Com a finalidade de enumeracédo das
células vivas foi realizado o método de contagem de células vidveis associada a
determinacdo do quantitativo de UFC (Unidades Formadoras de Coldnia). Os ensaios
realizados para se determinar a viabilidade celular de Trichosporon pullulans, confirmaram
0 crescimento dessa espécie nos meios de cultura testados (4gar Sabouraud e agar malte).
Nas condices experimentais verificou-se o crescimento desta espécie, foi 5,4 x 10° UFC

em 48 horas.

Na producdo de enzimas ndo s6 o nimero de células influencia, mas também o
meio usado para fermentacdo, a temperatura usada para crescimento do microrganismo e a

idade do inéculo (Papagianni e Moo-Young, 2001, NEVES et al, 2006).

A figura 4 demonstra o desempenho de Trichosporon pullulans quando se utilizou
diferentes concentragdes de in6culos em fermentacdo submersa. Os resultados mostraram
que a maior atividade proteolitica (446,66 U/mL) foi obtida com in6culo equivalente a 10
% do volume de meio, meio de fermentagdo Extrato de Malte suplementado com gelatina 1

% e cultura estoque (CE) com 24 horas de crescimento em agar Malte.

Os resultados evidenciaram que o tamanho e a idade do indculo influenciaram
diretamente na secrecdo de protease, tanto que, o aumento da atividade foi diretamente
proporcional ao aumentou da concentracdo do inodculo quando se utilizou cultura estoque
(CE) com 24 horas, o inverso foi observado com a cultura estoque (CE) obtida em 72 horas

(Figura 4).
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Outros parametros que influenciam no rendimento enzimatico sdo a composicado do
meio, temperatura, periodo de incubacdo, e a capacidade de germinacdo dos esporos
(STANBURY E WHITAKER, 1984; TEIXEIRA, 1997; PAPAGIANNI e MOO-YOUNG,
2002; NEVES et al, 2006). Esses resultados estdo de acordo com os resultados obtidos por
Nampoothiri & Pandey (1995), Papagiannie & Moo-Young (2001), Neves et al (2006) e
Lima et al (2009) onde a atividade enzimatica foi diretamente influenciada pela
concentracdo e idade do inéculo. Em seu trabalho com enzimas lignoceluloliticas de
Pleurotus ostreatus Alexandrino et al (2009) verificaram a producdo da enzima foi

influenciada pelo crescimento flngico.
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Figura 4. feito do tamanho e idade do in6culo em diferentes meios de cultura, na producdo da protease
produzida por Trichosporon pullulans. (A) Extrato de Malte; (B) Solugdo de Sais; (C) Caldo Sabouraud,

todos suplementados com gelatina 1 %
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A temperatura tem influéncia no crescimento e na sobrevivéncia dos
microrganismos, e consequentemente, na producdo de metabolitos primarios e secundarios.
Usualmente o alcance de temperatura para um organismo viavel esta em torno de 30 °C e
40 °C, embora alguns microrganismos apresentem uma tolerancia maior que outros
(BROCK et al, 1994; NEVES et al, 2006; LOPES et al 2009).

Na figura 4 estdo citados os dados relativos ao crescimento de Trichosporon
pullulans. Esses resultados demonstraram que a 50 °C essa espécie expressou crescimento
tipico nas condicdes experimentais: a fase de adaptacdo durante 24 horas (biomassa = 0,47
mg/mL). A fase exponencial e estacionaria foram observadas a cada 12 horas a partir de 36
horas (biomassa = 0,88 mg/mL) e a fase de declinio a partir de 48 horas (biomassa = 0,95
mg/mL). Nas temperaturas de 25 °C e 40 °C ndo foi observada a fase de adaptacao,
verificando-se, no entanto que entre 12 e 48 horas, T. pullulans apresentou crescimento
similar, nesse periodo a média da biomassa correspondeu a 2,38 mg/mL. Nessas condicdes
foi observada fase de declinio a 40 °C e a 25 °C a levedura permaneceu em crescimento.

Trichosporon pullulans expressou crescimento maximo (3,46 mg de biomassa/mL)
a 30 °C, em 36 h de fermentacdo, sendo esta 72,55 % maior que biomassa observada de 50
°C (biomassa = 0,95 mg/mL), nessa temperatura o crescimento de T. pullulans foi do tipo
diduxico.

