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RESUMO

Proteases constituem um dos grupos mais importantes de enzimas industriais, sendo o
setor alimenticio um dos que mais as utilizam, pois atuam sobre proteinas. Este trabalho teve
como objetivo produzir, purificar e caracterizar a protease do fungo termofilico Thermoascus
aurantiacus. A producgdo foi em fermentagc@o em estado sélido e o extrato enziméatico bruto foi
caracterizado. A atividade de protease, no extrato enzimdtico bruto, foi inibida por acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) (60,61%) e por fluoreto fenimetilsulfonil (PMSF)
(56,37%) e foi levemente estimulada por Ca®. Seu padrio de acdo hidrolitico sobre a caseina
foi estudado por UREA-PAGE, mostrando diferenca significativa em relagdo a uma renina
microbiana recombinante. O extrato enzimdtico bruto foi purificado através de precipitacdo
com alcool a 72% seguido de cromatografias em resinas Sephadex G75 e Sephacryl S100.
Apresentou rendimento de 0,4% e um fator de purificacao de 80 vezes. A massa molecular de
24,5 KDa foi estimada por SDS-PAGE. A protease pura apresentou inibicdo somente por
EDTA (96,70%) e ativagdo por sulfato ferroso, revelando-se uma metaloprotease ativada por
ferro. O pH 6timo foi 5,5; a temperatura 6tima foi 75°C e foi termoestdvel a 65°C por 1 hora
retendo mais de 70% de atividade original. Apresentou aumento de 151,0% de atividade na
presenca de Tween-20 e, através dos estudos de cinética enzimatica, hidrolisou melhor a

caseina do que a azocaseina.

Palavras-chave: Thermoascus aurantiacus. FES. Farelo de trigo. Caseina. Metaloprotease.

Termoestabilidade.



ABSTRACT

Proteases are a very important group of industrial enzymes, and are most employed in
the food segment due to their action on proteins. This work had the aim to produce, purify and
characterize the protease from the thermophilic Thermoascus aurantiacus. The production
was carried out in solid state fermentation and the crude enzymatic extract was characterized.
The proteolytic activity, in the crude extract, was inhibited by ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA) (60.61%) and by phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) (56.37%) and was slightly
stimulated by Ca®. Its hydrolytic action profile on casein was studied by UREA-PAGE,
showing significant difference when compared to a recombinant microbial rennet. The crude
enzymatic extract was purified through precipitation with ethanol at 72% followed by
cromatographies in columns of Sephadex G75 and Sephacryl S100. It was purified 80-fold
and exhibited recovery of total activity of 0.4%. SDS-PAGE analysis indicated an estimated
molecular mass of 24.5 KDa. The purified protease was only inhibited by EDTA (96.70%)
and stimulated by Fe* revealing to be a metalloprotease activated by iron. The optimum pH
was 5.5, optimum temperature was 75°C and it was thermostable at 65°C for 1 hour
maintaining more then 70% of original activity. It showed increase of 151.0% in activity in
the presence of Tween-20 and, through enzyme kinetics studies, better hydrolyzed casein than

azocasein.

Keywords: Thermoascus aurantiacus. SSF. Wheat bran. Casein. Metalloprotease.

Thermostability.



APRESENTACAO

Esta dissertagdo estd dividida em trés capitulos, os quais serdo submetidos a
publicagao.

Um resumo e uma introdugdo geral foram introduzidos para mostrar ao leitor a
importincia do trabalho cientifico.

O Capitulo I corresponde a uma revisdo bibliografica destacando a importancia e
principais aplicagdes das proteases; os microrganismos produtores, principalmente os fungos;
os processos fermentativos; uma descricdo dos critérios utilizados para sua classificacido e
finalmente alguns relatos sobre purificacdo de proteases fingicas.

O Capitulo II (“Producdo e caracterizacdo de protease do extrato enzimético bruto do
fungo termofilico Thermoascus aurantiacus) apresenta os resultados obtidos dos estudos de
produgdo e caracterizacdo da protease, no extrato enzimdtico bruto, do fungo termofilico
Thermoascus aurantiacus. Alguns desses resultados ja foram publicados (Merheb, C. W. et al.
Partial characterization of protease from thermophilic fungus Thermoascus aurantiacus and
its  hydrolytic activity on bovine casein, Food Chemistry (2006), doi:
10.1016/j.foodchem.2006, 11.010.). O artigo encontra-se em anexo.

O Capitulo III (“Purificacdo e caracterizagdo da metaloprotease do fungo termofilico
Thermoascus aurantiacus”) apresenta os resultados da purificacdo e caracterizacdo da
protease pura.

Em seguida, foi apresentada uma conclusdo geral do trabalho.
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INTRODUCAO

A importancia das enzimas na tecnologia de alimentos ji é conhecida de longa data.
Em especial, as proteases sdo de grande interesse. Sua acdo provoca a degradacdo de
proteinas pela hidrélise das ligacdes peptidicas e esta reacdo é importante na preparagdo de
uma grande variedade de produtos alimenticios processados como, por exemplo, queijos,
cervejas, amaciamento de carne e panificacdo. Estas proteases podem ja estar presentes na
matéria prima do alimento; podem ser excretadas por microrganismos crescendo no alimento
ou podem ser adicionadas como preparagdes enzimaticas isoladas. Assim, as proteases, como
biocatalizadores, promovem muitas reagdes quimicas e sdo comercialmente exploradas nas
industrias de alimentos, farmacéutica e quimica.

O interesse cientifico em proteases e suas agdes em diferentes proteinas dos alimentos
ndo somente podem resultar em melhores produtos, mas também estimulam o
desenvolvimento de um grande nimero de novas aplicacdes para as proteases na produgdo de
alimentos e seus ingredientes. Esse desenvolvimento também se tornou possivel pelo aumento
da disponibilidade de proteases de origens microbianas comerciais com propriedades
adequadas para o uso na industria alimenticia.

Conhecendo a importincia de proteases na industria de alimentos, as informacgdes
sobre as caracteristicas da enzima mostram-se interessantes ndo apenas do ponto de vista da
pesquisa bésica, mas também como pardmetros relevantes visando seu emprego na pesquisa
aplicada.

Neste trabalho serdo apresentados estudos de producdo de uma protease flingica
através de um processo fermentativo; estudos para investigar o modo de acdo desta protease
sobre a caseina, importante proteina da inddstria alimenticia e, apds purificacdo, a

caracterizagdo bioquimica em relag@o as condi¢des 6timas para sua atuagao.
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Revisao de Literatura

1.1 Proteases

Enzimas vém sendo utilizadas para auxiliar processamentos em diversas industrias
alimenticias hd muito tempo (AFAF et al, 2004). Com a funcdo bésica de hidrolisar
proteinas, as proteases sdo usadas comercialmente para promover esta hidrélise em alguns
alimentos (CAPIRALLA et al., 2002). As proteases sdo enzimas hidroliticas, com diferentes
caracteristicas proteoliticas e diferentes graus de especificidade. Por exemplo, a quimosina
(EC 3.4.23.4), protease coagulante obtida do estdbmago de bezerros, possui baixa atividade
proteolitica generalizada e alta especificidade para a caseina atuando no sitio de hidrélise
entre os residuos de aminodcidos fenilalanina, localizado na posi¢do 105 da cadeia, e
metionina, localizado na posicao 106, o que a torna adequada para producdo de queijos (RAO
et al., 1998; KUMAR et al., 2005).

As proteases sdo amplamente usadas no processamento de alimentos e em muitos
outros setores industriais. Muitos produtos alimenticios consumidos diariamente, entre os
quais o pao e o queijo, sdo produzidos com a colaboracdo deste tipo especial de enzima.
Também se empregam em outras atividades, como na inddstria de produtos de limpeza,
principalmente os detergentes; em preparagdo téxtil (tratamento enzimético de couro) e em
aplicacdes médicas (GUPTA et al., 2002).

As proteases constituem um dos grupos mais importantes de enzimas industriais,
representando aproximadamente 60% do mercado total de enzimas (KUMAR et al., 2005) e
as de origem microbiana estdo entre as mais importantes enzimas hidroliticas e t€m sido
estudadas extensivamente (GUPTA et al., 2002).

As proteases s@o classificadas de acordo com sua fonte (animal, vegetal,
microbioldgica), sua acdo catalitica (exopeptidases e endopeptidases) ou de acordo com a

natureza do seu sitio catalitico (serino, cisteino, aspdarticas e metalo) (RAO et al., 1998).
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L.1.1 Aplicacao das proteases

I.1.1.1 Higiene e sanitizacao

Proteases alcalinas sdo utilizadas no manuseio de residuos tanto de indudstrias de
processamento de alimentos como, por exemplo, penas de aves nos frigorificos, quanto de
atividades caseiras, onde se verifica a existéncia de uma férmula contendo enzimas
proteoliticas que desentope encanamentos obstruidos por cabelos (GUPTA et al., 2002).

De acordo com Turner et al., (2005), um pré-requisito para a produgdo de alimentos
seguros € de boa qualidade é a implementacdo de processos rigorosos de higiene,
principalmente nas etapas onde o produto entra em contato direto com superficies de
equipamentos. Residuos a base de proteina geralmente sdo os piores, principalmente em
industrias de laticinios e de carnes. A remoc¢do destes residuos inclui uso de &lcalis e/ou
lavagens com detergentes dcidos, sanitizacao quimica ou através de calor e um enx4giie final.
O uso de 4lcalis ou 4cidos aumentam custos, reduzem a vida ttil do equipamento e representa
um perigo aos manipuladores durante o processamento e ao ambiente. Assim, enzimas
proteoliticas podem ser utilizadas, oferecendo vantagens ao processo de higienizacgao,
removendo residuos protéicos. Mostrou-se, no trabalho de Turner et al. (2005), que um
preparado proteolitico comercial chamado ‘Alcalase’ removeu quantidades significativas de
residuos protéicos (caseina, BSA e hemoglobina) depositadas sobre superficie de vidro e que

a atividade enzimadtica residual apds a limpeza poderia ser facilmente inativada.

I.1.1.2 Detergentes

Proteases microbianas alcalinas sdo muito empregadas em formulagdes de detergentes,
pois possibilitam a remo¢do de manchas e residuos protéicos, provenientes, por exemplo, de
carne, sangue, leite e ovo e por serem aceitas ecologicamente (KUMAR; TAKAGI, 1999). O
ideal é que estas proteases possuam alta atividade e estabilidade em ampla faixa de pH e
temperatura, que sejam efetivas em baixas concentracdes (0,4 — 0,8%), que sejam compativeis

com os outros componentes do detergente, como agentes oxidantes, surfactantes e que tenham
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uma longa vida de prateleira (KUMAR; TAKAGI, 1999; MOREIRA et al., 2002;
NASCIMENTO; MARTINS, 2006). Entretanto algumas aplicagdes sdo menos exigentes que
outras. Por exemplo, para solu¢des de limpeza de lentes de contato, ndo ha necessidade de que
a enzima seja termoestdvel.

Geralmente estas proteases sdo obtidas por bactérias do género Bacillus como as
encontradas mais recentemente nos trabalhos de Nascimento; Martins (2006); El Hadj-Ali et

el. (2006); Johnvesly; Naik (2001); Sellami-Kamoun et al. (2006).

I.1.1.3 Industria alimenticia

1.1.1.3.1 Panificacao

A farinha de trigo é o principal componente dos processos de panificacdo e contém
uma proteina insoldvel chamada gliten, que determina as propriedades das massas. Endo e
exoproteinases de Aspergillus oryzae t€m sido usadas para modificar o gliten através de
protedlise limitada. O tratamento enzimdtico da massa facilita seu manuseio e permite a
producdo de uma ampla variedade de produtos. A adicdo de proteases reduz o tempo de
mistura e resulta em paes com volumes maiores (RAO et al., 1998).

