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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi identificar 50 leveduras isoladas a partir de diferentes substratos da Regido Amazodnica e selecionar uma
espécie de maior atividade proteolitica. Entre as 26 espécies identificadas predominaram Candida aquatica (12%) e Candida
tropicalis (10%). A fermentago submersa foi realizada em Extrato de Malte suplementado com gelatina 1%, Candida intermedia foi
a que expressou maior atividade proteolitica, halo = 25 mm e 273 U/mL, crescimento mdximo a 30 °C, viabilidade celular 6,2 x 10°
UFC, em 48 horas, nio demonstrou caracteristicas de patogenicidade e a melhor densidade do indculo foi 3%, utilizando-se culturas
com 24 horas de crescimento em dgar Malte.

PALAVRAS-CHAVES
Leveduras, Regio Amaz6nica, Protease

Screening of yeasts from Amazon Region for extracellular protease
production

ABSTRACT

The objective of this work was to identify 50 yeasts isolates obtained from differents substracts from Amazon Region and to select one species
of higher proteolytic activity. Among the 26 identified species it had predominance of Candida aquatica (12%) and Candida tropicalis
(10%). The submerged fermentation was carried out in Malt Extract supplemented with gelatin 1%, Candida intermedia exhibited
higher proteolytic activity, halo = 25 mm and 273UImL, the maximum growth 30 °C, the cellular viability 6.2 x 10° UFC, in 48 hours,
did not demonstrate pathogenicity characteristics and the best inoculum density tested was 3%, using 24 hours Malt agar cultures.
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INTRODUGAO

Proteases sao utilizadas em diversas atividades industriais tais
como processamento de alimentos, bebidas, formulagio de
detergentes, processamento de couro e pele, no amaciamento de
carne e formula¢io de medicamentos etc. O uso dessas enzimas
corresponde a 40% do mercado mundial de biocatalisadores,
avaliado em 1 bilhao de délares (Soares ez 4l., 1999).

Sao fontes de proteases, os vegetais, animais € microrganismos
(fungos e bactérias). Entre os microrganismos produtores de
enzimas as leveduras tém destaque como fonte de biocompostos,
entre os quais predominam as protefnas. S3o microrganismos
bastante usados na industria de alimentos porque a maioria das
espécies ndo apresenta caracteristicas patogénicas (Rodrigues &
Sant’anna, 2001).

Na natureza grande parte da atividade necessdria para o
aproveitamento da matéria orgénica ¢ realizada por fungos e
bactérias produtores de enzimas. Tais microrganismos
representam excelente fonte de enzimas devido 2 facilidade de
manipulagio genética e a ampla diversidade bioquimica. Nesse
contexto, as proteases de origem microbiana so preferidas em
relagdo as de origem animal e vegetal por expressarem
caracterfsticas desejadas para aplicagdo biotecnoldgica (Godfrey
& West, 1996).

As leveduras tém distribuicio mundial e metabolismo
diversificado, especialidade fisiolégica que proporciona a
utilizacao de uma variedade de nutrientes em distintas condigoes
ambientais (Kirsop & Kurtzman, 1988; Tornai-Lehoczki ez al.,
2003).

As leveduras sao muito versdteis e muitas delas sio
peculiarmente apropriadas para propésitos industriais. Identificar
leveduras de forma rédpida e confidvel pode ser importante na
industria, para estabelecer precisamente as causas de contaminagio
indesejada, e na medicina, para o diagndstico de certas doengas.
Uma identificagio répida em certos contextos também pode ser
crucial, como por exemplo, quando uma determinada levedura
estd sendo utilizada industrialmente ou em experimentos de
laboratério (Barnett, 1990).