O crescimento diauxico ocorre como consequiéncia de repressdo catabdlica, quando
duas fontes de energia encontram-se disponiveis no meio de cultura, 0 microrganismo
utiliza inicialmente, uma das fontes. Ao término desta 0 microrganismo inicia 0 consumo
da outra fonte disponivel que se expressa por uma nova fase exponencial (BROCK et al,
1994; CRUEGER e CRUEGER, 1990). Provavelmente nessas condi¢des de cultivo T.
pullulans tenha utilizado uma fonte resultante do metabolismo da gelatina usada como

substrato indutor.
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Figura 5. Influéncia da temperatura no crescimento de Trichosporon pullulans nos cultivos realizados em 40
mL de Extrato de Malte + gelatina 1%, sob agitacdo (140 rpm), em diferentes temperaturas

A temperatura constitui outro parametro critico que influencia na producdo de
enzima, precisa ser controlado e varia de organismo para organismo (NEVES et al, 2006).
A figura 5 expressa o efeito da temperatura na protease produzida por T. pullulans,
analisada entre 25 °C e 50 °C, utilizando indculo a 10 %. Observou-se que as atividades

proteoliticas foram detectadas a partir de 12 horas em todas as temperaturas testadas.

A maxima atividade proteolitica produzida por T. pullulans foi 513,33 U/mL a 30
°C no periodo relativo a 36 horas (Figura 6). Os resultados demonstraram que a producgédo
da protease acompanhou a fase de crescimento exponencial, sendo méxima producédo de
biomassa, também, em 36 horas (Figura 6). Estes resultados estdo de acordo com as
citacOes de Porto et al (1996); Petinate et al (1999) e Chantawannakul et al (2002) e Neves
et al (2006). De acordo com esses resultados pode-se inferir que a melhor temperatura de
crescimento serd a melhor temperatura para producao da protease. Alexandrino et al (2010)
em suas analises concluiram que Pleurotus ostreatus produziu a enzima entre 30° C e 40°

C, temperaturas onde ocorreu as maiores taxas de crescimento.
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Verificou-se ainda que os menores niveis de producdo da protease de T. pullulans
ocorreram a 50 °C demonstrando atividade maxima de 280,00 U/mL, no periodo de 24
horas de fermentacdo, correspondendo a um decréscimo de 45,46 % quando comparado
aos niveis maximos da producdo da enzima que ocorreu a 30 °C, em 36 horas (513, 33

U/mL).

Em todas as temperaturas, houve reducdo da atividade enzimatica a partir de 36
horas e desrepressdo a partir de 48 horas, provavelmente essa acdo repressora esteja
correlacionada com presenca de biocompostos do metabolismo de T. pullulans, condicéo
observada no cultivo de outros microrgarnismos (BROCK et al, 1994; RHODES e

STANBURY, 1997; STANBURY e WHITAKER, 1984).
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Figura 6. Influéncia da temperatura na producdo da protease produzida por Trichosporon pullulans nos
cultivos realizados em 40 mL de Extrato de Malte + gelatina 1%, sob agitacdo (140 rpm), em diferentes
temperaturas

Microrganismos requerem fontes de carbono, nitrogénio, oxigénio, hidrogénio e
ions inorganicos como fonte de energia exdgena para seu crescimento. Fontes de carbono
sd0 necessarias para producdo de massa celular e metabolitos (primarios e secundarios) e
também como fontes de energia. (KUMAR e TAKAGI, 1999; RHODES e STANBURY,

1997; GONCALVES, 2007)

Os experimentos realizados para investigar o efeito diferentes de fontes de carbono
no crescimento de T. pullulans estdo demonstrados na figura 6. Observa-se que T.
pullulans cresceu no meio suplementado com fontes de carbono, sendo que o crescimento
maximo correspondeu a biomassa de 6,18 mg/mL em meio suplementado com sacarose 1
% durante o inicio da fase estaciondaria (48 horas). Observou-se, também, consideravel

biomassa (5,94 mg/mL) quando sacarose 0,5 % foi adicionada ao meio de fermentacao.
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Outros autores observaram crescimento consideravel quando sacarose foi adicionada ao
meio (CRANDALL e EDWARDS, 1987; FENG et al, 2001; SHIMIZU et al, 1987,

GONCALVES, 2007, FREITAS e PINTO, 2009).

