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RESUMO: Peptidases sdo enzimas que atuam sobre as ligpef¢islicas de proteinas e peptideos, liberando
peptideos e/ ou aminoacidos. Sado comercializada®@mo mundo e abrange cerca de 60% do comércimzieas,
devido sua vasta aplicacdo em diferentes setodestiiais. As caracteristicas desejaveis parapaptdase aplicavel

a industria sdo: termoestabilidade, estabilidadar@céo de pH, solventes organicos entre outrdmiska por enzimas
termoestaveis contribui para o aumento de estugias\vendo fungos termofilos, pois estes micro-orgaos possuem

a termofilia como caracteristica fisioldgica, sa® fdcil cultivo, se comparado a bactérias, e sagretnzimas. O
processo de obtengdo ndo requer equipamentosdedipeara a obtengdo enzimatica tornando a manafdtuproduto
mais barata. Esta revisao realizou o levantamemtestlidos com fungos termdfilos e peptidases rimsodl dez anos
dez anos, a fim de relatar a importancia dessagfua as peptidases por eles produzidas bem camposencial de
aplicacéo.

Palavras chaves: Peptidases. Aplicacdo industrial. Fungos ternuaffi Termoestabilidade. Classificacdo de
peptidases.

PEPTIDASES SECRETED BY THERMOPHILIC FUNGI: a systematic review

ABSTRACT: Peptidases are enzymes which act on peptide bdmu®teins and peptides, releasing peptides and/or
amino acids. These enzymes are commercialized wiolddand cover about 60% of the enzyme market, usecaf
their wide application in different industrial sert. Desirable characteristics of peptidases fdustrial application are:
thermostability, stability at a pH range, organlvents among others. The search for thermostahlg/nees
contributes to the increase of studies involvingrimophilic fungi, since these microorganisms hawerrophilic
ability (have the ability to grow at high tempenas) as the main physiological characteristic, they easy to grow,
compared to bacteria, and secrete enzymes. Predessebtain enzymes do not need refined equipmertitat makes
product manufacture cheaper. This review was based survey made on studies made in the past ters yeth
thermophilic fungi and their peptidases as wellhadr potential application.

Keywords: Peptidases. Industry application. Thermophiliogiufhermostability. Peptidases classifications.
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1. Introducao

1.1. Peptidases: acao e

classificacao

O critério da natureza do sitio catalitico da

hY

peptidase esta relacionado a existéncia de
residuos de aminoacidos no sitio ativo

enzimatico que Sao essenciais para

Peptidases sdo enzimas presentes em todos desempenho catalitico das peptidases. Assim,

0S organismos Vivos e provavelmente
surgiram no inicio da evolugdo bioldgica.
Estas enzimas atuam através da hidrélise de
ligacdes peptidicas que levam a formacao de
peptideos e/ou aminoacidos livres,
dependendo do modo de acdo (RAO et al.,

1998).

de
Bioquimica e Biologia Molecular (1.U.B) as

Segundo a Unido Internacional
peptidases sdo classificadas como hidrolases
n°3, pertencentes ao subgrupo 4 (E.C.3.4),
porém a classificacdo destas enzimas € mais
complexa que isso e pode ser dividida de
acordo com outros critérios, tais como: a acao
catalitica; a natureza do sitio catalitico; pH

otimo de acdo; fonte de obtencdo e a
A

catalitica esta

conformidade com suas estruturas.

classificagdo pela acao
relacionada com o modo de acdo sobre a
ligacdo peptidica podendo ser classificada
como: endopeptidases que clivam ligacoes
peptidicas atuam nas regifes internas das
cadeias polipeptidicas, entre as regides amino
e carboxiterminal exopeptidases que atuam
nas extremidades carboxi e amino-terminal
das cadeias polipeptidicas (RAWLINGS e

BARRET, 1993).
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as peptidases sao agrupadas em: aspartico

peptidases, cisteino peptidases, metalo
peptidases (dependéncia de ions metalicos),
serino peptidases, (RAWLING et al., 2004)

treonina peptidases e glutamico peptidases
(PUENT e LOPEZ, 2004). Em relagao ao pH

otimo de acdo catalitica as peptidases podem
ser classificadas em acidas, neutras e
alcalinas. Finalmente, as peptidases também
podem ser classificadas em funcdo da sua
fonte de obtencdo como de origem animal,

vegetal e microbiana (PALMA et al., 2002).