De acordo com Schmidell et al. (2001) (b), especificamente para crackers, utiliza-se
proteases de origem fingica e bacteriana. Elas conferem a massa for¢a e extensibilidade

adequadas, permitindo uma laminagdo isenta de fraturas, e de espessura conveniente para a

correta tostagem do material durante o forneamento.

1.1.1.3.2 Carnes

Um grande niimero de enzimas proteoliticas produzidas por plantas, como papaina e
bromelina (AFAF et al., 2004), animais e microrganismos se mostraram eficientes
amaciadores de carne. Sdo empregadas com este fim as proteases alcalinas termofilicas, que

possuem a habilidade de hidrolisar proteinas do tecido conjuntivo e também proteinas da fibra
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muscular. O processo de amaciamento se da através do polvilhamento de uma preparagdo
enzimadtica ou através da imersdo do produto em uma solu¢do enzimadtica e/ou injetando a

preparagdo concentrada de protease na propria carne do animal (KUMAR & TAKAGI, 1999).

I.1.1.3.3 Cervejaria

Na inddstria cervejeira, existe o problema da formacgido de turbidez, que surge pela
proliferacdo de microrganismos (turbidez bioldgica) ou como resultado de reagdes quimicas
entre substancias da cerveja (turbidez ndo bioldgica). A turbidez ndo bioldgica é resultado da
combinacdo de polipeptidios com taninos na cerveja, devido ao resfriamento, produzindo
particulas facilmente visiveis. Enzimas proteoliticas sdo usadas na prevengdo deste tipo de
turbidez: como a molécula de proteina é consideravelmente maior do que a do componente
tanino, € o seu tamanho que determina o tamanho do agregado final. Conseqiientemente,
reduzindo o tamanho do polipeptidio com preparacdes enziméticas adequadas, o problema da
turbidez serd resolvido. As enzimas papaina, pepsina, ficina, bromelina e proteases
microbianas combinadas entre si aparentam ser a melhor preparacdo enzimdtica (ESKIN;
HENDERSON & TOWNSEND, 1971). As enzimas sdo utilizadas durante as seguintes etapas
do processamento da cerveja: malteacdo, fermentacdo e maturagdo, auxiliando no controle da

turbidez (SCHMIDELL et al., 2001) (b).

1.1.1.3.4 Hidroélise enzimatica: modificacdo das propriedades nutricionais e funcionais

das proteinas alimentares

Hidrolisados protéicos podem ser classificados de acordo com o grau de hidrélise, o
qual determina suas aplicagdes: hidrolisados com baixo grau de hidrélise, com melhores
propriedades funcionais; e hidrolisados com extenso grau de hidrélise que sdo empregados
como suplementos nutricionais e em dietas medicinais especiais sendo os principais
constituintes de produtos geridtricos, suplementos de alto valor energético e alimentos
hipoalergénicos (PEDROCHE et al., 2004). Essa importancia é devido ao fato de que os

hidrolisados, compostos por peptideos pequenos, apresentam a vantagem de serem absorvidos
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mais eficientemente e possuirem um maior valor nutritivo do que as proteinas intactas ou do
que uma mistura equivalente de aminodcidos livres (CLEMENTE, 2000; MORATO et al.,
2000). Assim, os hidrolisados protéicos contendo aminodcidos livres e peptideos pequenos,
constituem uma alternativa as proteinas intactas e estdo presentes em formulacdes especiais
desenvolvidas para fornecer suporte nutritivo a pacientes com diferentes necessidades.

A hidrolise enzimdtica aparenta ser o método mais apropriado para a obtencdo de
peptideos devido a disponibilidade comercial em grande escala, custo moderado,
possibilidade de controlar a hidrdlise e consequentemente as propriedades dos produtos
gerados e pela alta qualidade desses produtos (CLEMENTE, 2000). Uma protedlise limitada
pode melhorar as propriedades funcionais de proteinas através da mudancga de seu tamanho
molecular, conformacao, forca de ligacdes inter- e intramoleculares (GUAN et al., 2007)

As enzimas proteoliticas possuem habilidades hidroliticas variadas. Assim, a selecdo

(¢N

de enzimas para obtencdo de compostos com caracteristicas fisico-quimicas definidas
essencial. Para isso, uma reagdo seqiiencial executada por endopeptidases e exopeptidases é
preferida, pois uma facilita a acdo da outra e com isso é possivel alcancar uma degradacio
mais completa (CLEMENTE, 2000).

Um exemplo da aplicacio médica de hidrolisados protéicos sdo os que contém
peptideos com alta razdo entre aminodcidos com cadeias ramificadas e aminoacidos
aromadticos, conhecido como razdo de Fischer, e cujo conteido de tirosina e fenilalanina nao
exceda 2% do total dos aminodacidos, sdo utilizados em dietas especificas para pacientes com
encefalopatia hepdtica (mal funcionamento do figado que ocasiona doengas cerebrais) e
fenilcetontria (PEDROCHE et al., 2004). Essa composi¢do especifica dos hidrolisados foi
alcancada no trabalho de Pedroche et al. (2004) através de uma pré disgetdo de caseina,
proteina de alto valor nutricional, com tripsina, seguido de tratamento com quimotripsina, que
gerou um hidrolisado rico em peptideos com aminodcidos arométicos na extremidade carboxi
terminal, e finalmente tratamento com carboxipeptidase A, que removeu esses aminoacidos

aromaticos.

Hidrolisados protéicos de soro de leite

Soro de leite € um residuo obtido apds a fabricacdo de queijo em laticinios, que
contém proteinas de alto valor nutricional devido ao conteiddo de aminodcidos essenciais além
de aminoécidos contendo enxofre, como a cisteina, os quais possuem fun¢des antioxidante

(SINHA et al., 2007). De acordo com Mota et al. (2006), a B-Lactoglobulina, uma das
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principais proteinas do soro, é responsdvel pela maioria das propriedades bioativas de
produtos fabricados a partir de soro. Os hidrolisados dessas proteinas, obtidos
enzimaticamente, podem ser adicionados a alimentos especiais para agregar valor, ji que
hidrélises enzimdticas originam peptideos que aumentam as propriedades nutricionais de
digestibilidade e bioatividade. Além dessas propriedades, os hidrolisados desempenham
funcdo de agentes gelificantes, emulsificantes ou espumantes, dependendo da natureza do
peptideo e do grau da hidrolise (SINHA et al., 2007).

No trabalho de Sinha et al. (2007) foi estudada a hidrolise de concentrado protéico de
soro (CPS) por acdo de papaina e de uma protease fiingica. Percebeu-se, numa cromatografia
de filtracdo em gel, que houve uma diminui¢do progressiva do nimero de picos de proteina
conforme aumentou-se o tempo de tratamento enzimadtico, principalmente na amostra tratada

com papaina, o que significa que o CPS foi hidrolisado.

Hidrolisados protéicos de farelo de aveia

Preparacdes de proteina de aveia possuem boas qualidades nutricionais, porém em pH
levemente 4cido ou alcalino que sdo adequados para os sistemas de alimentacdo, suas
propriedades funcionais ndo sdo aproveitadas. Isso é um fator limitante para o consumo de
proteinas de aveia tornando necessdrio o melhoramento de suas propriedades funcionais
(GUAN et al., 2007). Mostrou-se no trabalho de Guan et al. (2007) que a hidrélise de
concentrado protéico de farelo de aveia por tripsina melhorou suas propriedades funcionais
como solubilidade, capacidade de retengdo de 4gua, atividade emulsificante e habilidade

espumante.

Remogdo de gosto amargo

Um aspecto negativo proveniente da hidrélise protéica é a formacdo de gosto amargo,
devido a liberacdao de peptideos pequenos contendo residuos de aminodcidos hidrofébicos.
Proteinas intactas ndo apresentam gosto amargo porque seu tamanho molecular afeta sua
habilidade de interagir com receptores de amargor na cavidade oral (FITZGERALD; GUINN,
20006).

De acordo com a revisao feita por Fitzgerald; Guinn (2006), peptideos menores que 6
KDa contendo residuos de leucina, prolina, fenilalanina, tirosina, isoleucina e triptofano

provavelmente serdo amargos e ainda que quando situados no interior da molécula provocario
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amargor mais intenso do que quando situados nas extremidade N- ou C-terminais. Muita
atencdo tem sido dada ao uso de exo e endopeptidases para remover gosto amargo,
principalmente as que hidrolisam ligagcdes adjacentes aos residuos hidrofébicos, em especial a
prolina, mostrando que a especificidade é um fator importante para escolher a estratégia

enzimatica para remog¢do de gosto amargo.

1.1.2.3.5 Laticinios - fabricacdo de queijos

Esta é provavelmente, a 4drea de maior volume de aplicagcdo das proteases na industria
de alimentos.

O leite € uma emulsdo de gorduras em 4gua estabilizada por uma dispersao coloidal de
proteina. As proteinas do leite podem ser classificadas em quatro grupos, de acordo com suas
propriedades fisico-quimicas e estruturais: 1) caseinas; 2) proteinas do soro; 3) proteinas das
membranas dos glébulos de gordura; 4) enzimas (SGARBIERI, 2005), como as proteases
Plasmina e Catepsina D.

As caseinas sdo fosfoproteinas globulares insoliiveis em pH 4,6 e a 20°C e existem no
leite na forma micelar. A micela € uma complexa formagdo de varias unidades de caseinas, as
quais sdo compostas por cadeias de amino 4cidos. Podem ser subdivididas nas seguintes
classes: o- (051 € O2), B-, V- € K-caseinas, sendo que a y-caseina resulta da protedlise da [3-
caseina. Uma unidade inteira de caseina € composta por, aproximadamente, 40% «-caseinas,
35% B-caseinas, 15% x-caseinas € 10% de compostos inorgénicos, principalmente fosfato de
calcio coloidal (ROBINSON; WILBEY, 1998).

As fragdes o contém de sete a nove residuos fosfato-serina por mol, a o, de 10 a 13
e a P cinco. Estes residuos sdo concentrados em clusters (grupos) e sdo responsdveis pela
existéncia de dreas hidrofilicas com forte carga negativa. Devido a presenca de fosforo (P) nas
fragdes 041, 02 € P, elas se ligam fortemente ao célcio e precipitam na presenga de {ons [Ca™]
> 6 mM. Entretanto, a K-caseina, que possui apenas um residuo fosfato por mol, € solivel em
altas [Ca™]. Ela interage hidrofobicamente com as fracdes o e P e consegue estabilizd-las
contra a precipitagdo (LAW, 1997).

A fragdo x difere da o e B por conter apenas um grupo fosfato-serina e por uma de

suas metades conter um oligossacarideo. Sua molécula aparenta ser constituida de uma
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estrutura, relativamente estdvel, com uma Unica ponte dissulfeto dentre a qual estdo ambas o~
hélice e folhas P (estruturas secundarias). A ligagdo Phejos — Met;o6, sensivel a renina, projeta-
se a partir da superficie molecular. Um terco da molécula é representada pela secdo
carboxiterminal fortemente idnica, que contém residuos de aminoacidos acidos e a maioria
dos hidrofilicos, além dos tré€s residuos oligossacarideos. O restante da molécula, representada
pela regido aminoterminal, que agrupa os aminodcidos bdsicos e os apolares, é altamente
hidrofébica e corresponde a para-K-caseina formada apds a hidrdlise da ligacdo Phejgs —
Metios (SGARBIERI, 2005).

A natureza anfipdtica das caseinas e suas fosforilacdes facilitam as interagdes umas
com as outras e com fosfato de cdlcio, e possuem diferentes tamanhos, com o didmetro
variando de 30 a 300 nm. Vérios modelos tém sido sugeridos para a micela e um dos mais
conhecidos estd representado na Figura 1.