A presenca de glicose, mesmo associada com sacarose em ambas concentracdes,
promoveu as menores taxa de crescimento correspondendo em média a 3,38 mg/mL.
Crandall e Edwards (1987) verificaram um decréscimo na producdo de proteases e no
crescimento de Candida albicans quando glicose foi adicionada ao meio. Petinate et al
(1999) investigaram a influéncia de fontes de carbono no crescimento e na producdo de
proteases por Streptomyces cyaneus e observaram uma reducdo na producdo da enzima e
no crescimento do microrganismo quando o meio de fermentacdo foi suplementado com
glicose. Estes resultados reforcam a afirmacdo de repressdo catabolica pela presenca de
glicose e sugerem que o crescimento de por Trichosporon pullulans foi parcialmente
inibido pela adi¢do de glicose.

Analisando os resultados obtidos verificou-se que a composicdo do meio pode
influenciar a producdo de proteases como citado por Vermelho et al (1996), Petinate et al

(1999); Lopes et al (1999); Freitas e Pinto (2009)
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Figura 7. Influéncia de diferentes fontes de carbono no crescimento de Trichosporon pullulans. GLIC.=
Glicose, SAC.= Sacarose, GLIC.+ SAC.= Glicose+ Sacarose [0,5% e 1,0%]

Os experimentos realizados para investigar a influéncia de diferentes de fontes de
carbono na producdo de proteases por Trichosporon pullulans estdo demonstrados na
figura 7. Trichosporon pulullans cresceu no meio adicionado glicose e sacarose em
diferentes concentracdes.

Quando Trichosporon pullulans foi cultivado em glicose 0,5 % as maiores
atividades proteoliticas (198,00 U/mL e 183,66 U/mL) foram determinadas em 12 e 24
horas. Com glicose 1,0 % no mesmo periodo de fermentacdo as maximas atividades
proteoliticas foram 165,98 U/mL e 178,00 U/mL, a partir desse horario com essa
concentracdo de fonte de carbono houve decréscimo da atividade proteolitica.

Niveis maiores (337,33 U/mL e 580,00 U/mL) e equivalente de proteases foram
observados com 0,5 % e 1 % de sacarose em 36 horas. Associacdo de fontes de carbono
(glicose + sacarose 0,5 %) promoveu a reducdo subsequentes das atividades proteoliticas

cujos valores determinados foram 228, 54 U/mL e 223,69 U/mL em 24 e 36 horas,
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respectivamente. Em idénticas condicdes de fermentacdo, mas utilizando-se glicose +
sacarose 1,0 % o nivel enziméatico maximo correspondeu a 256,36 U/mL em 24 horas.
Esses resultados demonstraram que a atividade de protease, na fermentacdo com
Trichosporon pullulans, foi superior quando se utilizou sacarose 1 % comparando-se aos
demais substratos. No entanto, a reducdo da atividade proteasica foi destacada no meio
contendo glicose quando comparada com a eficiéncia de sacarose 1,0 % e 0,5 %,
respectivamente. Varios trabalhos tém indicado a reducdo na producdo de proteases por
repressdo catabolica, fendmeno que comumente ocorre na presenca de glicose
(CHANTAWANNAKUL et al, 2002; PETINATE et al, 1999; TEIXEIRA, 1997).
Samaranayake et al (1984) e Ross et al (1990) observaram que quando glicose foi
associada ao meio Candida albicans produziu proteases em baixos niveis, ocorrendo uma
reducdo de 32 %. Nos trabalhos de Vermelho et al (1996) esta demonstrado o aumento na
producdo de proteases quando o meio foi suplementado com sacarose e glicerol. Quando
esses autores usaram somente glicose como fonte de carbono eles observaram acentuada
reducdo na producdo da enzima. O mesmo efeito foi detectado por Feng et al (2001) sendo
que a reducdo na atividade proteolitica foi de 43 % nos cultivos der Bacillus pumilus, na

presenca de glicose.
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Figura 8. Influéncia de diferentes fontes de carbono na producéo da protease de Trichosporon pullulans.
GLIC.= Glicose, SAC.= Sacarose, GLIC.+ SAC.= Glicose+ Sacarose [0,5% e 1,0%]

Muitos microrganismos utilizam o nitrogénio tanto em sua forma organica como
inorganica para metabolizar a producdo de aminoacidos, &cidos nucléicos, proteinas,
compostos de parede e metabdlitos (BROCK et al, 1994; KUMAR e TAKAGI, 1999

GONCALVES, 2007, FREITAS e PINTO, 2009)

O efeito da presenca de fontes de nitrogénio no crescimento de T. pullulans foi
avaliado através do peso seco da biomassa (Figura 8). Ao observar os resultados verificou-
se que o crescimento maximo de Trichosporon pullulans ocorreu no meio suplementado
com peptona 1,0 % correspondendo a biomassa de 8,68 mg/mL, durante o final da fase de
crescimento (36 horas).

