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Resumo

Proteases catalisam a quebra das ligacbes peptidicas em proteinas. Entre as aplicacfes
farmacéuticas de proteases microbianas estdo o tratamento da trombose, agentes
quimioterapicos, pomadas cicatrizantes, entre outros. Uma grande variedade de enzimas
microbianas tém sido utilizada no tratamento de tromboses. O presente trabalho teve como
objetivos: purificar proteases utilizando o Sistema de Duas Fases Aquosas (SDFA);
caracteriza-las quanto ao pH e Temperatura; utilizar fermentacdo submersa e otimizar o
sistema de producdo/purificacdo em SDFA. Foram analisadas Bacillus sp. produtores de
protease isolados de solo Amazonico. Dos cultivos retirou-se 1000 pmL para inoculagdo em
Solucdo de Manachini, pH 7,0 [gelatina 1%.(m/v)] Para a determinacdo da atividade
proteolitica 150uL do extrato bruto com 1,5mL de caseina 2,0%(p/v), 1,0mL de Tampéo
Fosfato 0,15M, pH 7,5 e 0,5mL de solucdo enzimatica e foram incubadas a 30°C/30min. A
reacdo foi paralisada [3,0mL de solucdo 0,4M de TCA], filtrada em membrana 0,22 um. A
absorbancia do filtrado foi determinada a 280nm. O pH 6timo foi determinado em diferentes
valores de pH e incubados por 1 hora. O tempo de incubagdo das amostras foi de 0 a 90
minutos para cada faixa de pH, determinada a atividade enzimética a cada 10 minutos. Para
avaliar o efeito da temperatura na atividade proteolitica, o sistema foi incubado nas
temperaturas de 25°C a 80°C por 1 hora e determinada a atividade enzimética. Para 0s ensaios
de estabilidade o extrato enzimético foi incubado nas temperaturas de 25 °C a 80 °C e o tempo
de incubagdo das amostras foram de 0 a 90 minutos, determinando-se atividade enzimética a
cada 10 minutos. A influéncia das variaveis foi realizado com um ensaio fatorial (2°) com 4
repeticdes do ponto central, os fatores foram a massa molar do PEG, o pH e as concentracfes
de sais de fosfato, as analises foram referentes a atividade enzimatica e determinando-se
posterior mente o PF, R topo%, K e a Seletividade. Os sistemas de extracdo das enzimas

foram realizados com solucéo de Polietileno Glicol (50% p/v) de diferentes massas molares



[PEG 400, 4000 e 6000] e solugbes de fosfato [40% (m/m)], contendo fosfato de potassio, em
pH 7,0; 8,0 e 9,0. A massa final do sistema foi de 3g. Os volumes da fase superior e inferior
foram medidas, separando-se com pipetas, cada uma dessas fases para determinacdo da
atividade proteolitica e teor de proteina. Da cultura estoque foram isoladas 37 bactérias e
dentre estas 21 identificadas do género Bacillus. Foram selecionadas para as etapas
posteriores 8 isolados que obtiveram seu pz menor que 0,4. Entre as selecionadas, o B. firmus
(1) foi selecionado para as analises posteriores. Com pH 6timo foi igual a 7,0, e a enzima
apresentou estabilidade ao pH 4. A temperatura 6tima foi de 37°C, e o efeito da temperatura
na estabilidade enzimatica 25°C. O melhor sistema considerando-se as quatro variaveis
respostas foi MMPEG (m/m) 400, Con. Sais= 15% e pH 9,0, com valores de K = 1,61, PF=

1,02, R topo%= 70,1 e S=1,52

Palavras-chave: Ambiente amazonico, atividade enzimatica, Bacillus,bactéria, protease.
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1. Introducéo

Proteases catalisam a quebra das ligagBes peptidicas em proteinas e possuem
importante papel em processos fisiologicos. Aquelas de origem microbiana representam um
dos trés maiores grupos de enzimas industriais, com inimeras aplicagdes em produtos
industriais, domésticos e na inddstria farmacéutica. Uma das principais atraces pelo uso de
microrganismos se da pelo baixo custo na producdo, pelo cultivo em grande quantidade,
tempo curto e pela vantagem de ndo estar condicionado as questfes sazonais e geogréaficas
(BON, 2008).