Consiste de um agregado de sub-micelas quase esféricas, as quais consistem de
agregados mais limitados de moléculas (fragdes) de caseina. O fosfato de célcio e as o- e -
casefnas sdo unidos pelo envolvimento dos residuos fosfato-serina na estrutura do fosfato de
cilcio. A xk-caseina estd localizada na superficie da micela, ou entdo muito préximo a
superficie. A parte hidrofébica da molécula da K-caseina é atada ao nicleo da micela,
enquanto que o glicomacropeptideo hidrofilico forma uma camada de filamentos altamente
hidratados, que se projetam para a fase aquosa. Esses filamentos sdo responsdveis pela

estabilizagdo estérica das micelas de caseina (VARNAM; SUTHERLAND, 2001).

Sub-micelas

Cadeia saliente (filamentos)

Fosfato de calcio

Figura 1. A micela de caseina.

Fonte: VARNAM; SUTHERLAND, 2001.
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Mais recentemente foi proposto por Dalgleish; Spagnuolo; Goff (2004), de acordo
com micrografias obtidas de microscépio eletrdnico de varredura, que a superficie da micela
€, na verdade, mais complexa e flexivel do que apenas filamentos atados a uma esfera, e
consiste de pequenos tubos de caseina que se projetam a partir da massa interior, € na
extremidade desses tubos € que se situa a k-caseina, o que implica em maior drea superficial,
e ainda que parece existir entradas ou fendas, sugerindo que o interior da micela € acessivel a

pequenas moléculas como as enzimas.

a) Coagulacdo do leite

O primeiro passo da fabricacdo de queijos envolve a coagulacdo das caseinas por
enzimas proteoliticas coagulantes. Uma importante caracteristica da K-caseina na fabricacdo
de queijos é que a renina € capaz de partir a cadeia de amino dcidos especificamente entre as
unidades 105 (fenilalanina) e 106 (metionina). As duas partes resultantes desta divisdo sdo a
para-k-caseina insolivel (residuos de amino 4cidos de 1 a 105) que permanece associada a
micela de caseina e um peptideo solivel (glicomacropeptideo; residuos 106 a 148)
(ROBINSON; WILBEY, 1998). A para-k-caseina ndo estabiliza a estrutura micelar e as
fragdes alfa e beta precipitam, na presenga de calcio, formando o codgulo, que expulsa o soro
por sinérese (NAGODAWITHANA; REED, 1993). O célcio ajuda na coagula¢do por criar
condigdes isoelétricas e por agir como uma ponte entre as micelas. O efeito deste fon é de
grande importdncia na segunda fase, ndo enzimdtica, da coagulacdo do leite que ocorre
quando quantidades suficientes de k-caseina foram hidrolisadas e se a temperatura e a
atividade do ion forem suficientemente altas (ANEMA; LEE; KLOSTERMEYER, 2005).

A renina, tradicionalmente obtida do 4° estdbmago de bezerro, € a principal enzima
utilizada na produgdo de queijos (KUMAR et al., 2005) e participa tanto da coagulacdo do
leite quanto da maturacdo do queijo, processo importante para o desenvolvimento de sabor e

textura (NAGODAWITHANA; REED, 1993).

b) Maturacdo do queijo

Enzimas coagulantes também possuem habilidades proteoliticas que contribuem para a
maturagdo do queijo. Os principais agentes responsdveis pela protedlise durante a maturacio
sdo: enzimas enddgenas do leite, ou seja, naturalmente presentes (ex. plasmina); coagulante
residual retido no codgulo ap6s a producdo (ex. renina, pepsina, proteinases microbianas ou

de plantas); enzimas proteoliticas provenientes das culturas lacticas (fermento) e da flora
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secundaria/contaminante ou ainda proteinases/peptidases exdgenas (TRUJILLO et al., 2000;
WILKINSON; KILCAWLEY, 2005). A renina € a menos proteolitica dos coagulantes
normalmente utilizados NAGODAWITHANA; REED, 1993).

A atuagdo destes agentes proteoliticos, durante a maturacdo, pode ser observada na

Figura 2.
Coagulante Peptidases do
residual Peptideos fermentoe da  Peptideos Pequenos
Caseina ———p - >
Proteases Grandes flora e Aminoacidos livres
do fermento e secunddria
do leite

Figura 2. Agentes proteoliticos responsaveis pela maturacio de queijos.

Fonte: SOUSA; ARDO; MCSWEENEY, 2001.

Assim, as enzimas proteoliticas catalisam a transformacgdo da caseina em peptideos
pequenos e em aminodcidos livres, que contribuem diretamente para o sabor ou
indiretamente, agindo como precursores de sustdncias aromaticas como aminas, acidos, tidis,
tioesteres, caracteristicos dos queijos (WIT et al., 2005; GOROSTIZA et al., 2004).

Durante a protedlise primdria, a caseina comeca a ser degradada. Se essa degradagdo
resultar na formacao de peptideos amargos, havera produgdo de gosto amargo, principalmente
quando a formacdo desses peptideos for mais rdpida do que sua hidrélise, realizada pelas
enzimas proteoliticas produzidas pelas culturas lacticas (NAGODAWITHANA; REED,
1993). A analise de peptideos amargos formados a partir de caseina inteira revela que eles sdo
originados das fragdes ai- € -, as quais contém altos niveis de aminoécidos hidrofébicos
(KOKA; WEIMER, 2000).

A renina atua em todas as fracdes de caseina produzindo gosto amargo, sendo que
proteases de culturas lacticas produzem amargor a partir da B-caseina (KOKA; WEIMER,

2000).
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L.1.2 Proteases fiingicas

Microrganismos representam uma excelente fonte de enzimas devido a sua ampla
diversidade bioquimica e a sua susceptibilidade a manipulagdo genética. Microrganismos
crescem rapidamente e, em geral, seus substratos para crescimento sdo relativamente baratos
(TUBESHA; AL-DELAIMY, 2003), o que os tornam constantemente disponiveis. Proteases
microbianas representam aproximadamente 40% de toda a venda mundial de enzimas (RAO
et al., 1998).

Fungos tém sido amplamente empregados como produtores de diferentes substincias
de interesse econdmico, principalmente, as enzimas. S@o obtidos através de processos
fermentativos e proporcionam a vantagem de nao tornar necessdrio o uso de métodos caros de
filtracdo, pois seu micélio pode ser facilmente removido, por filtragio a véacuo ou
centrifugacdo, obtendo-se um extrato livre de microbios (ANDRADE et al., 2002).
Geralmente as enzimas produzidas por fungos sdo extracelulares, o que facilita o processo de
recuperacdo do meio de fermentagcdo. Além disso, o uso de fungos, como produtores de
enzimas, ¢ mais seguro do que bactérias ja que normalmente sdo considerados como GRAS
(Generally Regarded As Safe) (GERMANO et al., 2003).

Fungos termofilicos s@o os principais componentes da microflora que se desenvolve
em grandes massas de material vegetal, de produtos agroindustriais e florestais e outras
acumulacdes de matéria organica onde o ambiente quente, imido e aerdbio fornece as
condigdes bdsicas para seu desenvolvimento. Possuem temperatura minima de crescimento e
20°C e temperatura maxima de crescimento ¢ 50°C. Devidb ap fdo dos fungos termcfiliaos
ocorrerem em habitats terrestres que sdo heterogéneos em termos de temperatura e tipos de
nutrientes, substincias quimicas, gases, atividade de dgua entre outras varidveis, eles
tornaram-se capazes de se adaptarem a vdrios fatores ambientais e ndo somente a alta
temperatura (MAHESHWARI; BHARADWAIJ; BHAT, 2000). Os processos fermentativos
destes fungos, para producio enzimdtica, ocorrem a temperaturas elevadas, o que diminui o
risco de contaminagdo microbiana.

Microrganismos termofilicos sdo capazes de existir sob condi¢cdes ambientais
extremas. Em geral, proteinas desnaturam-se sob elevadas temperaturas (40-55°C), mas
enzimas produzidas por microrganismos termofilicos sdo caracterizadas por possuirem maior

termoestabilidade e atividade catalitica 6tima em altas temperaturas e algumas, podendo

suportar temperaturas até 100°C sem perder atividade bioldgica (KALOGERIS et al., 2003).
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Tais enzimas termoestaveis sdo muito importantes como catalisadores em processos técnicos
que ocorrem a altas temperaturas (GEY & UNGER, 1995). Proteases termoestiveis
apresentam vantagens em algumas aplicagdes pois possibilitam o emprego de temperaturas de
processo mais altas, implicando em taxas de reagdo mais elevadas, aumento na solubilidade
de reagentes e produtos e redu¢do na incidéncia de contaminacdo por microrganismos
mesofilicos (SOOKKHEO et al., 2000). Assim, o interesse em enzimas termoestdveis tem
crescido na medida em que a resisténcia a inativacdo térmica se tornou uma propriedade

desejada de enzimas para aplicacdes em processos industriais.

1.1.3 Fermentacao

Fermentacdo € um processo que acompanha o desenvolvimento microbiano e é uma
ferramenta importante na obtencdo de diversos produtos, tais como biomassa microbiana,
vitaminas, hormonios, pigmentos, enzimas, biosurfactantes, biopesticidas, etc. (SCHMIDELL
et al., (a) 2001; PANDEY, 2003).

Sistemas de fermentacdo em estado solido (FES) e liquida ou submersa (FSm) t&ém
sido utilizados para producdo de proteases (SANDHYA et al., 2005). A primeira ocorre com
baixo conteido de umidade, geralmente 60-70% enquanto que a uUltima ocorre com maior
teor, geralmente acima de 90%.

FES pode ser definida como: ‘processo que se refere a cultura de microrganismos
sobre ou dentro de particulas em matriz sélida (substrato ou material inerte), onde o contetido
liquido ligado a ela estd a um nivel de atividade de 4dgua que, por um lado, assegure o
crescimento e metabolismo das células e, por outro, ndo exceda a médxima capacidade de
ligacdo da 4gua com a matriz sélida” (SCHMIDELL et al., (a) 2001).

De acordo com Germano et al. (2003), Pandey (2003), Sandhya et al. (2005), FES
oferece muitas vantagens em relagdo a FSm:

o Utilizacdo de residuos agroindustriais, como farelo de trigo, soja, algoddo, arroz,
bagaco de laranja, bagaco de cana, entre muitos outros;

. Utiliza quantidade de &4gua muito pequena, permitindo uma producdo mais
concentrada dos metabdlitos, diminuindo a formagdo de 4gua residual, diminuindo
problemas de contaminac@o por bactérias durante o processo fermentativo e ainda

favorecendo o desenvolvimento de fungos filamentosos, que geralmente crescem na
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natureza em substratos sélidos como madeira, raizes e folhas de plantas e outros

materiais organicos;

. Por ser um processo estacionario, ndo acarreta em custos energéticos adicionais;
. Afirma-se que as producdes enzimaticas sao maiores.

A selecdo do substrato adequado para FES é muito importante, pois este material
solido atua como suporte fisico além de fornecer nutrientes ao microrganismo (PANDEY,
2003).