Com peptona 0,5 % a maxima biomassa produzida correspondeu a 7,55 mg/mL. Do

ponto de vista industrial torna-se mais vantajoso escolher peptona 0,5 % que peptona 1 %
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visto que, com essa concentracdo foi verificada a producédo de proteases em maiores niveis
e também por motivos econdmicos.

Os menores valores de biomassa foram obtidos nos meios de fermentacao
suplementados com sulfato de amonio, em ambas concentracdes, sendo o0s valores
méaximos (biomassa = 5,05 mg/mL e 4,73 mg/mL). Resultados semelhantes foram obtidos
por Ross et al (1990), em pesquisa para verificar a influéncia de fontes de nitrogénio no
crescimento e producdo de proteases por Candida albicans observaram que ao adicionar
sulfato de amonio 2 % ocorreu crescimento e producdo de proteases em baixas

quantidades.
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Figura 9. Influéncia de diferentes fontes de nitrogénio no crescimento de Trichosporon pullulans. S.A.=
Sulfato de aménio, PEP.= Peptona, S.A.+ PEP.= Sulfato de am6nio+Peptona [0,5 % e 1,0 %]
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Os resultados realizados para verificar a influéncia de fontes de nitrogénio na
producdo de proteases de Trichosporn pullulans estdo apresentados na figura 9.

Dentre as fontes de nitrogénio analisadas a maior atividade proteolitica (755,55
U/mL) foi detectada no meio suplementado com peptona 0,5%, em 36 horas de
fermentacdo. No mesmo periodo, com peptona 1,0 % a atividade proteasica foi igual a
666,66 U/mL, verificando-se decréscimo equivalente a 11,76 % nessas condi¢Oes de
cultivo. Na fermentacdo realizada somente com sulfato de aménio 0,5 % e 1 % como
substrato, proporcionou a reducdo de 26,76 % e 30,07 % da atividade protedsica,
respectivamente. Com sulfato de aménio + peptona os resultados foram aproximadamente
semelhantes, contudo a eficiéncia desses substratos foi superior (6,03%) a sulfato de
amonio 0,5% e 1,0%.

Em outros estudos, a presenca de diferentes fontes de nitrogénio aumentou a
producdo de proteases, porém, altas concentracdes podem inibir a sintese dessas enzimas,
conforme dados obtidos por Crandall e Edwards (1987), Kumar e Takagi, (1999), Shimizu
et al (1987), Freitas e Pinto (2009)

Nos trabalhos realizados com outras leveduras (Candida albicans e Candida
parapsilosis) foi observado que peptona proporcionou o aumento na atividade proteolitica

(CRANDALL e EDWARDS, 1987; RUCHEL et al, 1986).
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Figura 10. Influéncia de diferentes fontes de nitrogénio na producéo da protease de Trichosporon pullulans.
S.A.= Sulfato de aménio, PEP.= Peptona, S.A.+ PEP.= Sulfato de aménio+Peptona [0,5 % e 1,0 %]

O pH afeta a producdo de enzimas e esta diretamente relacionado com o tipo de
protease. Proteases de microrganismos sdo classificadas em &cidas, neutras e alcalinas
(RAO et al, 1998).

Para avaliar o efeito do pH na atividade proteolitica foram utilizados os tampdes:
fosfato 0,1M (6-8) e carbonato-bicarbonato de sédio 0,1M (9-12).

Com base nos resultados obtidos a protease produzida por Trichosporon pullulans
apresentou pH étimo 8,0 (Figura 11). Os resultados obtidos neste estudo sugerem que a
protease produzida por Trichosporon pullulans classifica-se como protease neutra (pH
6timo 8,0). Esses resultados estdo de acordo com os experimentos realizados por Ruchel et

al (1986), Nelson e Young (1987), De Marco e Felix (2002) e Lopes et al (2009) com
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Candida parapsilosis, Candida olea, Candida e Trichoderma harzianum respectivamente,

0s quais apresentaram atividade proteolitica entre pH 6,2 e 9,0.
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Figura 11. Efeito do pH na atividade proteolitica de Trichosporon pullulans. O extrato enzimatico foi
analisado usando azocaseina 1 % como substrato, em tampéo fosfato 0,1M (6-8) e carbonato-bicarbonato de
sodio 0,1M (9-12)

A influéncia da temperatura no extrato enzimatico de Trichosporon pullulans foi
analisada, em diferentes temperaturas (25 °C, 37 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C, 70 °C e 80 °C)
usando tampéo fosfato 0,1M (pH 8,0).