Devido a seu papel despolimerizante, as enzimas extracelulares proteoliticas tém um
papel importante na nutricdo, também estdo envolvidas em processos bioldgicos essenciais,
como a coagulacdo sanguinea, morte celular e diferenciacdo de tecidos. Varias etapas
proteoliticas importantes ocorrem no mecanismo invasivo de tumores, assim como no ciclo de
infeccdo de um grande nimero de virus e microrganismos patogénicos. Estes fatos tornam as
proteases um alvo quimioterapico valioso para o desenvolvimento de novos farmacos (RAO,
1998).

Uma das principais aplicagcbes farmacéuticas de proteases microbianas (proteases
fibrinoliticas) é que sdo usadas no tratamento da trombose, que é considerado como um dos
principais eventos de doencas cardiovasculares (DCVs) na vida moderna (ASHIS; SUDHIR,
2011).Uma variedade de enzimas microbianas fibrinoliticas, ativador do plasminogénio
tecidual (t-PA), uroquinase (u-PA, CE 3.4.21.31) e estreptoquinase bacteriana do ativador do
plasminogénio (CE 3.2.1.35) tém sido amplamente estudados e utilizados como agentes
tromboliticos (DENG, 2010).

As DCVs podem ser: doencas coronarianas, cerebrovasculares, hipertensdo, doenca

arterial periférica, cardiopatia reumatica, cardiopatia congénita e insuficiéncia cardiaca. De



acordo com estatisticas da Organizacdo Mundial da Saude, cerca de 17,5 milhGes de pessoas
morreram de DCVs em 2005, o que representou 30% de todas as mortes globais. Em 2015,
quase 20 milhdes de pessoas morrerdo de DCVs, principalmente por doenca coronariana e

derrame (DENG, 2010).



2. Justificativa

Proteases sdo encontradas em VAarios microrganismos, como Vvirus, bactérias,
protozoarios, leveduras e fungos (RODARTE, 2005; RAO, 1998). A impossibilidade das
proteases de plantas e animais atenderem & demanda mundial de enzimas tem levado a um
interesse cada vez maior pelas proteases de origem microbiana. Os microrganismos
representam uma excelente fonte de proteases devido a sua grande diversidade bioquimica e
facilidade de manipulacdo genética. Proteinas sdo degradadas por microrganismos, que
utilizam os produtos de degradacdo como nutrientes para o seu crescimento. A degradacao é
iniciada por proteinases (endopeptidases) secretadas pelos microrganismos, seguida de

hidrélise posterior por peptidases (exopeptidases) em um sitio extra - ou intracelular.

Numerosas proteinases sao produzidas por microrganismos distintos, dependendo da
espécie, ou mesmo por diferentes cepas de uma mesma espécie. Entre as fontes naturais de
proteases, 0S microrganismos representam um recurso renovavel atrativo por que podem ser
cultivados por métodos fermentativos, em larga escala, em pouco tempo. Além disso,
proteinas microbianas tém longo prazo de validade e podem ser armazenadas em condi¢des

ideais por longo periodo, sem perda significativa da atividade. (RAO, 1998; SILVA, 2003).

Os microrganismos apresentam uma imensa diversidade genética e desempenham
funcBes Unicas e cruciais na manutencdo de ecossistemas, como componentes fundamentais

das cadeias alimentares e ciclos biogeoquimicos (CANHOS, 2001; BRAGA, 2009).

Manfio (1998) ressalta que grande parte dos avancos da biotecnologia moderna e
agricultura sdo derivadas das descobertas recentes nas areas de genética, fisiologia e

metabolismo.
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Na natureza grande parte da atividade necessaria para o aproveitamento da matéria
organica € realizada por microrganismos. Tais microrganismos representam excelente fonte
de enzimas devida a facilidade de manipulacdo genética e a ampla diversidade bioguimica

(NEVES, 2006).

Pelos trabalhos analisados, tem sido observado que as proteases estdo amplamente
distribuidas entre microrganismos. Segundo Rao (1998) proteases de origem microbiana sdo
preferidas as enzimas de plantas e animais, uma vez que elas possuem a maioria das

caracteristicas desejadas para aplicacdo em biotecnologia.