Virios estudos descrevem a eficiéncia da sintese de proteases extracelulares por
fungos, durante processos fermentativos. No trabalho de Andrade et al. (2002) determinou-se
que a linhagem de Mucor circinelloides foi um bom produtor de protease; Sumantha et al.
(2005) encontraram uma linhagem de Aspergillus que se mostrou boa produtora de protease
neutra, por FES a 30°C por 48 horas; Benito et al. (2002) estudaram a protease de Penicillium
chrysogenum Pg222 produzida em FSm, a 25°C por 4 dias; Germano et al. (2003) mostraram
a possibilidade de produzir protease por Penicillium sp. em FES com 55% de umidade, a
28°C, por 2 dias utilizando torta de soja desengordurada como substrato; trés espécies de
Fusarium produziram proteases no trabalho de Pekkarinen et al. (2000); Wu; Hang (2000)
estudaram a produgdo de uma protease dcida por Neosartorya fischeri; Tunga; Shrivastava;
Banerjee (2003) estudaram a protease produzida por Aspergillus parasiticus em FES, a 32°C,
por 3 dias utilizando farelo de trigo como substrato; Aspergillus niger também produziu
protease no trabalho de Coral et al. (2003); Streptomyces clavuligerus produziu proteases
extracelulares por fermentacio em batelada utilizando farinha de soja como fonte de
nitrogénio no trabalho de Moreira et al. (2001); Sandhya et al. (2005) obtiveram melhores
resultados para producdo de protease utilizando uma linhagem de Aspergillus oryzae em FES
a 30°C, por 3 dias utilizando farelo de trigo como substrato; Ferreira; Boer; Peralta (1999)
encontraram alta producdo de protease por Aspergillus tamarii durante FES por 5 dias em
farelo de trigo; Agrawal et al. (2005) demostraram o potencial do fungo Beauveria felina
como fonte de uma protease alcalina para aplicacdo comercial na hidrélise de proteinas de
soja; Chellappan et al. (2006) apresentaram o fungo Engyodontium album BTMFS10 como
outra fonte de protease, cujas condi¢des Otimas de produgdo foram em FES com 60% de
umidade, a 25°C, por 5 dias utilizando farelo de trigo como substrato;

Producdo de protease por fungos termofilicos foi relatada por Jensen et al. (2002), que
encontraram atividade proteolitica no extrato produzido por Thermomyces lanuginosus em
cultivo continuo a 50°C; por Li; Yang; Shen (1997), que também estudaram o fungo

Thermomyces lanuginosus e encontraram uma protease altamente termoestdvel (100% de
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atividade a 50°C por 2,5 horas) produzida em FSm com suplementacdo de 4% de caseina, a
50°C por 12 dias; Hashimoto; Iwaasa; Yokotsuka (1972) encontraram uma protease
termoestavel (100% a 60°C por 1 hora) produzida por Penicillium duponti K1014 em 2 dias
de FES com farelo de trigo; Ong; Gaucher (1973) determinaram que Humicola lanuginosa
(hoje conhecido como Thermomyces lanuginosus) e Malbranchea pulchella var. sulfurea
foram bons produtores de proteases termoestdveis (até aproximadamente 70°C por 1 hora) em
FSm, a 45°C por 30-50 horas.

Percebe-se que hd poucos relatos na literatura de produg@o de proteases termoestaveis
por fungos termofilicos e ainda que a maioria esses relatos sdo antigos. Esse tipo de protease é
mais estudado em bactérias termofilicas do género Bacillus (EL HADJ-ALI et al., 2006;
JOHNVESLY; NAIK, 2001; JOHNVESLY; MANJUNATH; NAIK, 2002; MATTA; PUNIJ,
1998; SELLAMI-KAMOUN et al., 2006;) e outras como Streptomyces sp. (DE AZEREDO et
al., 2004).

Fungos também sdo investigados para producdo de proteases coagulantes. Vdrios
pesquisadores obtiveram sucesso na tentativa de encontrar substitutos de renina produzidos
por fungos. Fernandez-Lahore et al. (1999) encontraram uma proteinase dcida com alta
atividade coagulante produzida no quarto dia de FES por uma linhagem mesofilica de Mucor
sp. (M-105). Hashem (1999) investigou a produ¢do de enzimas coagulantes extracelulares por
sete culturas fingicas e determinou que Penicillium oxalicum foi o produtor mais promissor,
em cultivo estacionario por 8 dias. Tubesha; Al-Delaimy (2003) encontraram, dentre 20
linhagens de Mucor isoladas na Jordania, um bom produtor de enzima coagulante, cujas
condi¢des 6timas de cultivo ocorreram em FES por 4 dias a 30°C, utilizando uma mistura
fortificada de farelo de trigo como substrato. Kumar et al. (2005) apresentaram uma protease
dcida com possiveis caracteristicas de enzima coagulante produzida por Rhizopus oryzae em
fermentacdo sélida a 30°C por 2 dias, utilizando farelo de trigo como substrato. Shata (2005)
relatou sobre as condi¢des Otimas para extracdo de uma enzima coagulante produzida por
Aspergillus oryzae em FES utilizando farelo de trigo como substrato. Nos estudos de Silveira
et al. (2005) averiguou-se a produgd@o de renina microbiana pelo zigomiceto Mucor miehei,
um dos mais pesquisados para este tipo de sintese, via FES utilizando vdrios residuos

agroindustriais.
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1.1.4 Propriedades cataliticas de Proteases

As proteases catalisam a mesma reagcdo quimica, porém exibem preferéncias de acordo
com os grupos presentes nas proximidades das ligacdes peptidicas. Assim, tem-se
exopeptidases, que exibem preferéncia pelas extremidades C- ou N- terminais da cadeia
peptidica, sendo especificas pelos grupos carboxila ou amino livres; e endopeptidases, que
atuam dentro da cadeia peptidica e cuja especificidade depende das cadeias laterais de
aminodcidos encontradas na vizinhanga do sitio de hidrélise (POLGAR, 1989).

Outro critério de classificacdo, além da especificidade, é em relacdo a0 mecanismo
catalitico, que designa as proteases em quatro principais grupos: serino-proteases, cisteino-
proteases, proteases aspdrticas e metaloproteases. Este mecanismo pode ser determinado
indiretamente através da reatividade da enzima em relagdo a inibidores de residuos de
aminodcidos na regido do sitio ativo (LI, YANG, & SHEN, 1997).

Segundo Rao et al. (1998), serino-proteases sdo caracterizadas pela presenca de um
grupo serino no seu sitio ativo e sdo reconhecidas pela inibi¢ao irreversivel por PMSF, entre
outros; proteases aspdrticas, comumente conhecidas como proteases 4dcidas, sdo
endopeptidases que dependem de residuos asparticos dcidos para sua atividade catalitica e sdo
inibidas por pepstatina; cisteino-proteases possuem sua atividade dependente de um par
catalitico contendo cisteina e histidina e geralmente sdo ativas somente na presenga de agentes
redutores como a cisteina; metaloproteases constituem o tipo catalitico mais diverso das
proteases e sdo caracterizados pela necessidade de um fon metédlico divalente para sua
atividade e por isso sdo inibidas por quelantes de metais como o EDTA.

E interessante ressaltar que o critério baseado no mecanismo de acio garante uma
melhor classificacio inicial das proteases, j4 que uma mesma protease pode atuar tanto como

exo- quanto como endopeptidases (POLGAR, 1989).

1.1.5 Purificacao de enzimas

A purificagdo enzimdtica € um processo complexo que elimina constituintes
indesejaveis do meio de cultivo como, por exemplo, a elevada propor¢ao de dgua, moléculas

organicas e inorganicas constituintes do meio de cultura, outros metabdlitos extracelulares
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que ndo a proteina de interesse, além de metabdlitos intracelulares originados de células
mortas e fragmentos celulares (PESSOA JR.; KILIKIAN, 2005). Assim, a proteina de
interesse € isolada do meio e suas caracteristicas especificas podem ser determinadas.

Devido as diferencas de cada produgdo enzimdtica (tipo de fermentacdo, tipo de meio
de cultivo, microrganismo) ndo existe um protocolo definido para purificacdo de proteinas. E
necessdrio desenvolver um protocolo especifico, que geralmente engloba algumas etapas
como: clarificacdo da amostra, geralmente por técnicas de filtracdo e/ou centrifugacio, onde
se obtém o extrato enzimatico bruto; concentracdo da amostra, geralmente por ultrafiltracao
ou precipitagdio por sais ou solventes organicos; e, finalmente, através de técnicas
cromatogréficas, ocorre a purificacio de alta resolucdo (PESSOA JR.; KILIKIAN, 2005). O
ideal é manter o processo simples e curto para que a recuperacdo da proteina em questdo nao
seja muito prejudicada.

Ha relatos de purificacdo de proteases flngicas através do uso de diferentes
procedimentos. Tunga; Shrivastava; Banerjee (2003) isolaram uma protease, com massa
molecular estimada de 23 KDa, de Aspergillus parasiticus por precipitacdo com acetona
seguida de cromatografias de troca idnica e filtracdo em gel. Kumar et al. (2005) purificou
uma protease aspartica, com massa molecular de aproximadamente 34 KDa, de Rhizopus
oryzae através de fracionamento com sulfato de amodnia seguido de cromatografias de troca
ionica e filtracdo em gel. Fernandez-Lahore et al. (1999) purificaram uma protease 4cida da
linhagem mesofilica Mucor sp. (M-105) por ultrafiltracdo e cromatografias de troca idnica e
filtracdo em gel e determinaram seu pelo molecular em torno de 33 KDa. Chellappan et al.
(2006) purificaram a protease de Engyodontium album BTMFS10 através de precipitacdo com
sulfato de amonia seguida de cromatografia de troca idnica, e estimaram a massa molecular da
enzima em 38 KDa. Barata et al. (2002) apresentaram a purificacdo de uma serino-protease
alcalina, obtida de Fusarium oxysporum var. lini., através de cromatografia em Q-Sepharose,
cromatografia de afinidade e finalmente em outra cromatografia de troca idnica e estimaram a
massa molecular de 41 KDa. Hattori et al. (2005) purificaram uma protease obtida de
Cordyceps militaris por precipitagdo com sulfato de amonia seguida de 3 cromatografias de
troca i0nica e determinaram a massa molecular de 23,405 KDa. Chakrabarti; Matsumura;
Ranu (2000) purificaram a protease obtida de Aspergillus terreus (IJIRA 6.2) apés 7 etapas
cromatogréficas e estimaram a massa molecular de 37 KDa.

E interessante notar que, dentre as proteases citadas, todas possuem baixa massa

molecular e que, portanto, proteases fngicas provavelmente apresentardo essa caracteristica.
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Producao e caracterizacao de protease do extrato enzimatico bruto do fungo termofilico

Thermoascus aurantiacus

Resumo

Proteases sdo enzimas muito importantes industrialmente, com considerdvel aplicacio
no setor alimenticio. O objetivo deste trabalho foi estudar a protease do extrato enzimatico
bruto produzido pelo fungo termofilico Thermoascus aurantiacus por fermentacdo em estado
sélido (FES). Para compreender o seu mecanismo de acdo, fez-se um estudo com inibidores e
foi observado inibi¢do principalmente por EDTA (60,61%) e também por PMSF (56,37%).
Para elucidar seu modo de acdo proteolitico, seu perfil hidrolitico sobre a caseina foi estudado
por dois métodos: 1) hidrélise enzimdtica sobre solucdo de caseina 1%, analisada por variacao
de absorbancia a 280 nm e 2) hidrélise enzimética sobre solug¢do de leite em pé desnatado,
analisada por UREA-PAGE, os quais foram comparados com uma protease comercial e

mostraram que a protease ndo possui a mesma especificidade que a renina bovina.

I1.1 Introducao

Proteases constituem um grupo importante de enzimas e representam
aproximadamente 60% to total de vendas de enzimas ja que s@o utilizadas nas industrias de
detergentes, cerveja, carnes couro e em laticinios (KUMAR et al., 2005).