Devido o grande potencial microbioldgico da Regiio
Amazbnica e a crescente aplicabilidade de enzimas na 4rea
biotecnoldgica, torna-se vidvel selecionar e identificar
microrganismos produtores do complexo proteolitico. O objetivo
deste trabalho foi investigar a potencialidade de leveduras isoladas
de diferentes substratos da Regiio Amazo6nica na produgio de
proteases para aplicagio na industria.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 50 amostras de leveduras da Regido
Amazbnica pertencentes aos géneros Saccharomyces, Rhodotorula,
Trichosporon, Candida, Cryptococcus, Lipomyces, Dekkera, Pichia,
Sporobolomyces ¢ Hansenula, do acervo da micoteca do

SELEGAO DEF LEVEDURAS DA REGIAO AMAZONICA
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Departamento de Parasitologia da Universidade do Amazonas.
Apds reativagio das culturas preservadas em 4gua destilada
esterilizada, as leveduras foram identificadas, em nivel de espécie,
com base nas caracteristicas morfoldgicas, de reprodugio e
fisioldgicas (Barnett ez al., 1990; Fisher & Cook, 1998, Kreger
Van Rij, 1984; Lodder, 1984). Utilizou-se também o sistema de
identificagao comercial APT120C AUX (bioMérieux).

Para selecionar uma espécie produtora de alta atividade
proteolitica, as leveduras foram cultivadas em dgar Malte, a 30
°C por 72 horas para obtengdo de cultura-estoque. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata. Os dados foram
submetidos 2 estatistica descritiva de acordo com Callegari-Jacques
(2003), utilizou-se o programa Microsoft/Excel, 2000 e os
resultados expressos em média.

A partir da cultura-estoque foi preparada suspensio
padronizada pela escala de MacFarland 3. De cada suspensio foi
retirado 1000 mL para inoculagdo em Erlenmeyers de 50 mL
contendo 10 mL de Extrato de Malte com gelatina 1% (p/v). A
fermentagio submersa foi mantida a 30 °C, sob agitagdo (140
rpm) e apés 72 horas a biomassa foi separada do extrato enzimdtico
por centrifuga¢io (12.000 g/ 5 min.) (Barnett ez al., 1990;
Becker et al., 1996; Porto et al., 1996). A atividade enzimdtica
foi determinada pelo método de cup-plate, em dgar gelatina-leite,
de acordo com a metodologia descrita por Teixeira ez a/. (1996).

No sobrenadante foi determinada a atividade proteoliticaa
37 °C utilizando-se como substrato azocaseina 1,0% (p/v) (Sigma,
St. Louis, MO USA), em tampao 0,2 M Tris-HCI, pH 7,2,
contendo 1,0 mM de CaCl, (Dosoretz ez al., 1990; Leighton ez
al., 1973; Porto et al., 1996). Uma unidade de atividade
proteolitica foi definida como a quantidade de enzima capaz de
produzir um aumento na absorvancia de 0,001/min. em uma
hora a440nm, sendo expressa em U/mL.

Para manutencao de cultura pura e produgio de células vidveis
da espécie proteolitica selecionada, fragmentos de cultura
monospdrica foram transferidos para dgar Sabouraud e 4gar Malte.
Os cultivos em tubo de ensaio foram mantidos a 30 °C durante
24 horas para realizagio dos experimentos descritos a seguir.

Para identifica¢io dos fatores de patogenicidade foram
consideradas as seguintes caracteristicas: atividade fosfolipdsica,
uredsica e o crescimento a 37 °C (Nunes, 1998; Price et 4.,
1982), e a viabilidade celular foi determinada por meio da técnica
de semeadura em profundidade em dgar Malte. As placas foram
incubadas a 30 °C por 72 horas. As coldnias foram contadas e os
resultados expressos em unidades formadoras de col6nia (UFC)

(Brock et al., 1994).

A produgio de protease pela espécie selecionada foi realizada
por fermentagio submersa. Determinou-se o tamanho e a idade
do inéculo preparando-se uma suspensio celular nas culturas-
estoque obtidas em dgar Malte, dgar Sabouraud e dgar com sais
minerais, inclinado, a 30 °C, durante 24 e 72 horas. Todas as
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suspensdes foram padronizadas pela Escala de MacFarland 3.

De cada suspenso foi retirada uma aliquota correspondente
as seguintes concentragoes: 3%, 5%, 8% e 10% (v/v) para ser
adicionada em Erlenmeyer de 50 mL contendo 10 mL de Caldo
de Sabouraud, Extrato de Malte e solucio de sais, todos
suplementados com gelatina 1% (Garcfa-Garibay ez al., 1987;
Nampoothiri & Pandey, 1995; Stanbury & Whitaker, 1994).