O aproveitamento de fontes naturais, como 0S microrganismos, para producdo de
novos farmacos, vem sendo o incentivo principal para o desenvolvimento de diversos setores
da bio-industria. O Brasil com uma das maiores biodiversidade do mundo apresenta grande
potencial para busca de novos farmacos e biomarcadores enzimaticos uma vez que é
inigualavel a sua biodiversidade microbiana, disponivel para transformacdo em produtos Uteis
e de maior valor agregado, dentre eles as enzimas. Conceitualmente enzimas sdo proteinas
que possuem atividade catalitica, ou seja, aceleram a velocidade de reagdes quimicas.
”Enzimas especiais” sS40 aquelas com aplicabilidade em uso terapéutico, diagndstico,
analitico, quimica fina e pesquisa na atualidade as enzimas sdo empregadas desde os produtos
de limpeza, que contém proteases, na area petroquimica produzindo biodisel (lipases) e na
terapéutica em Kits de diagnosticos, farmacos, entre outras tantas areas. A alta eficiéncia das
enzimas, aliada a alta especificidade, tornam-nas agentes de grande potencial para 0 uso
terapéutico, sua relevancia se da pelo fato de que em pequenas quantidades do catalizador
biolégico podem produzir efeitos bastante especificos em condicdes fisiologicas (ZIMMER,

2009).
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3. Objetivos

Purificar proteases utilizando o Sistema de Duas Fases Aquosas (SDFA);
Caracterizar proteases quanto ao pH e Temperatura;
Producdo de proteases utilizando fermentacéo submersa;

Otimizacdao do sistema de producéo/purificacdo no SDFA
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4. Materiais e Métodos

4.1 Microrganismos

Nesta pesquisa foram analisadas Bacillus sp. produtores de protease isolado de solo
Amazonico e preservado em Agar nutritivo, Laboratério de Microbiologia segundo Cruz
Filho (2006).

4.2 Producao de proteases em meio liquido

Da cultura estoque foi preparada uma suspensdo semelhante a coluna 1 de Mac
Farland, desta foi retirado um aliquota de 1000 umL a para inoculacdo frasco de Erlenmeyer
contendo 40 mL de Solucdo de Manachini, pH 7,0, adicionada de gelatina 1% (p/v)
(SANTOS, 2009) . A fermentacdo foi realizada a 120 rpm, a 37°C por 24 horas. O
sobrenadante foi separado por filtracio em membrana (0,22 mm), e submetido a analise
proteolitica.

4.3 Determinacéo da atividade proteolitica

Para determinacdo da atividade proteolitica foi utilizado 150 puL do extrato bruto e
como substrato 1,5 mL caseina 2,0% (p/v), em 1,0 mL de Tampdo Fosfato 0,15 M, pH 7,5 e
0,5 mL de solucdo enzimatica incubada a 30°C por 30 minutos. A reacdo foi paralisada pela
adicdo de 3,0 mL de solucdo 0,4 M de &cido tricloroacético (TCA), seguida de filtracdo em
membrana (0,22 mm) (FLEURI; SATO, 2008).

A absorbancia do filtrado foi determinada a 280 nm. A unidade de atividade
proteolitica é definida segundo Leigton (1973), sendo expressa em U/mL. Foi preparado um
tubo branco para cada amostra, com adicdo de TCA antes da adicdo da enzima. (FLEURI;

SATO, 2008).
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4.4 Efeito do pH na atividade e na estabilidade

O pH o6timo das proteases foi determinado em diferentes valores de pH utilizando as
seguintes solucdes tampdes: solucdo tampao citrato 0,2 M ( pH de 4 a 6); solucdo tampéo
fosfato 0,2M ( pH de 7 a 8) e solucdo tampédo Tris HCI 0,2 M (7.2 a 9) incubados a
temperatura ambiente por 1 hora (SANTOS, 2009), e seguida da determinacdo da atividade
proteolitica sugerida por Fleuri e Sato (2008). A estabilidade foi determinada nos tempos de
incubacdo das amostras em minutos (15, 30, 45, 60, 75, 90 min) para cada faixa de pH
(SANTQOS, 2009), determinando-se atividade enzimatica segundo Fleuri e Sato (2008).