A maior estabilidade térmica da protease produzida por Trichosporon pullulans foi
observada a 37 °C onde a enzima manteve 100 % de sua atividade durante 40 minutos de

incubacéo, s6 perdendo 50 % de sua atividade a 50 °C, em 40 minutos. Na temperatura de

40 °C, a enzima demonstrou 97 % de estabilidade até 40 minutos de incubag&o (Figura 12).



60

Foi observado, também, que na temperatura de 25 °C ocorreu uma reducdo na
atividade proteolitica, onde a méxima atividade correspondeu a 74,24 % de atividade
residual quando comparada a méaxima atividade (880 U/mL) obtida a 37 °C.

De acordo com a figura 12 observa-se que a enzima comegcou a ser afetada a partir
de 50 °C, sendo que nas temperaturas de 70 °C e 80 °C, a enzima mostrou-se menos estavel
atingindo 40,15 % e 34, 73 % de maxima atividade residual, comparando-se a maxima
atividade obtida em 37 °C, esse resultado sugere que a enzima sofreu desnaturacao.

Resultados semelhantes foram obtidos para proteases produzidas por Streptomyces
alboniger e Streptomyces cyaneus, onde as enzimas foram inativadas quando incubadas a
60 °C por 30 minutos (LOPES et al, 1999; PETINATE et al, 1999)

Moreira et al (2002) observaram reducdo na atividade proteolitica em temperaturas
superiores a 60 °C, em 60 minutos de incubacdo em trabalhos realizados com Nocardiopsis
sp.

Nelson e Young (1987), De Marco e Felix (2002) e Chantawannakul et al (2002),
analisando proteases de Candida olea, Trichoderma harzianum e Bacillus subtilis,

respectivamente, verificaram que protease secretada apresentou maior estabilidade a 37 °C.
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Figura 12. Termoestabiliade da protease produzida por Trichosporon pullulans.O extrato enzimatico foi
analisado usando azocaseina 1%. A atividade enzimatica foi determinada a cada 10 minutos

As colagenases de microrganismos possuem a capacidade de hidrolisar o colageno
nativo como o colageno desnaturado, representando assim, uma fonte promissora para
pesquisas e aplicacbes biotecnoldgicas (JUNG et al, 1998; ZIMMER et al, 2009). As
colagenases possuem pH 6timo entre 7,5 — 8,0, temperatura 6tima 37 © C (TRAN e
NAGANO, 2002).

Quanto a utilizacdo das colagenases, pode-se afirmar que as possibilidades sdo
bastante variadas. Uma delas é o debridamento enzimatico de ferimentos, pela capacidade
dessas enzimas degradarem o colégeno dos tecidos necrosados e facilitarem a cicatrizag&o.
Seu uso, com essa finalidade ocorre ha bastante tempo e uma das colagenases produzidas
por C. histolyticum, a clostriopeptidase A, é também utilizada com esse objetivo.

Resultados animadores foram obtidos em um estudo de fase 11, utilizando uma colagenase
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injetavel no tratamento de Contratura de Dupuytren, uma condi¢do que usualmente requer
tratamento cirdrgico e intervencdes recorrentes (ZIMMER et al, 2009).

Nas andlises realizadas para se verificar a capacidade de Trichosporon pullulans
degradar colageno observou-se reacdo positiva e a dimensdo do halo correspondeu a 28
mm (Figura 12). Matsushita et al (1994) investigaram o uso de colagenases de Clostridium
perfrigens no tratamento de escaras e verificaram que a cicatrizacdo foi mais acelerada e o
processo inflamatorio menos intenso. Cheng et al (1999) observaram uma reducédo de 86%
do volume de cicatrizes hipertroficas (queldides), in vivo, usando no tratamento
colagenases de bactérias. Lima et al (2009) estudaram uma cepa de Candida albicans

produtora de colagenase com resultados promissores para a producao industrial.