Virias investigagdes tém sido realizadas no intuito de obter proteases de fungos como
Thermomyces lanuginosus (JENSEN et al., 2002; LI; YANG; SHEN, 1997), Aspergillus
(CORAL et al., 2003; TUNGA; SHRIVASTAVA; BANERFEE, 2003; SHATA, 2005),
Penicillium (HASHEM, 2000; GERMANO et al., 2003), Mucor (MAHESHWARLI,
BHARADWAJ; BHAT, 2000; ALVES et al.,, 2002; TUBESHA; AL-DELAIMY, 2003);
Rhizopus oryzae (KUMAR et al., 2005). Entretanto, suas atividades hidroliticas nem sempre
sdo esclarecidas.

Virios estudos descrevem a eficiéncia de sintese enzimadtica pelo fungo termofilico

Thermoascus aurantiacus, durante processos fermentativos, como as enzimas celuloliticas
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(KALOGERIS et al., 2003), amiloliticas (CARVALHO et al., 2006), pectinoliticas
(MARTINS et al., 2002), xilanase (DA-SILVA et al., 2005; MILAGRES et al., 2004;
SOUZA; ROBERTO; MILAGRES, 1999) e catalase (WANG et al., 1998). Porém ndo hd
relatos recentes de producio de protease por este microrganismo.

Assim, este trabalho teve como objetivo estudar a protease do extrato enzimético bruto
produzido pelo fungo termofilico Thermoascus aurantiacus em fermentacdo em estado sélido
utilizando farelo de trigo suplementado com diferentes quantidades de caseina como
substratos e estudar sua hidrélise sobre a caseina bovina para melhor entender sua atividade

proteolitica.

I1.2 Materiais e Métodos

I1.2.1 Microrganismo

O fungo Thermoascus aurantiacus, obtido da colecdo de fungos do Laboratério de
Bioquimica e Microbiologia Aplicada — IBILCE — UNESP, foi inoculado em frascos
Erlenmeyer de 250 mL inclinados contendo 50 mL do meio Sabouraud e cresceu em estufa a
50°C por dois dias. Apds este periodo de crescimento ficou armazenado a temperatura

ambiente.

11.2.2 Inéculo

A cada frasco contendo o fungo foi adicionado 100 mL de solucdo salina esterilizada,
composta dos seguintes sais: sulfato de amonia ((NH4)2SOy), sulfato de magnésio hepta-
hidratado (MgS0O4.7H,0) e nitrato de amdnia (NH4NO3), na concentragdo de 0,1% para cada
sal. A superficie do meio foi raspada suavemente obtendo-se uma suspensdo de micélios, que

foi utilizada para inocular os meios de fermentagao.
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I1.2.3 Meios de fermentacao, condicoes de cultura e extracio enzimatica

Foram preparados e esterilizados (120°C/40min), em frascos Erlenmeyer de 250 mL,
meios contendo apenas farelo de trigo (FT) ou farelo de trigo com casefna em diferentes
proporgdes (5, 10 e 20%, sendo o meio composto por 20% de caseina denominado FTC),
totalizando 5 g de substrato.

Os meios foram inoculados com 10,60 mL da suspensdo micelial, obtendo-se assim
70% de umidade, e foram incubados a 45°C estacionariamente por até 5 dias. Apds o
crescimento da cultura, 40 mL de dgua destilada foram adicionados aos meios para a extragdo
enzimatica. Os frascos foram agitados a 100 rpm / 30 minutos, o conteido foi filtrado e
centrifugado a 15000 rpm / 20 minutos. A solugdo obtida, denominada extrato enzimdtico

bruto, foi congelada e posteriormente utilizada para os ensaios enzimaticos.

I1.2.4 Determinacio da atividade proteolitica

Determinada de acordo com Kembhavi; Kulkarni; Panti (1993), com modificagdes. A
mistura da reag¢do foi composta de 0,4 mL de caseina (Sigma) 0,5% (p/v) em tampdo acetato
0,2 M pH 5,5 como substrato; 0,4 mL tampao acetato 0,2 M pH 5,5 e 0,2 mL de extrato
enzimatico. A mistura de reacdo foi incubada a 60°C e ao final de 30 minutos a reagdo foi
interrompida pela adi¢do de 1 mL de TCA 10%. As amostras foram centrifugadas a 5000
rpm/5 minutos e fez-se a leitura do sobrenadante a 280 nm. Preparou-se um controle, onde o
TCA foi adicionado antes do extrato enzimatico. Uma unidade de atividade enzimética (U) foi
definida arbitrariamente como a quantidade de enzima necessdria para causar um aumento de

0,1 na absorbancia a 280 nm, nas condi¢des do ensaio.
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I1.2.5 Determinacio da atividade coagulante no leite

Determinada de acordo com Kumar et al. (2005), com modificac¢des. Pré-incubou-se, a
45°C por 10 minutos, 5 mL de leite em pé desnatado (Itambé) 10% (p/v) reconstituido em
dgua destilada com adi¢do de CaCl, 0,01 M, denominado leite de ensaio. Adicionou-se 0,5
mL de solu¢do enzimdtica e iniciou-se a contagem do tempo. Observou-se a formacdo do
coagulo enquanto rodava-se continuamente o tubo de ensaio inclinado manualmente sem
retird-lo do banho. Mediu-se o tempo em que as primeiras particulas foram formadas na borda
interna do tubo. Uma unidade de atividade coagulante (UAC) é definida como a quantidade
de enzima necessdria presente em 1 mL de solu¢do enzimdtica que coagula 10 mL de
substrato em 40 minutos e foi calculada de acordo com Shata (2005): Unidades de atividade
coagulante (UAC) = 2400/T x S/E, onde T € o tempo necessario para formacao do codgulo, S

€ o volume de leite e E € o volume de enzima.

I1.2.6 Caracterizacio da protease no extrato enzimatico bruto obtido de FTC

11.2.6.1 Efeito da temperatura e do tempo de armazenamento do extrato enzimatico

sobre a atividade proteolitica

O extrato enzimatico obtido da fermentacdo foi armazenado durante 10 semanas a
25°C, 7°C, ambos com adi¢ao de 0,2% de azida sédica para prevenir crescimento microbiano,
e a —20°C. A cada semana foram feitas reagdes enzimaticas para determinar a estabilidade da
enzima durante a estocagem. A atividade proteolitica residual foi determinada e comparada ao
controle, que foi determinado no dia da extragdo (tempo zero) e corresponde a 100% de

atividade.
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11.2.6.2 Efeito de sais e inibidores de protease na atividade proteolitica

Para esses experimentos, o extrato enzimadtico bruto foi precipitado pela adi¢do de 3
volumes de dlcool comercial (- 20°C). Essa mistura foi mantida a 5°C por aproximadamente
12 horas. A enzima precipitada obtida foi centrifugada a 10000 rpm / 20 minutos a 5°C. O
precipitado foi dissolvido em tampao acetato 0,2 M pH 5,5, e o residuo insolidvel foi
removido por centrifugacdo a 10000 rpm / 10 minutos. A solu¢do enzimadtica foi entdo filtrada
em uma membrana Millex com tamanho de poro de 0,45 um e usada para os seguintes
estudos.

Diferentes fons, incluindo Al **, Zn **, Mg **, Ca **, Ba **, Ni **, Na * na forma de sais
cloreto e diferentes inibidores especificos de protease incluindo inibidor de serino-proteases
(PMSF), inibidor de metaloproteases (EDTA) e inibidor de cisteino-proteases (4dcido
iodoacético), a uma concentragdo final de 0,1; 1,0 ou 10 mM, foram adicionados a 0,2 mL de
solucdo enzimdtica. As amostras foram incubadas a 60°C por 10 minutos e 0,4 mL de tampao
acetato 0,2 M pH 5,5 e 0,4 mL de caseina 0,5% foram entdo adicionados. A atividade
proteolitica residual foi determinada e comparada ao controle, que foi incubado na auséncia

dos agentes e corresponde a 100% de atividade.

11.2.6.3 Estudo comparativo dos ensaios enzimaticos: protease x coalho comercial

Esses estudos e os seguintes foram realizados com a protease produzida no meio de
fermentacdo FTC, ja que h4 relatos de que a caseina € um indutor para a produgdo de enzimas
coagulantes (ESCOBAR; BARNETT, 1995), e com um coalho comercial (Chy-Max, 4-
6mL/100L de leite) a fim de compreender melhor o perfil hidrolitico da protease.

Realizaram-se os ensaios de atividade proteolitica e coagulante para cada enzima,
como descritos nos itens 11.2.4, 11.2.5, e determinou-se a razdo entre os resultados da seguinte

maneira: razao = atividade coagulante / atividade proteolitica.
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11.2.6.4 Efeito da concentraciao de CaCl, na coagulacao do leite

Procedeu-se como descrito no item II.2.5, porém utilizando concentragGes crescentes

da solugdo de cloreto de célcio (0; 0,01; 0,1; 0,5 e 1,0 M).

I12.6.5 Estudo do padrao de acdo da protease

I1.2.6.5.1 Monitoramento de atividade proteolitica

Determinada de acordo com Silva; Malcata (2005), com modifica¢des. Adicionou-se
0,2 mL de solugdo enzimdtica a 1,8 mL de solucdo de caseina 1% (p/v) preparada em tampao
acetato 0,2 M pH 5,5 contendo azida sédica 0,03% (p/v), para prevenir crescimento
microbiano. As misturas foram incubadas a 45°C por diferentes tempos (20, 40, 80 minutos,
2,5, 8, 11 e 24 horas) e ao final de cada periodo foram fervidas por 6 minutos para inativagdo
enzimatica. A atividade proteolitica foi quantificada pela avaliagao dos peptideos soliveis em
TCA 5% (p/v); aliquotas de cada amostra foram tratadas com TCA 5% (p/v) em uma razdo
volumétrica 1:2; a mistura descansou por 10 minutos e foi entdo centrifugada a 10.000 g por

10 minutos. Mediu-se a absorbancia do sobrenadante a 280 nm.

11.2.6.5.2 Monitoramento da degradacao da caseina do leite

A) Hidrélise enzimatica do leite

Adicionou-se 0,1 mL de solucdo enzimdtica a 0,9 mL de solugdo 10% (p/v) de leite
em po desnatado em CaCl, 0,01 M. As misturas foram incubadas a 45°C por diferentes
tempos (5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 e 120 minutos) e ao final de cada periodo foram fervidas

por 6 minutos para inativacdo enzimdtica. Apds centrifugacdo (5.000 rpm/5 min) o
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precipitado foi utilizado para monitorar a proteélise: incubou-se 20 mg do precipitado em
tubos eppendorf com 0,4 mL de tampao Tris-HCI 0,062 M pH 6,7 contendo 42% de uréia
(p/v) a 37°C por 1 hora. Ao final desse periodo foram adicionados 10uL de B-mercaptoetanol
e reincubou-se por mais 45 minutos e finalmente adicionou-se uma gota de azul de

bromofenol (SHALABI; FOX, 1987).

B) Eletroforese

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida UREA-PAGE,
de acordo com Shalabi; Fox (1987), a 80 V e os géis foram corados overnight com Coomassie

Brilliant Blue G-250 e descorado com solugao de metanol/acido acético/dgua 3:1:6.

I1.3 Resultados e Discussao

I1.3.1 Producio da enzima

A Figura 1 mostra o perfil de producdo de protease pelo fungo Thermoascus
aurantiacus (protease-TA). Testou-se meios de fermentacdo compostos por diferentes
propor¢des de farelo de trigo e caseina. Nota-se que, com excecdo do meio adicionado de
10% de caseina, houve producdo méxima de protease no segundo dia (48 horas), o que tornou

este periodo ideal para a producio enzimética.



49

140
120 ~
100 ~
80 ~
60 ~

40 4

Atividade Proteolitica (U/mL)

20 4

O T T T T 1
0 24 48 72 96 120 144

Tempo de cultivo (horas)

Figura 1. Producdo de protease por T. aurantiacus. Meios de fermentacdo compostos de 100% Farelo de trigo -
FT (o); 95% FadoaeTrigo + 5% asdna(e); 90% FadoaeTrigo+ 10% asana(es); 80% Fado
de Trigo + 20% caseina - FTC (e).