4.5 Efeito da temperatura na atividade enzimatica

Para avaliar o efeito da temperatura na atividade proteolitica, o sistema de reacdo e o
branco foram realizados em triplicata e incubados nas temperaturas de 25 °C, 37 °C, 40 °C,
50 °C, 60 °C, 70 °C e 80 °C por 1 hora (SANTQOS, 2009), e seguida da determinacdo da
atividade proteolitica sugerida por Fleuri e Sato (2008). Para os ensaios de estabilidade o
extrato enzimatico foi incubado nas temperaturas (25 °C, 37 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C, 70°C e
80 °C) e o tempo de incubacgédo das amostras foi de 0 a 90 minutos para cada temperatura,
fpo determinada a atividade enzimatica a cada 10 minutos (SANTOS, 2009), segundo
Fleuri e Sato (2008).

4.6 Delineamento experimental e andlise estatistica

A influéncia das variaveis foi realizado com um ensaio fatorial completo (2°) com 4
repeticdes do ponto central (Tabela 1), os fatores foram a massa molar do PEG, o pH e as
concentracOes de citrato, as analises foram referentes a atividade enzimatica (U/mL), o fator
de purificacdo (FP), rendimento tedrico (Rs%), coeficiente de particdo da enzima (Kae) e a
seletividade (S). Todas as analises estatisticas e graficas foram realizadas com o programa

Minitab 16.
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Variaveis Niveis

-1 0 +1
pH 7 8 9
MMPEG 400 4000 6000
Conc. Sais 15 20 25

Tabela 1: Planejamento experimental completo (2%) com 4 repeticGes no ponto
central tendo com fatores Massa molar do PEG (MMPEG), Linhas de amarracdo
(Tie Line) e o pH.

4.7 Preparacao do Sistema de Duas fases aquosa

Os experimentos para extracdo das enzimas foram realizados com solugdo de
Polietileno Glicol (50% p/v) de diferentes massas molares, PEG 400, 4000 e 6000 e solugbes
de fosfato (40%), consistindo de uma mistura de quantidades adequadas de KH2POs e
K2HPO4, em pH 7,0; 8,0 e 9,0. O sistema foi preparado em tubo de centrifuga graduado
contendo uma mistura de quantidade necessaria de polimero e sal, no qual foi adicionado o
extrato enziméatico com as proteases que representard 20% (m/m), do total da massa do
sistema, no qual foi adicionado &gua para completar peso final de 3g. Todos os sistemas
foram agitados em vortex por 60 segundos e as duas fases separadas por 60 minutos. Em
seguida, os volumes da fase superior e inferior foram medidas, separando-se com pipetas,
individualmente, cada uma dessas fases para determinacdo da atividade proteolitica e teor de
proteina.

4.8 Determinacao do Coeficiente de Parti¢do da Proteina, Atividade, Rendimento,

Seletividade e Fator de Purificacao

Para determinacdo do coeficiente de particdo protease (A), seletividade (B)
rendimento teodrico % (C) e o fator de purificacdo (grau de pureza) (D) foram utilizadas as

formulas descritas abaixo (PESSOA JR; KILIKIAN, 2005):



Atopo (Atividade proteica na fase leve)

A) Kae =
@ Afundo (Atividade proteica na fase pesada

100

%=—""—
© R,% [1+V; (VsxK)]

K 2
® S = Kbiomolécula alvo
Kproteinas totais

@ PF =2/%
Aj/Cy

15
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5. Resultados

Da cultura estoque, foram isoladas 37 bactérias, com presenca de Halo hialino ao
redor da coldnia, apds semeadura em placas contendo agar leite-gelatina e incubagéo a 37°C
por 24 horas. Apo6s os critérios de selecéo serem aplicados, das 37 bactérias isoladas, somente
21 bactérias foram selecionadas, por serem do género Bacillus e possuirem o PZ menor que
0,4 (Tabela 2). As bactérias encontradas na cultura estoque foram: 2 coldnias de Bacillus
firmus e B. pumilus, as demais com uma colonia de B. anthracis; B. megaterium; B.
thurigiensise e B. brevis. Sendo o B. firmus(1) foi o que apresentou maior quantitativo de

producéo de protease (31,67 U/mL) (Tabela 3).