Figura 12. Halo de degradacdo do coldgeno produzido por Trichosporon pullulans, em meio solido e
colageno como fonte de carbono
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5.0 CONCLUSOES

Nas condicdes analisadas Trichosporon pullulans apresentou as maiores atividades
proteoliticas nos testes qualitativos e quantitativos. Sendo a temperatura 6tima para obter
maior crescimento e altos niveis de producdo de proteases foram a 30 °C. A fonte de
carbono que proporcionou atividades proteoliticas e crescimento expressivo foi sacarose
1,0 %. Glicose, mesmo quando associada com sacarose, demonstrou efeito repressor sobre
o crescimento de T. pullulans e a producdo da protease. Os maiores niveis de producao da
protease foram obtidos com peptona 0,5 % como fonte de nitrogénio e peptona 1,0 % para
o0 crescimento de T. pullulans. A presenca de sulfato de amdnio, em ambas concentragdes,
inibiu parcialmente o crescimento da levedura e a atividade proteolitica. A protease
produzida por Trichosporon pullulans apresentou estabilidade em pH 6timo 8,0 e
temperatura de 37 °C; Trichosporon pullulans degradou colageno, em meio so6lido,
produzindo halos transldcidos, sendo um microrganismo potencial para uso biotecnolégico

e industrial.
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ANEXOS

1.0 Meios de cultura

1.1 Agar-Malte

Extrato de malte (DIFCO) .......cccccovvvevieiieiienenn, 30¢
AGAT <o 159
Agua destilada .........cocoevvevcreeeeeeeec e, 1000 mL
pH=5,5

Dissolver o agar e o extrato de malte em &gua destilada, aquecendo-os em banho-

maria. Distribuir em tubos e esterilizar a 120 °C, durante 15 minutos.

1.2 Agar-Sabouraud

DEXIIOSE ...ovveiiiiiieciiie et 409
PEPLONa ..o 10¢g
AGAT i 159
Agua destilada ...........coovevveveeieeeeeeeen, 1000 mL

Dissolver o 4gar em 1000 mL de &gua destilada, aquecendo-o em banho-maria.
Adicionar a dextrose e a peptona, misturando-as bem. Entdo autoclavar a 120 °C, durante

15 minutos.

1.3 Agar-Agua (1,8%)
AGAr (1,8%0) oo, 18¢

Agua destilada ............ccoeeveereeeeeeeeeen, 1000 mL

Dissolver o 4gar em 1000 mL de agua destilada, aquecendo-o em banho-maria.
Entdo autoclavar a 120 °C, durante 15 minutos. Distribuir em placa de Petri com o0s

devidos cuidados assépticos.
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1.4 Agar-Gelatina- leite

AGAT oot 99

Tampédo citrato-fosfato 0,1M pH 5,0 ................ 400mL
Solucéo de leite 10%0 ......ooovveeieeieieiiiereeeee 50mL
Solucdo de gelatina 10% ........cccccevvevveieeniecinnnnnn 50mL

Dissolver o &gar no tampéo, homogenizar em banho-maria ou agitador magnético
com aquecimento. Autoclavar a 120° C por 15 minutos. Deixar esfriar aproximadamente a
60 ° a 50° C. Para o obtencdo do agar-gelatina-leite as solugdes esterilizadas de agar,
gelatina e leite foram misturadas, com os devidos cuidados assépticos. Entdo distribuir em
placa de Petri e levar para refrigeracdo (4°C) por aproximadamente uma hora, logo em

seguida, foram feitos “cup-plate”, onde foi inoculado o extrato.

1.5 Agar-Colageno

AGA <o 99
Tampao citrato-fosfato 0,AM pH 5,0 ................ 500mL
Colageno SolUVel .........cccoooveeiieiee e, 5¢

Dissolver o dgar em 450 mL de tampdo, homogenizar em banho-maria ou agitador
magnético com aquecimento. Deixar esfriar aproximadamente a 60 © a 50° C. Dissolver 5g
colageno em 50 mL de tampdo. Misturar bem as duas solucdes até homogenizar.
Autoclavar a 120° C por 15 minutos. Entdo distribuir em placa de Petri e levar para
refrigeragdo (4°C) por aproximadamente uma hora, logo em seguida, foram feitos “cup-

plate”, onde foi inoculado o extrato.