Na tentativa de melhorar ainda mais a producdo da enzima, testou-se meios de
fermentacdo compostos por diferentes propor¢des de farelo de trigo e caseina. Nota-se que,
com excecdo do meio adicionado de 10% de caseina, houve produgdo intermitente de protease
com 48 e 96 horas para zero e 5% de suplementacdo e com 48 e 120 horas para 20% de
suplementacdo. Percebe-se também que a adi¢do de caseina aos meios de cultivo, exceto 10%,
proporcionou um aumento de producao da atividade proteolitica proporcional a concentracao
de caseina, no periodo de 48 horas. No meio suplementado com 10% de caseina o pico de
producdo ocorreu com 72 horas. No meio contendo 20% de caseina o pico de producdo
ocorreu com 48 horas e praticamente se manteve estidvel até 72 horas. Nota-se também que
esse aumento da produgdo foi maior com a adi¢do de 20% de caseina.

O microrganismo foi capaz de se desenvolver em condicdes estaciondrias e secretar
extracelularmente a enzima, em periodo de tempo relativamente curto (48 horas) em se
tratando de fungos, mostrando-se entao promissor para este processo fermentativo.

Os resultados obtidos mostraram que o farelo de trigo por si s6 foi um bom substrato
para a producdo de protease (aproximadamente 97 U/mL), o que também foi constatado por
outros autores (SANDHYA et al., 2005; AGRAWAL et al., 2005; CHELLAPPAN et al.,
2006).

Investigagdes para producdo de protease por outras culturas flingicas mostram que a
quantidade de enzima produzida varia de acordo com o meio de cultivo utilizado (ANDRADE
et al., 2002), ou seja, o microrganismo se comportard de maneira diferente em diferentes tipos

de substratos de fermentacao. Isso pdde ser confirmado neste trabalho, onde FT (100% Farelo
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de trigo) e FTC (80% Farelo de trigo + 20% caseina) proporcionaram 97,13 U/mL e 126,45
U/mL de atividade proteolitica, respectivamente. Bons resultados para produgdo de protease

por fungos, devido a adi¢do de caseina ao meio de cultivo, também foram relatados por

Tremacoldi; Carmona (2005) e Silveira et al. (2005).

I1.3.2 Caracterizacio da protease no extrato enzimatico bruto

Os extratos enzimdticos brutos obtidos das fermentagdbes FI e FIC foram
caracterizados em trabalho anterior (MERHEB et al., 2006) quanto a temperatura 6tima, pH
6timo, temperatura e pH de estabilidade e apresentaram atividade proteolitica mdxima em pH
5,5 e a 60°C, permaneceram altamente estadveis em ampla faixa de pH de 3,0 a 9,5 e revelaram
termoestabilidade até 60°C por 1 hora.

Sabendo-se que o periodo de 48 horas e a adicdo de 20% de caseina ao meio FT
proporcionou a maxima producdo enzimdtica escolheu-se a condi¢do FT'C/48 horas para

producdo enzimdtica para dar continuidade aos préximos estudos.

11.3.2.1 Efeito da Temperatura e do tempo de armazenamento do extrato enzimatico

sobre a atividade proteolitica

A inativac@o de enzimas durante a estocagem € um fator limitante para sua aplicacio
industrial. A Figura 2 mostra o efeito da temperatura e do tempo de armazenamento do
extrato enzimdtico sobre a atividade proteolitica, para obter-se mais conhecimento sobre o

comportamento da enzima durante a estocagem.



51

140
120 -
= 100
Z
=
= 80
a4
3 60 A
<
=]
Z 40 -
<
20 -
0 T T T T T T T T T 1

Semanas

Figura 2. Efeito da temperatura e do tempo de armazenamento do extrato enzimdtico sobre a atividade
proteolitica. Extrato armazenado a temperatura ambiente, 25°C (¢), em geladeira, 7°C () e
congelada, -20°C ( ). A dividoke rddivargresenta aparaentagem ce divid ade observada com

relacdo ao valor de atividade no dia da extrac¢do (tempo zero).

Percebe-se que a amostra conservada a temperatura ambiente, manteve-se
relativamente estdvel conservando aproximadamente 70% de sua atividade inicial até a nona
semana, a partir da qual se observa uma queda. J4 as amostras conservadas em temperatura de
refrigeracdo e congelamento, apresentam um aumento de atividade a partir da terceira semana
e permanecem assim até a décima semana, sendo que a amostra congelada exibe uma queda
de atividade entre as semanas 5 e 9. Esse aumento de atividade pode ocorrer devido a uma
mudanca conformacional na molécula causada pelo resfriamento facilitando o acesso do
substrato ao sitio ativo da enzima.

Pode-se dizer que o armazenamento a 7 ou -20°C € adequado para a protease-TA pois

assegura sua durabilidade.

11.3.2.2 Efeito de sais e inibidores de protease na atividade proteolitica

A Tabela 1 mostra o efeito de sais sobre a atividade enzimatica da protease-TA. Houve
elevada reducdo da atividade na presenca de A" (97,62%), Zn ** (90,15%) e em menor
intensidade na presenca de Na * (46,69%). Os fons Mg **, Ba ** e Ni ** foram os que menos
afetaram a atividade enzimdtica, com 5,94, 5,60 e 28,0% de inibi¢do, respectivamente. O Ca

2 ~ . e e s .
* ndo apresentou efeito inibitério.
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Tabela 1. Efeito de sais na atividade proteolitica do extrato enzimatico precipitado. Ensaio realizado incubando-
se o extrato por 10 minutos com cada sal e medindo-se a atividade residual, que representa a
porcentagem de atividade observada com relacdo ao valor de atividade obtido no ensaio realizado sem
adi¢do de sais.

Sais Concentracao (mM) Atividade Residual (%)
Controle 100,00
AlCl; 10 2,38
ZnCl, 10 9,85
MgCl, 10 94,06
CaCl, 0,1 96,94
CaCl, 1,0 100,17
NaCl 10 53,31
BaCl, 10 94,40
NiCl, 10 71,99

A fim de obter mais conhecimento sobre a natureza da protease-TA, a atividade
enzimatica foi determinada na presenca de diferentes inibidores de protease.
A Tabela 2 mostra a susceptibilidade do extrato enzimdatico a inibidores de serino-

proteases (PMSF), metaloproteases (EDTA) e cisteino-proteases (dcido iodoacético).

Tabela 2. Efeito de inibidores de protease (10 mM) na atividade proteolitica do extrato enzimatico precipitado.
Ensaio realizado incubando-se o extrato por 10 minutos com cada inibidor e medindo-se a atividade
residual que representa a porcentagem de atividade observada com relagdo ao valor de atividade
obtido no ensaio realizado sem adicdo de inibidores.

Inibidores Atividade Residual (%) Classe de enzimas inibidas
Controle (sem inibidor) 100,00

PMSF 43,63 Serino

EDTA 39,39 Melato

Acido iodoacético 113,24 Cisteino

Pode-se observar que houve considerdvel grau de inibi¢ao por EDTA (60,61%) e por
PMSF (56,37%), indicando a possibilidade de existir dois tipos de proteases no extrato
enzimatico bruto: serino e metalo ou que seja uma metaloprotease contendo um residuo serina
no sitio ativo, como a protease de Clostridium sp. (ALAM et al., 2005). Esses resultados serdo
confirmados apds a purificacdo enzimdtica. Percebe-se também uma leve estimulacdo da

atividade enzimaética pelo dcido iodoacético, sugerindo a auséncia de uma cisteino-protease.
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11.3.2.3 Estudo comparativo dos ensaios enzimaticos: protease x coalho comercial

A Figura 3 mostra o efeito da temperatura sobre o tempo de coagulacio do leite pela
protease-TA. Nota-se que a temperatura de 45°C proporcionou um tempo de coagulagdo de
aproximadamente 40 minutos, assemelhando-se ao tempo utilizado para produgdo de queijos
em outros estudos (SILVA, 1998; CICHOSCKI et al., 2002). Assim, determinou-se que a

temperatura de 45°C seria utilizada para os ensaios sobre perfil hidrolitico.
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Figura 3. Efeito da temperatura no tempo de coagulacdo do leite por acdo da protease no
extrato enzimdtico bruto. Ensaio realizado adicionando-se o extrato enzimético ao

leite previamente incubado em diferentes temperaturas.

Os resultados da Tabela 3 mostram que a protease-TA possui alta atividade
proteolitica (64,10 U/mL) e baixa atividade coagulante (11,40 UAC/mL) quando comparada
ao coalho comercial (9,69 U/mL e 40,00 U/mL, respectivamente), o que influi na grande

diferenca entre os valores das razdes de atividades.
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Tabela 3. Ensaios enziméticos da protease do extrato enzimatico bruto de 7. aurantiacus e do

coalho comercial, a 45°C.

Atividade Proteolitica Atividade Coagulante Razdo *
(U/mL) (UAC/mL)
Protease 64,10 11,40 0,18
Coalho comercial 8,69 40,00 4,60

*Razdo entre atividades coagulante/proteolitica

A razdo da atividade coagulante para a proteolitica é uma expressdo significativa da
utilidade de um extrato enzimatico (ROBINSON; WILBEY, 1998). Para ser utilizada como
um indice que justifique o aproveitamento do extrato como substituto de renina deve ser
maior que 1, ou seja, possuir mais atividade coagulante do que proteolitica, como no trabalho
de Hashem (2000) em que foi encontrado um alto valor para a razio entre as atividades (4,17)
do extrato enzimético bruto produzido por Penicillium oxalicum, o que mostra que a protease
obtida por este fungo pode ser considerada uma enzima coagulante.

O mesmo ndo ocorreu com o extrato enzimadtico de 7. aurantiacus estudado em nosso
trabalho, que apresentou um valor muito baixo para a razdo entre as atividades (0,18).
Portanto, utilizando o conceito de que a atividade coagulante deve ser maior que a atividade
proteolitica, a protease ndo pode ser considerada como uma verdadeira enzima coagulante.

A protease-TA apresentou atividade coagulante similar (11,0 U/mL) a protease
produzida por Nocardiopsis sp. relatada por Cavalcanti et al. (2005). A grande diferenca foi
que, naquele trabalho, a atividade coagulante é muito maior que a atividade proteolitica (4

U/mg), o que permitiu aquela protease ser considerada um substituto de renina.

I1.3.2.4 Efeito da Concentracao de CaCl; na coagulacio do leite

O célcio tem sido descrito como uma substancia importante na formacdo do gel
durante a coagulacdo do leite, o que ocorre quando sua concentracdo é suficientemente alta
(ANEMA; LEE; KLOSTERMEYER, 2005).

A Figura 4 mostra o efeito de diferentes concentragdes de CaCl, na atividade
coagulante da protease-TA e do coalho. Ambas as enzimas apresentam o mesmo perfil de

atuacdo, com atividade méxima a 0,1 M de CaCl,. Sabe-se que o cdlcio tem importante



55

funcdo na agregacdo das caseinas durante a segunda etapa da coagulacdo do leite, causada
pela neutralizagdo dos residuos negativos das micelas de caseina (grupos fosfoserina e
carboxilicos) por Ca’t e complexos fosfato-cédlcio (PIRES; ORELLANA; GATTI, 1999) e
que o aumento da sua concentragdo aumenta a atividade coagulante (KUMAR et al. 2005). A
atividade decresceu com concentragcdes maiores que 0,1 M, provavelmente devido ao aumento
da forca i6nica ou pela saturagdo dos residuos negativos das micelas com a crescente
concentragio de Ca®* no meio; comportamento similar foi relatado por Vairo-Cavalli et al.
(2005), que também encontraram um efeito bifasico da concentracdo de cdlcio (aumento

inicial de atividade coagulante, seguido de queda).