H

Espécies
B. megaterium 0,28
B. licheniformis (1) 0,83
B. licheniformis (2) 0,60
B. pumilus (1) 0,35
B. pumilus (4) 0,82
B. pumilus (3) 0,40
B. pumilus (2) 0,23
B. pumilus (5) 0,42
B. amyloliquefaciens (1) 0,50
B. amyloliquefaciens (2) 0,43
B. thuringiensis 0,30
B. brevis 0,33
B. mycoides (1) 0,41
B. mycoides (2) 0,40
B. anthracis 0,23
B. pantothentius 0,43
B. firmus (1) 0,36
B. firmus (2) 0,22
B. firmus (3) 0,77
B. circulans 0,42
B. shpaericus 0,41

Tabela 2: Valores da atividade enzimatica (Pz) apresentados pelas diferentes isolados.



B. megaterium 0,047

B. pumilus (1) 0,001

B. pumilus (2) 0,049

B. thuringiensis 0,099

B. anthracis 0,032

B. firmus (1) 0,475

B. firmus (2) 0,045

B. brevis 0,282

Tabela 3: Resultados quantitativos para producéo de protease em U/mL e desvio padréo.
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31,67
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18,8
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Como B. firmus (1) foi a bactéria de maior produgdo protease, sendo esta utilizada

para que se determinar as caracteristicas fisico-quimicas da enzima. O pH 6timo foi igual a

7,0 (Figura 1), e a enzima apresentou estabilidade ao pH 4 (Figura 2). A temperatura 6tima foi

de 37°C (Figura 3), e o efeito da temperatura na estabilidade enzimética 25°C (Figura 4).
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Figura 1: Efeito do pH na atividade enzimdtica (pH 6timo)
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Figura 2: Efeito do pH na estabilidade enzimatica
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Figura 3: Efeito da Temperatura na atividade enzimatica (temperatura 6tima)
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Figura 4: Efeito da Temperatura na estabilidade enzimatica

Nos experimentos (n=12) realizados por Sistema de Duas Fases Aquosas (SDFA)
mostraram que as proteases extraidas de B. firmus (1) particionaram preferencialmente para a
fase rica em PEG (fase superior do sistema) (K > 1) (Tabela 4). Isto p6de ser evidenciado pelo
aumento da concentracdo de sais de fosfato, pois quanto maior a concentracdo destes sais nos

sistemas maior foi o valor do coeficiente de parti¢do (K) (MOURA et al., 2010; PALHETA et
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al., 2010) exceto os sistemas 3, 4 e 7. Em relacdo ao fator de purificacdo (PF) os valores
variaram de 0,59 a 1,02. Essa varidvel resposta sofreu influéncia significativa das variaveis
MMPEG, Com. Sais e pH, apresentando o maior valor nos niveis mais altos dessas variaveis.
Quanto ao rendimento da proteina (R topo %), o sistema 2 foi de 70,1%, demonstrando que
provavelmente a enzima teve seu sitio ativo alterado pela presenca do PEG no sistema ou a
eliminacdo de inibidores no SDFA. A Seletividade méaxima foi de 1,75 no sistema 5,
observou-se significancia das variaveis respostas do planejamento assim como as interacdes
entre elas. O melhor sistema (2) considerando-se as quatro varidveis respostas foi MMPEG
(m/m) 400, Con. Sais= 15% e pH 9,0, com valores de K = 1,61, PF= 1,02, R topo%= 70,1 e

S=1,52 (Tabela 4).

Amostras| pH |MMPEG| Con.Sais | K | R topo % FP S
1 7 400 15 sf sf sf sf
2 9 400 15 1,61 70,11 1,02 1,52
3 7 6000 15 0,89 25,18 0,81 0,84
4 9 6000 15 0,81 40,25 0,71 0,92
5 7 400 25 1,47 35,60 1,00 1,75
6 9 400 25 1,45 45,59 0,90 1,51
7 7 6000 25 0,89 20,62 0,59 0,72
8 9 6000 25 1,04 32,60 0,75 1,43
9 8 4000 20 1,42 45,04 0,80 1,36
10 8 4000 20 1,06 38,06 0,72 0,96
11 8 4000 20 1,29 42,77 0,84 1,00
12 8 4000 20 1,25 41,89 0,77 0,86