1.6 Fosfolipase

DEXIIOSE ...ovveeiiieeciee e 409
PEPLONa ..o 10¢g
AGAN <. 18 ¢
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Cloreto de SOI0 ......vceevveeeiiieeciee e, 0,45625 g
Cloreto de CAICIO .....covveeiciieiiee e 1,3875 ¢
Agua destilada ..............ccoeeveerieiiseiisene 1000 mL
pH=6,9

Dissolver o 4gar em 1000 mL de &gua destilada, aquecendo-o em banho-maria.
Deixar esfriar e adicionar os demais componentes do meio. Cuidado ao acrescentar a gema
de ovo, pois é sem clara e sem quebra-la. Entdo autoclavar a 120 °C, durante 15 minutos.

Distribuir em placa de Petri com os devidos cuidados assépticos.

1.7 Agar-Christensen (Urease)

Solucéo A
Bio gelytone ... 1049
GlICOSE .. 109
Cloreto de SOdI0 .......ccocovvveeieeiecieceee e 500
Fosfato MONOPOLASSICO .......cvvveveiieireie e 2,09
UIBIA oo 20,09
Vermelho fenol ........occoveeiiiiiieie e 12,0 mg
Solucéo B
AGAN <o 159
Agua destilada ..........cccoooveeveeeeieieeeeeeee e, 900 mL

pH=68

Dissolver 29 g do meio desidratado (solugéo A), esterilizar por filtracdo. Dissolver
0 agar em agua destilada, aquecer e ferver ata a dissolucdo completa. Autoclavar a 120 °C
durante 15 minutos. Deixar esfriar (50 °C) e adicionar a solugdo A assepticamente.

Distribuir em tubos de ensaio.
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1.8 Extrato de Malte (Gelatina 1%o)

Extrato de malte ........ccoovveeiinienieneee e 15¢
Gelatina 1% .....cocveeeecieceee e 10g
Agua destilada ..............ccoeeveerieiiseiisene 1000 mL

Dissolver o extrato de malte em 1000 mL de &gua destilada, homogenizar até
completa dissolucdo. Em seguida acrescentar a gelatina e entdo aquecer a 40 °C sob

agitacdo. Distribuir em erlenmayers e entdo autoclavar a 120 °C durante 15 minutos.

1.9 Meio de cultura: solucéo de sais (Garcia-Garibay et al, 1987)

Extrato de levedura ...........cccccevveiveinicicvecce e, 29
(NH4)2 SO4 it e lg
KH2POyg oo 0,5¢g
MO SO i 0549
Gelatina 1% .....coovveveeeiece e 10g
Agua destilada ............cccoeeveeeeeieeieeeeeen, 1000 mL
PH=55

Dissolver cada um dos componentes menos a gelatina em 1000 mL de &gua
destilada, homogenizar até completa dissolugdo. Em seguida acrescentar a gelatina e entdo
aquecer a 40 °C sob agitacdo. Distribuir em erlenmayers e entdo autoclavar a 120 °C

durante 15 minutos.

1.10 Caldo Sobouraud

PEPLONa ..o 10¢g
Gelatina 1% .....ccocveeieeceece e 10g
Agua destilada ...........cccoeeveveeeeeeeeeeeeen, 1000 mL
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Dissolver a peptona em 1000 mL de &gua destilada, homogenizar até completa
dissolucdo. Em seguida acrescentar a gelatina e entdo aquecer a 40 °C sob agitagéo.

Distribuir em erlenmayers e entdo autoclavar a 120 °C durante 15 minutos.

1.10 Corn Meal

Corn Meal ..o, 509
Agar bacteriol0gico...........covvvvevvereseeeieeeiean, 159
Agua destilada .............cccoeevveieereseieen, 1000 mL
PH =6,0

Dissolver 17 g em 1000 mL de agua destilada, homogenizar até completa

dissolucdo. Autoclavar a 120 °C durante 15 minutos.

2. Solucgdes

2.1 Solucéo de Gelatina (10%0)

Dissolver 5g de gelatina em 50mL da solucdo tampé&o, deixar em repouso por trés
minutos e homogenizar. Usar um agitador magnético para dissolu¢do completa e depois

esterilizar a 120° C por 15 minutos.

2.2 Solucédo de Leite (10%)

Dissolver 5g de leite desnatado em 50mL de dgua destilada esterilizada.
Esterilizar a solucdo vapor fluente (autoclave com a valvula aberta ou em panela de

pressdo) durante 15 minutos por dois dias consecutivos.