1.2.

peptidases

Potencial econbmico das

O mercado de enzimas técnicas vende
aproximadamente US$ 1 bilhdo, e cerca de
30% deste mercado é constituido de enzimas
destinadas a produtos de limpeza (BON et al.,
2008).

Dentre todas as enzimas aplicadas

industrialmente, as peptidases constituem um
dos grupos mais

importantes  por

representarem aproximadamente 60% das
enzimas mundialmente comercializadas e sdo
empregadas em detergentes, carne, couro,

depilagéo, producéo de inseticidas, tratamento
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de
(MERHEB et al., 2007).

residuos e industria farmacéutica

Na maioria dos trabalhos cientificos, as
bactérias sédo relatadas como o0s principais
micro-organismos produtores de peptidase,
porém o potencial de fungos filamentosos
também tem sido explorado (GUIMARAES
et al., 2006).

1.3. Peptidases e aplicacao
industrial
Peptidases exibem ampla aplicacdo

biotecnolégica e sao utilizadas em uma
grande extensdo de processos industriais
(ANWAR e SALEEMUDDIN, 1998) e por

isso, destacam-se perante o mercado mundial

de enzimas como as mais importantes. S&o
aplicadas na industria de detergentes
(VENUGOPAL e SARAMMA, 2006),

amaciamento da carne (GENCKAL e TARI,
2006), clarificacdo da cerveja, indastria do
leite, maturacdo de queijos, sintese de
peptideos, conversdo de residuos naturais em
biomassa wusual (chifre, penas e pélos)
(ANWAR e SALEEMUDDIN, 1998),
producédo de gelatinas com diferentes graus de
endurecimento, inseticidas
(WANH e HSU, 2005) e ainda na substituicao
da catélise quimica em processos industriais

(MEHTA et al., 2006).

fabricacdo de

A aplicacdo biotecnoldgica das peptidases €

promissora tendo em vista tendéncias para o
127

desenvolvimento de tecnologias protetoras do
meio ambiente juntamente com o grande

potencial econémico (RAO et al., 1998).

A elevada capacidade dos fungos em
secretar proteinas para o meio tem sido
explorada na producdo de enzimas com
aplicacao biotecnoldgica e industrial (ODA et
al., 2006). Esse comportamento também é
observado na natureza, uma vez que fungos
saprofitos produzem uma grande diversidade
de enzimas extracelulares que permitem a
adaptacdo do metabolismo flngico aos

substratos disponiveis (KIM et al., 2007).

1.4. Peptidases fungicas

A utilizacdo de fungos pela humanidade é
remota.

A producdo de proteinas por fungos
flamentosos é mais atrativa do que por
bactérias, uma vez que os fungos sédo capazes
de produzir grandes quantidades de proteinas
extracelulares e algumas espécies ja possuem
a certificagdo GRASGenerally Recognized
as Safe) para industria de alimentos. Além
disso, os fungos possuem rapido crescimento
guando comparado com outras ceélulas
eucaridticas e sado capazes de secretar
funcionais enovelamento

proteinas com

correto e com as modificacbes
traducionais necessarias (KOSALKOVA et

al., 2012).

pos-
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A introducdo de fungos de forma geral

como fonte de obtencdo de enzimas também

Fungos termofilos sdo conhecidos por

produzirem enzimas termoestaveis, possuem

trouxe a busca por enzimas termoestaveis, que uma temperatura 6tima de crescimento entre

conferem vantagens no processo industrial
(ZANOELO et al., 2004) e consequentemente
do

classificados como termofilos.

aumentou interesse pelos fungos

Os fungos termofilos representam uma
pequena parcela da comunidade fungica que
exibe resisténcia ao calor como caracteristica
fisiolégica distinta e, embora a utilizacdo

destes micro-organismos seja interessante

poucos trabalhos séo realizados com os

mesmos, principalmente envolvendo
peptidases.
1.5. Fungos termofilicos e
enzimas

Mucor pusillus foi 0 nome dado ao primeiro
fungo termofilico, isolado do p&o e descrito
por Lindt h&d pouco mais de um século

(MAHESHWARI, 2000). Posteriormente,
Tsiklinskaya  descobriu  outro  fungo
termofilico o Thermomyces lanuginosus

crescendo em batatas.