Tabela 4: Purificacdo em SDFA usando planejamento fatorial 23, (MMPEG: massa molar do PEG; Com.
Sais: concentracdo de sais de fosfato; K: fator de particdo; R topo%: rendimento; FP: fator de purificacéo;
sf; ndo ocorreu a formacdo de fases)
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6. Conclusédo
e Todas as bactérias analisadas eram produtoras de protease;
e Das 37 bactérias isoladas, 21 eram do género Bacillus;
e As bactérias do género Bacillus, 20 continham esporos;
e Das 16 bactérias restantes possuiam forma de bastonete;
e 8 bactérias selecionadas com atividade enzimatica (Pz) < 0,4;
e B. firmus (1) apresentou maior quantitativo de producéo de protease;
e Como B. firmus (1) foi a de maior producédo proteasica, ela foi utilizada para as
etapas seguintes.
e O pH étimo da enzima foi 0 pH 7;
e A enzima foi estavel em pH 4;
e A temperatura 6tima da enzima foi a de 37°C;
e A enzima foi estavel na temperatura de 25°C;

e O melhor processo de producéo/purificacédo foi o sistema 2.



22

7. Referéncias

BARROW, G. I.; FELTHAM, R. K. A. 1999. Cowan and Steel’s Manual for the
Identification of Medical Bacteria. 3rd ed. Cambridge University Press, Cambridge. 331p.

BEG, Q. K.; GUPTA, R. Purification and characterization of an oxidation-stable, thiol-
dependent serine alkaline protease from Bacillus mojavensis. Enzyme Microbial Technol., v.
32,n. 2, p. 294-304, 2003.

BEG, Q. K.; SAXENA, R. K.; GUPTA, R. De-repression and Subsequent induction of
protease syntesis by Bacillus mojavensis under fed bach operations. Process Biochemistry, v.
37,n.10, p. 1103-1109, 2002.

BRAGA, R. M.; et al. XXXII Congresso Brasileiro de Ciéncia do Solo “Isolamento de
fungos de solo de manguezal da Reserva Ecoldgica de Sapiranga”. 2009.

CANHOS, V.P. & MANFIO, P.F. 2001 [Online] Recursos Microbioldgicos para
Biotecnologia.

CHANG CT, FAN MH, KUO FC, SUNG HY. Potent fibrinolytic enzyme from a mutant of
Bacillus subtilis IMR-NKZ1. J. Agric. Food Chem. 48(8):3210-3216, 2000.

GUPTA | R.; BEG, Q.K.; LORENZ, P.; Bacterial alkaline proteases: molecular approaches
and industrial applications Appl Microbiol Biotechnol 59:15-32, 2002

Homepage: www.anbio.org.br/pdf/2/mct_recursos_biologicos.pdf.

KIM, W.,CHOI, H.K., KIM, Y., PARK S.H., CHOI. I., OH., KWON, I ., LEE., S. JEONG,
Y.K Proteolytic enzymes: A pratical approach. Beynom,R.J., Bond, J.S. (eds).1989.
Academic press. Oxford

KONG, LS. Purification and characterization of a fibrinolytic enzymes produced from
Bacillus sp CK 11-4 SCREENED FRON Chungkook-Jang. Applied and Enviroment
Mycrobiology 62, 24-82 , 1997.

LEE S.K.; BAE, D.H.; KWON, TJ.; LEE, S.B.; LEE, H.H.; PARK, JH.; HEO, S,
JOHNSON, M.G. Purification and characterization of a fibrinolytic enzyme from Bacillus sp.
KDO-13 isolated from soybean paste. J Microbiol Biotechnol 11(5):845-852, 2001

LEIGTON, T. J.; DOI, R. H.; WARREN, R. A. J. E KELLN, R. A. The relationship of serine
protease activity to RNA polymerase modification and sporulation in Bacillus subtilis.
Journal Molecular Biology, v. 76, p. 103-122. 1973

LIU J.G.; XING, J.M.; CHANG, T.,MA, Z.Y.; LIU, H.Z. Optimization of nutritional
conditions for nattokinase production by Bacillus natto NLSSE using statistical experimental
methods. Process Biochem 40:2757-2762, 2005

LUNA, J. M.; RUFINO, R. D.; ALVES DA SILVA, C. A.; CAMPOSTAKAKI, G. M;;
SARUBBO, L. A. Detecg¢do do potencial biotecnolégico em bactérias e leveduras isoladas de
sedimentos de mangue. In: SEMINARIO BRASILEIRO DE BIOTECNOLOGIA
ENZIMATICA, 5., 2002, Brasilia. Resumos.... Brasilia, DF, 2002.



