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INTRODUCAO

A partir de micro-organismos € possivel obter produtos que possuem uma variedade
de aplicacGes biotecnologicas. Segundo Plaff e Starmer (1987), a distribuicdo de micro-
organismos viaveis é bastante ampla, apontando para o potencial biotecnolégico que o semi-
arido representa. Entretanto, a pesquisa e exploracdo tecnoldgica em diversidade microbiana
sdo significativamente limitadas no Brasil e inexpressivel na regido semi-arida brasileira.

Os estudos biotecnoldgicos tém potencial para inferir positivamente na criacdo e
otimizagdo de processos industriais alternativos, bem como na resolugcdo de problemas
terapéuticos (MELO, 2005). Dentre as varias ferramentas utilizadas pela biotecnologia, os
microrganismos tém destaque. Em vista disso, o presente trabalho visa contribuir para o
desenvolvimento de conhecimentos que permitam explorar de modo racional e eficiente o
potencial apresentado por esses micro-organismos. Além disso, objetiva viabilizar a
descoberta de novos produtos e aperfeicoar a producdo dos ja conhecidos.

As proteases constituem um dos mais importantes grupos de enzimas industriais e tém
aplicacdo em diferentes setores. Sdo enzimas que catalisam a clivagem das ligacGes peptidicas
de proteinas e que apresentam grande importancia do ponto de vista industrial, sendo
utilizadas em diversas atividades como no processamento de alimentos, bebidas, formulacéo
de detergentes, processamento de couro e pele, amaciamento de carnes, formulacdo de
medicamentos, indUstria téxtil, entre outros (LADEIRA et al, 2010). Olsen (1995) e Timmis e
Demain (1998), ainda salientam que o interesse no uso de enzimas para 0 processamento de
alimentos se deve a especificidade de acdo, atuacdo rapida e eficiente em baixas
concentragOes, a atividade em condicbes brandas de pH, temperatura e pressao, facil controle
da reacdo e pequena toxicidade. Além disso, as vantagens de se utilizar enzimas obtidas de
celulas microbianas consistem na facilidade se obter elevadas concentragbes de enzimas
através de manipulacdo genética e ajuste das condi¢cdes de cultivo, facil e rapida triagem de
micro-organismos superprodutores, ciclos de fermentacdo curtos, uso de meios de
fermentacdo de baixo custo e diversidade de enzimas que catalisam a mesma reacao,
possibilitando flexibilidade nas condicdes de uso.

METODOLOGIA

Obtencéo do Micro-organismo

Os micro-organismos utilizados nos experimentos foram as leveduras Pseudozyma sp.
CCMB 299, Pseudozima sp. CCMB 300, Cryptococcus liquefaciens CCMB 302,
Trichosporonoides sp. CCMB 303, Aureobasidium pullulans CCMB 324 e Aureobasidium
pullulans CCMB 325, provenientes do Laboratério de Enzimologia (LAEN), na Universidade
Estadual de Feira de Santana. Os micro-organismos foram conservados em meio YM solido
(Composicéo: extrato de levedura 3,0 g/L; extrato de malte 3,0 g/L; peptona de carne 5,0 g/L;
glucose 10,0 g/L e agar 15,0 g/L) sob temperatura de refrigeracéo e cultivados em estufa (a
28° C) até inicio da fermentacao.
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Condicbes de Fermentacio
A fermentacdo foi realizada usando 90 mL de meio de cultura estéril e 10 mL de
indculo (composto por solucdo salina 0,45% com alcas de micro-organismo, apresentando
absorbancia aproximada de 1, a 600 nm). Utilizou-se um shaker orbital a 75 rpm e a
temperatura de 28° C por 5 dias. O meio de cultura utilizado para a fermentagéo foi o YM
modificado (Composicdo: extrato de levedura 3,2 g/L; extrato de malte 3,0 g/L; peptona de
carne 5,0 g/L; glicose 10,0 g/L; K2HPO4 2,0 g/L; MgS0O4.7H20 2,7 g/L e KH2PO4 13,62
g/L).
Obtencéo de Enzimas
Ap0s a centrifugacdo do inoculo fermentado, as células foram lavadas e congeladas e
parte do sobrenadante foi separado a fim de pesquisar a atividade enzimética da protease
presente.
Determinacédo do Perfil de Termoestabilidade Enzimética
Utilizou-se o método de digestao da caseina (FRANCA-SANTOS et al, 2009), no qual
0 ambiente reacional foi composto de 100 pL do extrato enzimético e 4,9 mL do substrato. A
solucdo foi submetida a diferentes temperaturas (50, 60, 70, 80 e 900C) por diferentes tempos
de duracédo (0, 10, 20 e 30 minutos). Apds o término da incubagdo, 0s tubos permaneceram
em banho de gelo por 30 minutos e, em seguida, 100 pL de cada ambiente reacional foi
retirado, em triplicata, e adicionado 4,9 mL de solucdo reagente de Bradford (BRADFORD,
1976) com posterior leitura em espectrofotdmetro, a um comprimento de onda de 595 nm.