2.3 Azocaseina (1%o)

Dissolver 0,1 g de azocaseina em 10 mL de Tris-HCI 0,2 M pH 7,2 contendo

CaCl; 1,0 mM. A solucéo de azocaseina deve ser protegida contra luz.

2.4 Acido Tricloroacético (10%)



73

Pesar 10 g de acido tricloroacético e diluir em 100 mL de agua destilada.

Homogenizar em agitador magnético até completa dissolucéo.

2.5 NaOH (1 M)

Pesar 4 g de NaOH e diluir em 100 mL de agua destilada. Homogenizar em

agitador magnético até completa dissolucéo.

3.0 Tampdes

3.1 Citrato-fosfato (pH=5,0; 0,1M)

Solucéo-Estoque

Solucdo A: dissolver o &cido citrico 19,21 g em 200 mL de agua destilada e
completar o volume para 1000 mL.
Solucdo B: dissolver 26, 80 g de fosfato de sodio dibasico em 100 mL de agua

destilada e completar o volume para 1000 mL.
Solucéo Uso
Retirar 243 mL da solucdo A + 257 mL da solucdo B, homogenizar e aferir o pH, se

necessario ajustar.

3.2 Tris-HCI (pH=7,2; 0,2M) contendo CaCl, 1,0 mM

Solucéo-Estoque

Solucdo A: dissolver o 24,29 g de Tris (hidrometil aminometano) em de &gua
destilada 1000 mL.
Solucdo B: misturar 7,3 mL de &cido cloridrico (HCI) em 1000 mL de 4gua

destilada.
Solugéo Uso
Retirar 50 mL da solugdo A + 44,2 mL da solugéo B, completar o volume par 200

mL homogenizar e aferir o pH, se necessario ajustar. Acrescentar 0,147 g de CaCl..
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3.3 Fosfato (pH=6,0; 0,1M)

Solucéo-Estoque

Solugdo A: dissolver o fosfato de sddio monobasico 27,8 g em 1000 mL de 4gua
destilada.
Solucdo B: dissolver 53,65 g de fosfato de sodio dibasico em 1000 mL de agua

destilada.
Solucéo Uso
Retirar 87,7 mL da solugcdo A + 12,3 mL da solucdo B. Completar o volume para
200 mL com &gua destilada, homogenizar e aferir o pH, se necessario ajustar.
3.4 Fosfato (pH=7,0; 0,1M)
Solucéo Uso

Retirar 39 mL da solucdo A + 61 mL da solucdo B. Completar o volume para 200

mL com agua destilada, homogenizar e aferir o pH, se necessario ajustar.

3.5 Fosfato (pH=8,0; 0,1M)
Solucéo Uso

Retirar 5,3 mL da solucdo A + 94,7 mL da solucdo B. Completar o volume para

200 mL com agua destilada, homogenizar e aferir o pH, se necessario ajustar.

3.6 Carbonato-Bicarbonato de sodio (pH=9,0; 0,1M)

Solucgdo-Estoque
Solucdo A: dissolver o carbonato de sédio 21,2 g em 1000 mL de &gua destilada.

Solucdo B: dissolver 16,8 g de bicarbonato de sédio em 1000 mL de agua destilada.

Solucéo Uso
Retirar 4,0 mL da solucdo A + 46,0 mL da solucdo B. Completar o volume para
200 mL com &gua destilada, homogenizar e aferir o pH, se necessario ajustar.

3.7 Carbonato-Bicarbonato (pH=10,0; 0,1M)
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Solucéo Uso
Retirar 27,5 mL da solugdo A + 22,5 mL da solucdo B. Completar o volume para

200 mL com agua destilada, homogenizar e aferir o pH, se necessario ajustar.

3.8 Carbonato-Bicarbonato (pH=11,0; 0,1M)

Solucéo Uso
Retirar 45,0 mL da solugdo A + 5,0 mL da solucdo B. Completar o volume para

200 mL com &gua destilada, homogenizar e aferir o pH, se necessario ajustar.

3.9 Carbonato-Bicarbonato (pH=12,0; 0,1M)

Solucéo Uso
Retirar 48,0 mL da solugdo A + 2,0 mL da solucdo B. Completar o volume para

200 mL com agua destilada, homogenizar e aferir o pH, se necessario ajustar.