O habitat natural de fungos termofilicos e as

condicbes bidticas que favorecem seu
crescimento ficaram desconhecidos até que
Hugo Miehe investigou as causas do auto
aquecimento e combustdo espontanea de

palheiro (MAHESHWARI et al., 2000).
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40°C e 50C (GOMES et al., 2007). O uso
destas enzimas pode apresentar muitas
vantagens, especialmente na industria de
alimentos, devido as altas temperaturas de
processamentos que podem ser aplicadas, as
guais estdo relacionadas com o aumento na
taxa de reagéo, melhorando a solubilidade dos
reagentes e diminuicdo na ocorréncia de
contaminacao

mesofilicos (MACCHIONE et al., 2008).

por micro-organismos

A maioria dos micro-organismos eucariotos
sdo incapazes de sobreviver a temperaturas
a 40-4& por

prolongado, e esta capacidade esta presente

préximas um tempo
em aproximadamente 30 espécies de um total
de 100 mil fungos, portanto a habilidade de
violar altas temperaturas € um fendmeno que
merece ser mais estudado (MAHESHWARI

et al., 2000).

Neste contexto, este trabalho tem como
objetivo destacar a importancia de peptidases
secretadas por fungos termofilicos na
aplicacdo industrial e verificar a necessidade
do aumento de estudos sobre este assunto a

partir de revisao literaria sistematica.

Revista da Universidade Vale do Rio Verde, Trésa€des, v. 13, n. 1, p. 125-135, 2015



2. Metodologia

Foi realizada a busca de artigos cientificos
com os descritoresttermophilic fungus and
proteases’. As buscas eletronicas foram feitas
em julho e agosto de 2014, limitadas ao
idioma Inglés e as datas das publicacbes
analisada foram de 2004 a 2014 nas seguintes
bases de dados: ScienceDirect e Pubmed.
ApoOs as buscas, os artigos foram selecionados

de acordo com 0 assunto proposto.
3. Discussao

As peptidases integram um dos grupos mais
importantes de enzimas aplicadas na industria
(HADDAR et al., 2009). Neste cenario, as
peptidases
(GUPTA et al., 2002) dada as vantagens e

custos envolvidos no seu manuseio e cultivo

microbianas tém  destaque

em relacdo as peptidases obtidas de vegetais e

animais.

As caracteristicas dos fungos termofilicos e
extremofilicos (GOMES e STEINER, 2004)
levam a producdo de enzimas termoestaveis,
que sdo desejaveis para sua aplicacdo a
indUstria. Logo, peptidases produzidas por
estes micro-organismos, na maioria das vezes
sdo termoestiveis e aceitas para aplicacédo

industrial.

Um levantamento sobre a utilizacdo de
peptidases produzidas por fungos termofilos

permitird uma analise sobre as deficiéncias
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cientificas no que tange o conhecimento sobre
estes micro-organismos, enzimas e seus
respectivos potenciais. Neste contexto, existe
um aumento no interesse por peptidases
secretadas por fungos termdfilos, entretanto
estes estudos ainda sdo incipientes e
representam um nicho para ser explorado

(Figura 1).

Na abordagem utilizada neste estudo, entre
0s anos de 2004 e 2014 foram identificados
10 estudos com fungos termdfilos e produgéo
de peptidases (Figura 1). Os anos entre 2007 e
2012 apresentaram um maior numero de
publicagbes, principalmente para a aplicagao
biotecnolégica destas enzimas nas industrias

de hidrolisados do leite e detergentes.

A seguir serdo relatadas publicacbes

disponiveis na literatura que tratam de
peptidases secretadas por fungos termofilicos

bem como possiveis aplicacdes industriais.