23

MANFIO et al. 1998. Biodiversity: Perspectives and Technological Opportunities. Capitulo
9:Diversidade Microbiana e Desenvolvimento Sustentavel (diversos documentos).

MOURA, R. B.; PORTO, C. S.; PORTO, T. S.; CAVADA, B. S.; NASCIMENTO, K. S,
TEIXEIRA, E. H.; LIMA-FILHO, J. L.; PORTO, A. L. F. Particdo da lectina de Canavalia
grandiflora Benth (ConGf) em sistema de duas fases aquosas usando PEG — fosfato. X
JORNADA DE ENSINO, PESQUISA E EXTENSAO — JEPEX 2010 — UFRPE: Recife-PE.

NASCIMENTO, W. C. A.; SILVA, C. R,; CARVALHO, R. V.; MARTINS, M. L. L.
Otimizacdo de um meio de cultura para a producdo de proteases por um Bacillus sp.
Termofilico. Ciénc. Tecnol. Aliment. vol.27 no.2 Campinas Apr./June 2007.

NELSON, D. L. & COX, M. M. (2000). Enzymes. In Principles of Biochemistry, pp. 243—
292, Worth Publishers, New York.

NEVES, K. C. S.; PORTO, A. L. F.; TEIXEIRA, M. F. S. Sele¢éo de leveduras da Regiéo
Amazonica para producédo de protease extracelular. Acta Amazonica. VOL. 36(3) 2006: 299 -
306

PALHETA, R. A.; PORTO, T. S.; FERNANDES, M. S.: PORTO, A. L. F.; TEIXEIRA, M.
F.S. EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO DE PROTEASES DO LATEX DE Brosimum
parinarioides Ducke UTILIZANDO O SISTEMA DE DUAS FASES AQUOSAS (PEG-
FOSFATO). Anais/Resumos da 622 Reunido anaul da SBPC: ISSN: 2176-1221. UFRN,
Natal- RN, 2010.

PENG, Y., ZHANG, Y.Z., (2002a) Isolation and characterization of fibrinolytic enzyme-
producing strain DC-4 from Chinese douche and primary analysis of the enzyme property.
Chin High Technol Lett 12:30-34

PENG, Y.; HUANG, Q.; ZHANG, R.H.; ZHANG, Y.Z. Purification and characterization of a
fibrinolytic enzyme produced by Bacillus amyloliquefaciens DC-4 screened from douchi, a
traditional Chinese soybean food. Comp Biochem Pysiol B Biochem Mol Biol; 134 : 45-52,
2003

PENG, Y.; ZHANG, Y. Z. Optimization of fermentation conditions of douchi fibrinolytic
enzymeproduced by Bacillus amyloliquefaciens DC-4. Chin Food Ferment Ind 28:19 23,
2002.

POZA, M.; MIGUEL, T.; SIERO, C.; VILLA, T. G. Characterization of a broad pH range
protease of Candida caseinolytica. Journal of Applied Microbiology, Oxford, v. 91, n. 5, p.
916-921, Nov. 2001.

RAO,M.B., TANKSALE, A .P., GHATGE, M.S., DESPHANDE,V.V.1998. Molecular and
biotechnological aspects of microbial proteases, microbiology and molecular biology
reviews,62 (3):597-635.

RODARTE, M. P. Atividade proteolitica de bactérias, leveduras e fungos isolados dos frutos
e grédos de café (Coffea arabica L.) / Mirian Pereira Rodarte. —Lavras : UFLA, 2005. 86 p. :
il.



24

SATO, H. H; FLEURI, L. F. Estudo da influéncia de diferentes parametros na producao de
enzimas liticas. Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 28(2): 299-310, abr.-jun. 2008.

SILVA, M. R. O. et al. Estudo de Métodos de Extracdo de Protease Termostavel Produzida
pelo Penicillium aurantiogriseum. Sinaferm, 2003.