Os cultivos foram mantidos a 30° C sob agitacao (140 rpm).
Apds 24 horas esses cultivos foram transferidos para Erlenmeyers
de 125 mL, obtendo-se um volume final de 40 mL dos meios
utilizados experimentalmente. A fermentagio foi mantidaa 30
°C, a 140 rpm por 72 horas. Ao término do processo de
fermentagio a biomassa foi separada do extrato enzimdtico por
centrifugagio e a atividade enzimdtica foi determinada de acordo
com a metodologia recomendada por Porto ez al. (1996).

Na determinagio da temperatura étima de crescimento e
produgio de protease a 25 °C, 30 °C, 40 °C e 50 °C utilizou-
se o indculo padronizado em Erlenmeyers de 50 mL contendo
10 mL do meio. Os cultivos foram mantidos sob agitagio (140
rpm). Apés 24 horas de fermentagio os cultivos foram transferidos
para Erlenmeyers de 125 mL de forma a se obter volume final
de 40 mL do meio.

O crescimento da espécie selecionada foi avaliado
determinando-se o peso da biomassa desidratada a 80° C,
utilizando-se papel de filero INLAB tipo 30. O peso da matéria
seca foi determinado a cada 12 horas, durante 72 horas. A
atividade enzimdtica foi determinada a cada 12 horas.

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Os resultados referentes a identifica¢io das 50 amostras de
leveduras pertencentes aos géneros Candida, Cryprococcus,
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Dekkera, Hansenula, Lipomyces, Pichia, Rhodotorula,
Saccharomyces, Sporobolomyces e Trichosporon demonstraram que
essas unidades taxon6micas estavam representadas por 26 espécies
(Figura 1). Entre estas, as de maior freqiiéncia foram Candida
aquatica (12 %) e Candida tropicalis (10 %).

Entre as leveduras, diversas espécies estdo associadas a
processos industriais e/ou descritas como patégenas oportunistas.
Sao microrganismos de relevincia por serem timas produtoras
de biocompostos e constituirem fonte de proteinas e vitaminas
(Aoki ez al., 1994; Kirsop & Kurtzman, 1888; Macdonald &
Odds, 1980; Shimizu et 4l., 1987; Yamamoto et al., 1992).

Para utilizaggo de fonte microbiana na produgio de compostos
ou em processos na industria de alimentos ou medicamentos
exige-se que este ndo seja patogénico, nio produza micotoxinas
ou outras substincias téxicas (Fungaro ez al., 1994). Nas andlises
realizadas para detecco dos fatores de patogenicidade de Candida
intermedia, observou-se o crescimento positivo a 37 °C. No
entanto, nio se detectou atividade fosfolipdsica nem uredsica.

Os dados disponiveis ndo sdo suficientes para classificar
Candida intermedia como patogénica, visto que um tnico fator
ndo pode determinar a viruléncia de qualquer espécie fiingica,
mas depende de um conjunto de fatores, a exemplo da capacidade
de adesdo, produgio de fosfolipase, urease, crescimento a 37 °C
e adaptagio morfogenética as condigoes do hospedeiro (Mendes-
Giannini ez al., 1997; Midgley ez al., 1998).

O microrganismo deve apresentar viabilidade celular para
ser efetivo nos processos de fermentagdo. A viabilidade celular
corresponde a capacidade da célula se dividir e formar sucessivas
novas células. A maneira usual de se realizar a contagem de células
vidveis baseia-se na determinagio do ndmero de células na amostra
capazes de formar colonias no meio de cultura seletivo. Através
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Figura 1 - Freqiiéncia das espécies de leveduras da Regido Amazonica selecionadas para produgao de protease extracelular.
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Tabela 1 - Producéo de protease por diferentes espécies de leveduras, em Extrato de Malte suplementado com gelatina 1%, a 30 °C, sob agitacao (140 rpm),

durante 72 horas.