ANALISE E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Com base nos resultados favoraveis obtidos nos testes de determinacdo da atividade
enzimatica para 0os micro-organismos Aureobasidium pullulans CCMB 324 e Aureobasidium
pullulans CCMB 325, foi proposta a realizacdo da determinacdo do perfil de
termoestabilidade para o extrato enzimatico obtido dessas leveduras.

Conservando o mesmo método de medicdo da atividade enzimaética inicial, a
termoestabilidade da protease presente nos extratos submetidos a diferentes condicdes foi
determinada pelo método de digestdo da caseina, utilizando também o método Bradford para
a quantificacdo das proteinas. A atividade da protease foi determinada pelo método de
digestdo da caseina no qual o método Bradford é usado para quantificar as proteinas. Este
método se fundamenta na ligacdo da proteina ao corante Coomassie brilhante blue G-250,
ligagdo essa que causa a mudanca na absorbancia do corante. Este procedimento avalia a
aplicacdo das proteases produzidas pelas enzimas analisadas, considerando-se as condicGes de
fermentacdo. Baseado nos dados obtidos do calculo da atividade especifica para ambos os
mico-organismo é possivel tracar um grafico comparativo, apresentado a seguir (Figuras 2 e
3).
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Figura 2: Efeito da incubacédo da protease de extrato enzimatico de Aureobasidium pullulans
CCMB 324 em diferentes temperaturas
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Figura 3. Efeito da incubacdo da protease de extrato enzimatico de Aureobasidium
pullulans CCMB 325 em diferentes temperaturas

O perfil apresentado pelas cepas de Aureobasidium pullulans estudadas correspondem
ao descrito na literatura. Enquanto o micro-organismo CCMB 324 apresentou estabilidade até
a temperatura de 50°C, o CCMB 325 ndo apresentou atividade em nenhuma das temperaturas
utilizadas no ensaio.

De acordo com Gaur et al (2010), a Aureobasidium pullulans exibe uma variacéo
grande entre as espécies identificadas, Zalar et al (2008) cita também que esse polimorfismo é
comum e caracteristico da espécie. A diferenca observada no perfil de termoestabilidade das
exopeptidades estudadas obtidas de diferentes cepas de A. pullulans pode ser explicada pelo
amplo polimorfismo apresentado entre as espécies de A. pullulans. Essa diferenca, entretanto,
ndo impossibilita sua utilizagdo no ambito industrial. Gaur et al (2010) e Deshpande et al
(1992) ainda citam a importancia da aplicacdo das enzimas extraidas de cepas de A. pullulans
uma vez que a literatura ja identificacdo sua expressividade na producdo de exopeptidases e
por ser de facil cultivo.

Com relacdo a atividade enzimatica, de acordo com Fedatto (2004), a temperatura
ideal das proteases esta entre 20 e 30°C, sendo inativada a 40°C o que indica sua sensibilidade
a altas temperaturas. Entretanto, quando em extratos aquosos provenientes de micro-
organismos, as exopeptidases podem ter sua atividade estendida até 50°C, decrescendo
quando em 60 a 65°C e sofrendo inativacdo quando em 70°C. Gaur et al (2010) afirma que as
proteases extraidas de cepas de Aureobasidium pullulans apresentam um perfil de diminuicdo
expressiva da atividade quando submetidas a temperaturas de 65°C. O perfil apresentado pelas
cepas de Aureobasidium pullulans estudadas correspondem ao descrito na literatura.
Enquanto o micro-organismo CCMB 324 apresentou estabilidade até a temperatura de 50°C, o
CCMB 325 ndo apresentou atividade em nenhuma das temperaturas utilizadas no ensaio.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados indicam que as exopeptidades obtidas de A. pullulans
CCMB 324 apresenta um perfil de estabilidade quando o tempo a temperatura é de 50°C,
evidenciando constancia da atividade nos diferentes tempos de incubagdo. Sua utilizacdo é
possivel em processos industriais que considerem essas temperaturas. A utilizacdo de
exopeptidades extraidas de A. pullulans CCMB 325 néo é justificada para processos com



temperaturas iguais ou superiores a 50°C, uma vez que nao apresentou atividade catalitica
sobre o substrato. Entretanto, visto que existem processos industriais que utilizam variados
tipos de temperatura, a utilizacdo de exopeptidades provenientes das cepas estudas pode ser
justificada para processos que utilizem temperaturas inferiores as apresentadas.

Os micro-organismos utilizados no presente ensaio apresentam perfis diferenciados
quanto a estabilidade proteolitica, logo convém buscar condi¢des especificas de incubagédo e
cultivo que permitam a utilizacao dessas leveduras em outros processos.
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