UAC (U/mL)

0 0,2 04 0,6 0,8 1
Molaridade (M)

Figura 4. Efeito do CaCl, na atividade coagulante. Protease-TA ( ) e coalho ( ).

I1.3.2.5 Estudo do padrao de acdo da protease

11.3.2.5.1 Monitoramento de atividade proteolitica

Um dos métodos mais rdpidos e mais usados para avaliacdo de protedlise em queijo é
a quantificacdo de peptideos soliveis em TCA, entre 2 e 12% (p/v); quanto maior a
concentracdo de TCA, menor serd o tamanho dos peptideos soliveis (SILVA; MALCATA,
2005).

Os resultados da hidrélise enzimatica sobre solucdo de caseina 1%, representados pela

producdo de peptideos soliiveis em TCA 5% (p/v), estdo apresentados na Figura 5. Percebe-se
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que as enzimas atuam de maneiras bastante diferentes: a protease-TA provoca extensa
protedlise da caseina, que pode ser visto pela progressiva producao de peptideos; ja o coalho
comercial ndo causa quebra extensiva da caseina, que pode ser visto pela baixa e constante

formacao de peptideos.

1,8 4
1,5
1,2 4
0,9 -
0,6 -

0,3 w

0 +— = ‘
10 110 210 310 410 510 610 710 810 910 1010 1110

tempo (minutos)

Abs 280 nm

Figura 5. Variacao de absorbancia, que correlaciona com atividade proteolitica, com o tempo

de incubagdo da caseina. Protease-TA ( )e coalho ( ).

11.3.2.5.2 Monitoramento da degradacao da caseina do leite

O comportamento hidrolitico de ambas as enzimas foi confirmado por outro método
também freqiientemente utilizado para monitorar processos proteoliticos de caseinas:
eletroforese em gel de uréia-poliacrilamida, que possibilita a visualizagdo do comportamento
das fracdes de caseina durante a hidrdlise. Estes resultados estdo apresentados nas Figuras 6 e

7.
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B-caseina

O-caseina

Figura 6. UREA-PAGE da hidrélise da caseina pela protease-TA. Colunas 1: solucio
enzimadtica; 2: leite de ensaio; 3-10: caseinas apds incubagdo por 5, 10, 20, 40, 60,

80, 100 e 120 minutos, respectivamente.

B-caseina

Os-caseina

Figura 7. UREA -PAGE da hidrdlise da caseina pelo coalho. Colunas 1: solu¢do enzimadtica;
2: leite de ensaio; 3-10: caseinas apds incubagdo por 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 e

120 minutos, respectivamente.

Para este experimento, foi utilizado o leite de ensaio para simular condi¢des reais de
coagulagao.
Dois grandes grupos de caseinas foram identificados no UREA-PAGE: «,-caseina,

com maior mobilidade e [-caseina, com menor mobilidade eletroforética (SILVA;

MALCATA, 2004).
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Percebe-se na Figura 6 que as bandas correspondentes a fracdo [ praticamente
desaparecem com os 120 minutos de hidrélise pela protease-TA e que as bandas
correspondentes a fracdo O aparentam resistir por mais tempo a acdo da enzima. Assim,
pode-se dizer que a protease-TA mostrou maior afinidade pela B-caseina.

A diferenca no padrio hidrolitico € bastante clara e mostra que as enzimas agem de
maneiras distintas: a protease-TA € extremamente proteolitica hidrolisando todas as fracdes
da caseina, especialmente a [3, apés 10 min de incubagio (Figura 6), enquanto que o coalho é
altamente especifico hidrolisando apenas a fragdo k, deixando as outras intactas (Figura 7). A
falta de acdo especifica e conseqiientemente excesso de atividade proteolitica na caseina pode
ter um impacto negativo na qualidade e rendimento do queijo produzido com esta protease
como coagulante.

Trujillo et al. (2000) estudou a hidrélise de caseina de leite de ovelha por diferentes
tipos de enzimas coagulantes comerciais. A enzima de origem flngica (Rhizomucor miehei)
apresentou baixa atividade proteolitica, com grande quantidade de caseinas intactas apos 72
horas de incubag@o. Em nosso trabalho, hd expressiva degradacdo das caseinas pela protease
aos 120 minutos de incubacdo, o que descarta a possibilidade da sua aplicacdo para atuar
como coagulante. O coagulante retido no codgulo é responsavel pela quebra das caseinas
durante a maturacdo do queijo, processo chamado de protedlise primdria, sendo que as
primeiras 24 horas depois de ocorrida a coagulacdo sdo as mais importantes bioquimicamente
(SILVA; MALCATA, 2004). Sabe-se que protedlise excessiva provoca dissolu¢do do codgulo
com mé formacdo do queijo e produgdo de gosto amargo devido a presenca de peptideos
hidrofébicos no produto final (SILVA; MALCATA, 2005). Portanto, enzimas proteoliticas
retidas no codgulo, cuja atividade residual varia de 0 a 15% (WILKINSON; KILCAWLEY,
2005), podem tanto acelerar a maturagdo do queijo através de uma rdpida, porém adequada
formagdo de peptideos e posteriormente, por acdo de outras peptidases, de aminodcidos ou ser
responsdavel pelo gosto desagraddvel no queijo finalizado devido a protedlise excessiva,
afetando suas caracteristicas sensoriais.

As condi¢gdes de maturacdo diferem em relacdo ao tempo, temperatura e umidade, de
acordo com a variedade do queijo e pode se estender a partir de aproximadamente 6 meses até
3 anos, implicando em custos para o produtor (WILKINSON; KILCAWLEY, 2005)
relacionados a imobilizagdo de capital, a necessidades de grandes instalacdes refrigeradas,
perdas de peso e deterioragbes causadas por fermentacdes indesejadas (WIT et al., 2005).

Assim, seria extremamente vantajosa a reducdo do periodo de maturagdo de queijos e
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proteases encontram aplicacdo neste segmento. A Formase, protease flngica, que foi
adicionada ao queijo tipo Edam causou um aumento no indice de extensdo de maturagdo e
acelerou o desenvolvimento de sabor, quando comparado ao queijo produzido sem sua adigdo
(NASR; EL-SAYED; EL-SAMRAGY, 2006). Essa pode ser uma possivel aplicacdo da
protease de Thermoascus aurantiacus, ja que a etapa de maturacdo de queijos ocorre
geralmente entre 12 a 15°C (SILVA; MALCATA, 2004), implicando em baixa protedlise pela
protease-TA.

11.4 Conclusoes

Os resultados apresentados neste estudo sugerem a possibilidade de produzir uma
protease através de fermentagcdo em estado sélido utilizando farelo de trigo, que € um residuo
agroindustrial de baixo custo e sempre disponivel, suplementado com caseina, a qual se
mostrou boa coadjuvante na estimulacio da producdo de atividade proteolitica.

A caracterizacdo da protease no extrato enzimdtico bruto, produzido pelo fungo
Thermoascus aurantiacus, mostrou inibicdo principalmente por EDTA (60,61%) e também
por PMSF (56,37%) sugerindo a presenca de uma metaloprotease e de uma serino-protease no
extrato.

A protease no extrato enzimatico bruto apresentou comportamento proteolitico muito
diferente do coalho comercial devido a hidrolise excessiva das caseinas do leite, evidenciando
a acdo proteolitica generalizada da enzima e sua baixa especificidade. Sugere-se estudos para
verificar a atuacdo da protease-TA adicionada a queijos como ferramenta para acelerar o

processo de maturacio, ja que foi comprovado que seu uso como coagulante ndo é adequado.
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Purificacao e caracterizacao da metaloprotease do fungo termofilico Thermoascus

aurantiacus

Resumo

A importancia das proteases em diversos setores industriais ja € conhecida de longa
data. O objetivo deste trabalho foi purificar e caracterizar a protease produzida pelo fungo
termofilico Thermoascus aurantiacus por fermentacdo em estado sélido (FES). A enzima foi
purificada através de precipitacdo com &dlcool a 72% seguido de cromatografias em resinas
Sephadex G75 e Sephacryl S100. Apresentou rendimento de 0,4% e um fator de purificagdo
de 80 vezes. A massa molecular, estimada por SDS-PAGE, foi de 24,5 KDa. A protease foi
inibida por EDTA (96,70%) e ativada por sulfato ferroso (197,25%), revelando-se uma
metaloprotease ativada por ferro. Suas principais caracteristicas bioquimicas foram pH 6timo
a 5,5; temperatura 6tima a 75°C e termoestabilidade superior a 70% da atividade quando
tratada a 65°C por 1 hora. Foi ativada por Tween-20 (151,0%) e através dos estudos de
cinética, mostrou preferéncia por caseina (ky de 0,02 mM e Vyax de 0,14 mM/min) do que por

azocaseina (K, de 0,14 mM e V. de 0,18 mM/min).

1.1 Introducao

As proteases sdo comercialmente exploradas nas inddstrias de detergente, alimentos,
farmacéutica e quimica, como biocatalizadores com a fun¢ao béasica de hidrolisar proteinas
(ANDRAUDE et al., 2002).

As proteases constituem um dos grupos mais importantes de enzimas industriais,
representando aproximadamente 60% do mercado total de enzimas (KUMAR et al., 2005).
Aquelas de origem microbiana estdo entre as mais importantes enzimas hidroliticas e t&ém sido
estudadas extensivamente (GUPTA et al., 2002). Fungos termofilicos sdo caracterizados por
possuirem temperatura minima de crescimento ¢20°C e temparduram&imace assdmanto
¢50°Ce geralmente produzem enzimas com algumas caracteristicas importantes como maior

termoestabilidade, atividade 6tima a temperaturas elevadas e altas taxas de hidrélise
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(KALOGERIS et al., 2003). O emprego de enzimas termoestaveis, que promovem hidrdlises
a altas temperaturas, € vantajoso devido ao aumento da velocidade de reacdo e a redugdo na
incidéncia de contaminag@o por microrganismos mesofilicos, contribuindo para o aumento da
viabilidade técnica e econdmica do processo (DA-SILVA et al.,, 2005), evidenciando a
importancia do estudo dessas enzimas.

Virios estudos descreveram a obtencdo de proteases termoestdveis por bactérias (EL
HADIJ-ALI et al., 2006; JOHNVESLY; NAIK, 2001; JOHNVESLY; MANJUNATH; NAIK,
2002; SELLAMI-KAMOUN et al., 2006), porém s@o poucos e antigos os relatos de producao
de proteases termoestaveis por fungos termofilicos (LI; YANG; SHEN, 1997; HASHIMOTO;
IWAASA; YOKOTSUKA, 1972; ONG; GAUCHER, 1973).

Assim, este trabalho teve como objetivo estudar a purificacdo e caracterizacdo de uma
protease termoestdvel produzida pelo fungo termofilico Thermoascus aurantiacus em
fermentagcdo em estado sélido utilizando farelo de trigo suplementado com de caseina como

substratos.

II1.2 Materiais e Métodos

IIL.2.1 Microrganismo

O fungo Thermoascus aurantiacus, obtido da colecdo de fungos do Laboratério de
Bioquimica e Microbiologia Aplicada — IBILCE — UNESP, foi inoculado em frascos
Erlenmeyer de 250 mL inclinados contendo 50 mL do meio Sabouraud e cresceu em estufa a

50°C por dois dias. Apds este periodo de crescimento ficou armazenado a temperatura

ambiente.