Atividade proteolitica

Atividade proteolitica

Espécies (mm) (U/mL) Espécies (mm) (U/mL)
Candida albicans 16 31 = 0,00 Candida vartiovaarai 12 40 = 0,19
Candida albicans 15 71 = 0,00 Candida vartiovaarai 12 53 = 0,38
Candida aquatica 13 255 = 0,58 Cryptococcus humicolus 0 0+ 0,00
Candida aquatica 10 184 + 0,00 Cryptococcus laurentii 10 31+ 0,00
Candida aquatica 12 51 + 0,00 Dekkera anomala 10 44 = 0,00
Candida aquatica 12 38 + 0,19 Dekkera anomola 20 60 + 0,00
Candida aquatica 13 47 = 0,58 Hansenula arabitolgenes 11 22 = 0,00
Candida aquatica 10 40 = 0,00 Lipomyces tetrasporus 10 27 = 0,00
Candida ciferrii 20 78 = 0,00 Lypomyces tetrasporus 18 53 + 0,38
Candida ciferrii 10 53 = 0,00 Pichia ohmeri 13 33 £ 0,03
Candida glabrata 10 11 = 0,00 Pichia ohmeri 10 47 + 0,00
Candida guilhermondii 10 80 = 0,00 Pichia ohmeri 13 47 + 0,00
Candida guilhermondii 12 47 = 0,00 Rhodotorula glutinis 12 27 = 0,00
Candida guilhermondii 10 24 + 0,00 Rhodotorula minuta 17 55 = 0,00
Candida intermedia 18 64 = 0,00 Rhodotorula minuta 10 29 + 0,00
Candida intermedia 25 273 = 0,00 Rhodotorula minuta 15 33 = 0,00
Candida melinii 12 78 = 0,00 Rhodotorula muciloginosa 11 20 + 0,38
Candida rugopelliculosa 20 44 + 0,00 Rhodotorula muciloginosa 12 27 = 0,00
Candida salmonticensis 12 71 + 0,00 Saccharomyces cerevisiae 10 80 + 0,03
Candida solani 19 55 + 0,37 Saccharomyces cerevisiae 10 35 + 0,00
Candida tropicalis 15 18 + 0,00 Saccharomyces cerevisiae 10 31 £0,19
Candida tropicalis 15 22 0,21 Sporobolomyces oryzicola 17 51 = 0,00
Candida tropicalis 23 40 = 0,00 Trichosporon adeninovorans 16 40 = 0,00
Candida tropicalis 10 38 + 0,03 Trichosporon aquatile 10 140 += 0,57
Candida tropicalis 12 44 + 0,00 Trichosporon mucoides 12 33 £ 0,00

do procedimento de contagem celular presume-se que cada célula
vidvel ird produzir uma colénia (Brock ez al., 1994).

Com o objetivo de contar apenas células vivas foi realizado o
método de contagem de células vidveis associada & determinagio
do quantitativo de UFC (Unidades Formadoras de Col6nia).

Nos testes realizados para se determinar a viabilidade celular
de Candida intermedia, os resultados obtidos confirmaram o
crescimento dessa levedura no meio seletivo. Assim sendo, nas
condicoes analisadas observou-se o crescimento da levedura,
determinando-se, em média, a contagem de UFC igual 26,2 x
10° em 48 horas.

Para obten¢do de 6timos rendimentos, em relagio a produgio
de enzimas, durante o desenvolvimento dos diferentes tipos de
cultivos, no sé o niimero de células influencia, mas também o
meio usado para fermentagio, a temperatura usada para
crescimento do microrganismo e a idade do inéculo (Brumano ez
al., 1993; Papagianni & Moo-Young, 2001).

A Figura 2 demonstra o desempenho de Candida intermedia
quando se utilizou diferentes concentragbes de inéculo em
fermenta¢do submersa. Os resultados mostraram que as maiores
atividades proteoliticas (333 U/mL) foram determinadas quando
se utilizou inéculo equivalente a 3% do volume de meio e cultura
estoque com 24 horas de crescimento no meio sélido (4gar Malte).