Merheb e colaboradores (2007) realizaram
uma caracterizagdo parcial da peptidase
secretada pelo fungo termofilthermoascus

aurantiacus.
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Figura 1 — PublicacBes envolvendo peptidases eofing maior comparada a peptidase de massa

termofilos de 2004 - 2014. molecular 63 kDa. Os autores ainda sugerem

um possivel uso industrial destas enzimas

devido as suas caracteristicas e propdem mais
i estudos aplicados para a especificacdo destas
’ aplicacoes (LI et al., 2007).
—
. A Macchione e colaboradores (2008)
compararam a producdo de peptidases em
g fermentacdo submersa e solida secretadas por

2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 nove diferentes fungOS terméfilos com o

Ano da publicaciao

Numero de publicacdes
(=

objetivo de verificar as melhores condi¢oes de
Fonte: Préprios autores cultivo para a secrecdo de peptidases. Na
fermentacdo em estado solido os fungos que

Os parametros bioquimicos revelaram uma
se destacaram foram Thermomyces

enzima termoestavel em temperaturas acima ) .
P lanuginosus, T. lanuginosus  TO.03,
Aspergillus sp. 13.34Aspergillus sp. 13.35 e

Rhizomucor sp. 13.37, enquanto que na

de 60C e estavel em ampla faixa de pH (3,0 a
9,5). Estudos aplicados mostraram que esta

peptidase causa hidrolise excessiva da caseina ~ ~
fermentacdo submersa a secrecdo de

do leite e sugeriu-se a aplicagdo desta . . .
peptidases foi maior pelos fungos

eptidase em processos que necessitem de . .
pep P g Thermoascus aurantiacus, T. lanuginosus

tivi teoliti ltas t t . .
atividade proteolitica em altas temperaturas T0.03 €T. lanuginosus 13.37.

No mesmo ano, um grupo de pesquisa Merheb et al. (2009) realizaram estudos

apresentou a purificacédo e a caracterizacdode .. . A
bioquimicos e de caracterizagdo com a

duas peptidases secretadas pelo fungo peptidase secretada pelo furiGbremoascus

termofilico Chaetomium thermophilum. Os . :
aurantiacus. Os autores sugeriram que a

resultados obtidos revelaram a existéncia de ) .
peptidase era uma metalo peptidase

duas peptidases com massa molecular de . -
embasados na inibicdo de sua atividade por

i t kD H oti 1 . ~ . .
aproximadamente 33 e 63 kDa e pH otimo 10 EDTA e ativacdo pelo fon Fe A possivel

e 5, respectivamente. A peptidase de menor . ”
P pep metalo peptidase apresentou pH 6timo 5,5 e

massa molecular (kDa) mostrou conservar ,
(kDa) apés 1 h a 6& conservou 70% de sua

0 . , . -
67% de sua atividade apos 1 h de incubagdo a atividade residual. Estudos com substrato

7 t t tabili
0°C que representa uma termoestabilidade fluorescente Abz-KKSSKQED-Dnp

130

Revista da Universidade Vale do Rio Verde, Trésa€des, v. 13, n. 1, p. 125-135, 2015



revelaram a preferéncia da peptidase em

guestao pelo residuo de arginina em P

Li
de

bioquimicos que envolveram a clonagem e

Em 2009,

resultados

e Li apresentaram o0s

estudos moleculares e
expressao enkichia pastori de uma serino
peptidase deChaetomium thermophilum. A
peptidase recombinante purificada foi
caracterizada e apresentou atividade catalitica
6tima em pH 8,0 e temperatura dé@0Sua
estabilidade ao pH apresentou atividades
residuais superiores a 80% na faixa de pH de
7 a 12. A peptidase manteve cerca de 80% e
50% de atividade residual apds 60 minutos de

exposicao a 60°C e 70°C, respectivamente.

No inicio do ano de 2010 Merheb-Dini e

colaboradores publicaram um trabalho
envolvendo a producédo e caracterizagcao de
do

indicae-seudatica N31 que

peptidases isoladas termofilo
Thermomucor
realizavam a coagulacdo do leite. Os autores
sugeriram a aplicacdo destas peptidases na
industria de queijos, pois o0s resultados
demonstraram a alta coagulacdo do leite e
baixa atividade proteolitica apdés vinte e
qguatro horas de fermentacéo. As propriedades
bioquimicas da peptidase bruta exibiram uma
baixa acéo proteolitica sobre a caseina do leite
bovino e a acédo coagulante foi 6tima em pH
5,7 e a 70°C. O perfil de peptideos obtidos

encorajou 0s pesquisadores a investigarem o
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potencial desta enzima como uma possivel

renina microbial.