Os resultados evidenciaram que o tamanho e a idade do
indculo influenciaram diretamente na secregio de protease, tanto
que, o aumento da atividade foi inversamente proporcional ao
aumento da concentragio do indculo (Figura 2). Outros
pardmetros que influenciam no rendimento enzimdtico sio
composi¢io do meio, temperatura, o perfodo de incubagio e a
capacidade de germinagio dos esporos (Freire, 1996; Teixeira,

1997).

Nas diferentes condigoes de cultivo observou-se que as
maiores atividades protedsicas foram obtidas com o indculo de
menor concentragio (3%). Esses resultados comprovam que a
produc¢io de enzimas de origem microbiana depende
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principalmente do préprio microrganismo, visto que nos cultivos
tipo “sistema fechado” a concentragio de nutrientes, biomassa e
os metabdlitos alteram constantemente, devido ao metabolismo
microbiano (Brumano et al., 1993; Teixeira, 1997; Tucker &
Thomas, 1994).

Nos experimentos realizados com o inéculo mais concentrado
(10%) nos meios de cultura testados verificou-se que Candida
intermedia apresentou viabilidade diferenciada, ou seja, menor
produgio de enzima (Figura 2). Provavelmente, este resultado
esteja relacionado com o processo de germinagio do esporo, o
qual estd regulado por estimulos ambientais, pelas propriedades
genéticas, fisiolégicas e bioquimicas do préprio microrganismo
(Griffin, 1994).

Esses resultados corroboram os resultados obtidos por Garcia-
Garibay et al. (1987), Nampoothiri & Pandey (1995),
Papagiannie & Moo-Young (2001), nos quais a atividade
enzimdtica foi diretamente influenciada pela concentra¢ao e idade
do indculo. Danesi & Wosiacki (1998), verificaram a influéncia
da quantidade do inéculo utilizando volumes que variaram entre
10 a25% e obtiveram melhor resposta utilizando o indculo de
menor concentragao.

Com relagio aos meios usados, nesse experimento, para
fermenta¢do comprovou-se que Extrato de Malte foi mais
eficiente em relagio a Solugdo de Sais e Caldo de Sabouraud,
34% e 47%, respectivamente. Essa afirmativa est4 associada as
atividades proteoliticas mdximas (220 U/mL e 178 U/mlL)
determinadas em Solugio de Sais e Caldo de Sabouraud,
respectivamente (Figura 2).

A temperatura constitui um dos mais importantes fatores
que influenciam no crescimento e sobrevivéncia dos organismos.
Usualmente o alcance de temperatura para um organismo vidvel
estd em torno de 30 °C e 40 °C, embora alguns microrganismos
apresentem uma tolerdncia maior que outros (Brock ez al., 1994).

Nos experimentos realizados para determinar a temperatura
Stima de crescimento, Candida intermedia demonstrou o
crescimento mdximo (4,67 mg de biomassa/mL) a 30 °C, em 36
h de fermentagio (Figura 3). Essa caracteristica fisioldgica
determina a classificd-lo como mesofilica. Microrganismos
mesofilicos sao aqueles que crescem entre 10 °C a 45 °C e tem
temperatura étima de crescimento entre 15 °Ca 40 °C (Brock ez

al., 1994; Deacon, 1997; Griffin, 1994).

De acordo com a Figura 3, Candida intermedia nio
apresentou crescimento tipico (fases: de adaptagio, exponencial,
estaciondria e declinio) nas diferentes temperaturas. A auséncia
da fase de adaptagdo esta diretamente relacionada com a
viabilidade das células do inéculo, isto é, nao houve necessidade
de resintese de biocompostos para a levedura iniciar o crescimento

(Brock et al., 1994).

Nas temperaturas de 25 °C, 40 °C e 50 °C observou-se que
C. intermedia expressou as fases exponencial, estaciondria e de

SELEGAO DF LEVEDURAS DA REGIAO AMAZONICA
PARA PRODUGAO DE PROTEASE EXTRACELULAR

500 -
450 -
400 -
350 -
300 -
250 - A
200 -
150 -
100 -

50 -

——CE/24h
—&—CE/72h

Atividade proteolitica (U/mL)

500 ~
450 ~
400 ~
350 ~
300 - B
250 ~
200 ~
150
100 ~

50 ~

Atividade proteolitica (U/mL)

500 -
450 -
400 - C
350 -
300 -
250 -
200 -
150 -
100 -

50 -

Atividade proteolitica (U/mL)

(3] [5] [8] [10]
Inéculo (%)

Figura 2 - Influéncia da concentragéo do indculo e da cultura estoque (CE)
na producao de proteases por C. intermedia, em cultivos obtidos em 40 mL
de (A) Solucao de sais; (B) Caldo de Sabouraud e (C) Extrato de Malte,
mantidos a 30 °C, sob agitacao (140 rpm) por 72 horas.
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declinio, no entanto, a 30 °C nio ocorreu a fase estaciondria.
Provavelmente essa tendéncia para o fim do crescimento pode
ser atribufda a uma série de circunstincias, particularmente 2
exaustdo de alguns nutrientes e com menos freqiiéncia & produgio
de compostos téxicos (Brock ez al., 1994).

Comparando o crescimento de Candida intermedia
apresentado na Figura 3, os resultados mostraram também que a
30 °C foi 7% superior daquele expressado a 25 °C. Quando se
avaliou o crescimento dessa levedura a 40 °C e 50 °C identificou-
se que houve redu¢io da biomassa equivalente a 21,84% e
33,62%, respectivamente.

O crescimento apresentado por Candida intermedia nas
diferentes temperaturas estd em concordincia com as citagoes de
Griffin (1994). Este autor ao discutir o crescimento de
Saccharomyces cerevisiae conclui que as leveduras predominam
em baixas temperaturas. Determinadas espécies patégenas
oportunistas, a exemplo de Candida albicans, sio adaptadas ao
crescimento a 37 °C.

A temperatura constitui outro pardmetro critico que
influencia na produgio de enzima, precisa ser controlado e varia
de organismo para organismo (Chaloupka, 1985). Na Figura 4
estdo os resultados da produgio de proteases em diferentes
temperaturas (25 °C, 30 °C, 40 °C e 50 °C). Observou-se que as
atividades proteoliticas foram detectadas desde o inicio do processo
de fermentagio em todos os ensaios.

A méxima atividade proteolitica (356 U/mL), nas diferentes
temperaturas, foi determinada no extrato bruto C. intermedia a
30 oC (Figura 4). Estes resultados estdo de acordo com as citagbes
de Chantawannakul ez 4/. (2002), Kanekar ez 2/. (2002), Petinate
eral. (1999), Yang & Lin (1998) e Yang ez al. (1999).
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Figura 3 - Temperatura 6tima de crescimento relacionada ao peso seco da
biomassa produzida por Candida intermedia, em Extrato de Malte,
suplementado com gelatina 1%, mantidos sob agitagao (140 rpm), durante
72 horas.
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Verificou-se ainda que os menores niveis de protease nas
culturas de Candida intermedia ocorreram a 50 °C demonstrando
atividade mdxima de 233 U/mL, em 48 horas de fermentacao.
Este quantitativo proteolitico corresponde a um decréscimo de
34,5% quando comparado ao nivel mdximo da produgio da
enzimaa 30 °C.
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Figura 4 - Temperatura 6tima de crescimento relacionada a producao de
protease por Candida intermedia, em Extrato de Malte, suplementado com
gelatina 1%, mantidos sob agitagdo (140 rpm), durante 72 horas.

CONCLUSOES

Entre as leveduras isoladas na Regiao Amazodnica, as espécies
mais freqiientes foram Candida aquatica e Candida tropicalis.
Nas andlises quantitativas e qualitativas a maioria das leveduras
produziu protease, entre estas Candida intermedia foi a espécie
que expressou maior atividade proteolitica.

C. intermedia ndo apresentou caracteristicas de patogenicidade
e as condi¢des de fermentagio que proporcionaram maior
produgio de protease foram: temperatura de 30 °C e indculo
equivalente a 3% do volume do meio (Extrato de Malte e gelatina
1%) utilizando cultura estoque com 24 horas de crescimento em
4gar Malte.
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