Em 2010, Zanphorlin e colaboradores
(2010)

parcialmente e imobilizaram enbéads’ de

produziram, caracterizaram
alginato de calcio peptidases secretadas por
um nova espécie do género do termdfilo
Myceliophthora sp. A fermentacdo em estado
sé6lido em meio de cultura composto por
farelo de trigo e caseina permitiu que o fungo
produzisse 4,5 vezes mais peptidases quando
comparada com a quantidade de enzima
obtida na fermentacdo liquida. A peptidase
presente no extrato bruto apresentou pH
6timo 7 e 9 de acordo com o tipo de
fermentacdo liquida ou em estado sdlido,
respectivamente. A peptidase alcalina obtida
na fermentagdo sdlida foi imobilizada em
alginato de calcio e os resultados mostraram
da

imobilizada foi superior a da peptidase livre.

gue a termoestabilidade peptidase

No ano seguinte, Li e colaboradores (2011)
clonaram e expressaram uma peptidase
secretada pelo fungo termofilthermoascus
aurantiacus var. levisporus em P. pastoris e
caracterizaram a peptidase recombinante. As
condi¢des 6timas foram temperatura déC50
e pH 8,0. Em estudos de termoestabilidade, a
peptidase apresentou atividade residual de
aproximadamente 100%, 80% e 60% apods 60
minutos de exposicdo a 50, 60 e 70°C,

respectivamente. A peptidase foi inibida por

TrésaCies, v. 13, n. 1, p. 125-135, 2015



PMSF, mas nao por DTT e EDTA e exibiu
uma alta atividade frente a diferentes
substratos proteicos como caseina, gelatina,

albumina bovina, hemoglobina bovina e leite.

No ano de 2011, o grupo de Zanphorlin e
colaboradores (2011) continuou a estudar a
peptidase secretada pelo fungo termdfilo
Myceliophthora sp. e realizaram a purificacao
e caracterizacdo desta enzima. A inibicao por
PMSF indicou a classificacdo da peptidase
isolada como serino-peptidase e o pH e
temperatura 6timos foram 9 e 40°%@5
respectivamente. Estudos de fluorescéncia
com

substrato peptidico sintético com

supressao intramolecular de fluorescéncia
revelaram a especificidade de algumas

peptidases.

O potencial para uma renina microbiana deu
inicio a uma investigacdo mais aprofundada
sobre a peptidase produzida pirindicae-
seudaticae N31. Em 2012, Merheb-Dini e
colaboradores (2012) aplicaram a peptidase
estudada anteriormente para a coagulagdo do
gueijo prato e compararam os indices de
coagulacdo com um coagulante comercial. Os
resultados obtidos ndo mostraram diferencas
entre a coagulacdo proporcionada pela
peptidase secretada pbrindicae-seudaticae
N31 e pelo coagulante comercial durante os

sessenta dias de maturacéo do queijo.
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Embora este trabalho saliente a importancia
da producdo e dos estudos de peptidases
produzidas por fungos termofilos, nos anos de
2013 e 2014 nenhum trabalho foi encontrado
secretadas

para peptidases por

de

fungos

terméfilos nas  condigbes busca

anteriormente apresentadas.
4. Consideracoes finais.

A termoestabilidade é uma caracteristica
importante para peptidases com potencial de
aplicacéo industrial. Os fungos termofilicos
S80 micro-organismos que secretam enzimas
com esta desejavel caracteristica, aléem disso,
ndo exigem métodos refinados para a
obtencdo enzimatica como as bactérias, nem
cuidados extremos de cultivo como os
extremofilos. Nos ultimos dez anos alguns
trabalhos foram encontrados principalmente
entre os anos de 2007 & 2012, porém poucas
pesquisas ainda séo realizadas com peptidases
e fungos termofilos. Devido a importancia das
peptidases na industria de forma geral
acreditamos que exista necessidade de mais

pesquisas nesta area.
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