II1.2.2 Inéculo

A cada frasco contendo o fungo foi adicionado 100 mL de solucdo salina esterilizada,
composta dos seguintes sais: sulfato de amonia ((NH4)2SOy), sulfato de magnésio hepta-

hidratado (MgS04.7H,0) e nitrato de amdnia (NH4NO3), na concentragdo de 0,1% para cada
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sal. A superficie do meio foi raspada delicadamente obtendo-se uma suspensdo de micélios,

que foi utilizada para inocular os meios de fermentagao.

I11.2.3 Meios de fermentacio, condicdes de cultura e extracio enzimatica

Foram preparados e esterilizados (120°C/40min), em frascos Erlenmeyer de 250 mL,
meios contendo farelo de trigo com 5% de caseina, totalizando 5 g de substrato.

Os meios foram inoculados com 10,5 mL da suspensao micelial, obtendo-se assim
70% de umidade, e foram incubados a 45°C estacionariamente por 48 horas. Apds o
crescimento da cultura, 40 mL de dgua destilada foram adicionados aos meios para a extracio
enzimatica. Os frascos foram agitados a 100 rpm / 30 minutos, o conteido foi filtrado e
centrifugado a 15000 rpm / 20 minutos. A solugdo obtida, denominada extrato enzimatico

bruto, foi congelada e posteriormente utilizada para os ensaios enzimaticos.

I11.2.4 Determinacao da atividade proteolitica

Método com caseina - De acordo com Kembhavi; Kulkarni; Panti (1993), com
modificagdes. A mistura da reacdo foi composta de 0,4 mL de caseina (Sigma) 0,5% (p/v) em
tampdo acetato 0,2 M pH 5,5 como substrato; 0,4 mL tampao acetato 0,2 M pH 5,5 ¢ 0,2 mL
de solucdo enzimatica. A mistura de reagdo foi incubada a 60°C e ao final de 30 minutos a
reacdo foi interrompida pela adicdo de 1 mL de TCA 10%. As amostras foram centrifugadas a
5000 rpm/5 minutos e fez-se a leitura do sobrenadante a 280 nm. Preparou-se um controle,
onde o TCA foi adicionado antes da solucdo enzimdtica. Uma unidade de atividade
enzimatica (U) foi definida arbitrariamente como a quantidade de enzima necessdria para
causar um aumento de 0,1 na absorbancia a 280 nm, nas condi¢des do ensaio.

Método com azocaseina - De acordo com Germano et al. (2003), com modifica¢des.
A mistura de reacdo foi composta de 0,3 mL de azocaseina (Sigma) 1%; 0,15 mL de tampao
MES 0,5 M pH 5,5 e 0,15 mL de solucdo enzimética. A mistura de reacdo foi incubada a

60°C e ao final de 20 minutos a reag@o foi interrompida pela adi¢do de 1,2 mL de TCA
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(10%). As amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm/20min. Retirou-se 1,2 mL do
sobrenadante adicionou-se 1,4 mL de NaOH 1 M e, apds agitacao, fez-se a leitura a 440 nm.
Preparou-se um controle, onde o TCA foi adicionado antes da solu¢do enzimatica. Uma
unidade de atividade enzimdtica (U) foi definida arbitrariamente como a quantidade de
enzima necessdria para causar um aumento de 0,1 na absorbancia a 440 nm, nas condi¢des do
ensaio.

A atividade especifica foi expressa como unidades de atividade enzimdtica por mg de

proteina.

I11.2.5 Determinac@o de proteina

O conteudo de proteina foi determinado pelo método de Hartree (1972), utilizando

BSA como padrao.

II1.2.6 Purificacao da protease

Ap6s alguns protocolos tentativos, o procedimento que resultou em melhor isolamento

da protease € o descrito a seguir.

Concentragdo do extrato enzimdtico bruto

A concentragdo da protease bruta foi realizada através da precipitagdo protéica com
dlcool comercial (96%) a 72% (v/v). Esta solucdo foi deixada em repouso por
aproximadamente 12 horas, a 5°C. Posteriormente, a solu¢do foi centrifugada a 10000 rpm /

20 minutos, e o precipitado, ressuspendido em tampao acetato 50 mM, pH 5,5.

Cromatografias de filtracdo em gel

A enzima concentrada foi submetida a cromatografia de filtracdo em gel utilizando
resina Sephadex G75 (Pharmacia) em coluna aberta (100 m x 3 cm) da Pharmacia, contendo
600mL de resina equilibrada com tampao acetato 50 mM, pH 5,5 contendo NaCl 50 mM. A

enzima foi eluida com o mesmo tampao, com um fluxo de 0,3 mL/min. Amostras de 3,5 mL
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do liquido eluido foram coletadas, em tubos, utilizando o coletor de fragdes 2110 Fraction
Collector (Bio Rad).

A fragdo que apresentou atividade de protease foi concentrada em Centriprep
(Millipore) com corte de 10 KDa e submetida a nova cromatografia de filtracdo em gel
utilizando resina Sephacryl S100 (Sigma) em coluna aberta (65 cm x 2 cm) da Pharmacia,
contendo 200mL de resina equilibrada com tampao acetato 50 mM, pH 5,5 contendo NaCl 0,2
M. A enzima foi eluida com o mesmo tampao, com um fluxo de 0,3 mL/min. Amostras de 3,5
mL do liquido eluido foram coletadas, em tubos, utilizando o coletor de fracdes 2110 Fraction

Collector (Bio Rad).

II1.2.7 Eletroforese em gel desnaturante (SDS-PAGE)

As amostras coletadas das etapas de cromatografia foram analisadas por meio de SDS-
PAGE, segundo Laemmli (1970). As proteinas foram desnaturadas por fervura a 100°C por 5
minutos em tampao de amostra composto por tris-HCl 0,1 M, pH 6,8, 2% de SDS, 10% de
glicerol, DTT a 0,1M e azul de bromofenol a 0,001 M. O gel de corrida foi preparado na
concentracdo de 12% e o gel de empilhamento na concentragdo de 4% como indicado em
Sambrook e Russel (2001). Para a revelacdo do gel foi utilizado o método com reagente de

prata de acordo com Blum et al. (1987).

I11.2.8 Caracteriza¢io da enzima pura

Para esses estudos, empregou-se o ensaio descrito no item II[.2.4 variando em cada
caso o parametro que se desejava estudar, porém com algumas modificacdes. Utilizou-se

solucdo de caseina 1% ou de azocaseina 1% e o tempo de reagao foi de 20 minutos.
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I11.2.8.1 Determinacao de pH e temperatura 6timos

Para determinacdo do pH 6timo, a atividade proteolitica foi avaliada a 60°C em
diferentes valores de pH utilizando solucdes tampao 50 mM: Acetato (3,6 a 5,0); Mes (5,5 a
7,0); Taps (7,52 9,0) e Caps (9,5 a 11,5).

A temperatura 6tima da enzima foi determinada incubando-se a mistura da reacdo em

diferentes temperaturas (35 a 85°C, com variag@o de 10°C) no pH determinado como 6timo.

I11.2.8.2 Estabilidade térmica

A estabilidade térmica da enzima foi avaliada de duas formas:

1) incubando-se a enzima sem o substrato em diferentes temperaturas (60 a 95°C, com
variagdo de 5°C) por diferentes tempos (5, 10, 20, 40, 60, 120 e 270 minutos). Apés a
incubagdo a atividade proteolitica residual foi medida nas condicdes Otimas de pH e
temperatura, e

2) incubando-se a enzima sem o substrato em diferentes temperaturas (60 a 95°C, com
variacdo de 5°C) por uma hora em pH 5,5. Apdés o periodo de incubacdo a atividade

proteolitica residual foi medida nas condicdes 6timas de pH e temperatura.

111.2.8.3 Efeito do NaCl na atividade proteolitica

Para determinar o efeito da concentracido de NaCl na atividade proteolitica, realizou-se
0 ensaio enzimatico utilizando azocaseina 1% ou caseina 1% no meio reacional com o sal em
diferentes concentracoes (0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0%). A atividade
enzimatica foi determinada e comparada ao controle, que foi incubado na auséncia do sal e

cuja atividade correspondeu a 100% de atividade.
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I11.2.8.4 Efeito de detergentes na atividade proteolitica

Para determinar o efeito de detergentes na atividade proteolitica, realizou-se o ensaio
enzimdtico utilizando caseina 1% no meio reacional com o detergente (Triton X-100 ou
Tween-20) nas respectivas concentracdes (0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0%). A atividade
enzimdtica foi determinada e comparada ao controle, que foi incubado na auséncia do

detergente e cuja atividade correspondeu a 100% de atividade.

I11.2.8.5 Efeito de sais na atividade proteolitica

A solucdo enzimatica foram adicionados diferentes sais, incluindo cloretos de
manganés, amonio, magnésio, potdssio, bdrio, merctrio, célcio e cobre e sulfatos de cdlcio,
ferro, amonio, cobre, potdssio e magnésio, a uma concentragdo final de 10 mM. As amostras
foram incubadas a 60°C por 5 minutos e entdo adicionou-se o tampao Mes 50 mM pH 5,5 e a
caseina 1% e a atividade enzimatica residual foi determinada e comparada ao controle, que

foi incubado na auséncia dos inibidores e cuja atividade corresponde a 100% de atividade.

I11.2.8.6 Efeito de inibidores na atividade proteolitica

N

Para classificar a protease, a solu¢do enzimdtica foram adicionados diferentes
inibidores especificos de protease incluindo inibidor de serino-proteases (PMSF e
benzamidina), inibidor de metaloproteases (EDTA), inibidor de cisteino-proteases (4cido
iodoacético), a uma concentragao final de 10 mM. As amostras foram incubadas a 60°C por 5
minutos e entdo adicionou-se o tampao Mes 50 mM pH 5,5 e a caseina 1% e a atividade
enzimdtica residual foi determinada e comparada ao controle, que foi incubado na auséncia

dos inibidores e cuja atividade corresponde a 100% de atividade.



73

II1.2.8.7 Cinética enzimatica

Os valores para a constante de Michaelis (K,,) e para velocidade maxima (Vax) foram
determinados pela medida da atividade proteolitica utilizando como substrato caseina e
azocaseina em diferentes concentracdes (0,25 a 6,0 mg/mL e 0,125 a 6,0 mg/mL,
respectivamente) e a enzima a uma concentra¢do constante (8,2 1 md). Cs parametros foram
determinados através da regressdo ndo linear, usando como modelo a equacdo descrita por
Michaelis-Menten no programa GraFit 5.0 (LEATHERBARROW, 1992). A constante
catalitica (K¢a), que representa o nimero de moléculas de substrato convertidos em produtos
por segundo por molécula de enzima, foi determinada da seguinte maneira: Kcyr = Viax / [E] X

1000 / 60.

II1.3 Resultados e Discussao

I11.3.1 Purificacio de uma protease a partir do extrato enzimatico bruto

Para os estudos de purificagdo da enzima optou-se por produzir a enzima com farelo
de trigo suplementado com 5% de caseina, j& que, como mostrado no capitulo anterior,
apresentou valor de atividade no segundo dia de fermentacdo préximo ao obtido a partir farelo
suplementado com 20% de caseina (97,13 e 126,45 U/mL, respectivamente). A vantagem ¢ se
ter menor quantidade de proteina no extrato bruto interferindo menos nos procedimentos de
purificagao.

Uma das isoformas da protease produzida pelo fungo 7. aurantiacus por fermentagdo
em estado sélido foi isolada apds trés etapas de purificagdo.

Observa-se na Tabela 1 que a precipitacio alcodlica foi eficiente como etapa inicial da

purificagdo enzimdtica, devido ao aumento no fator de purificacao.
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Tabela 1. Precipitacdo alcodlica de protease de T. aurantiacus de meio de fermentaciio composto por farelo de
trigo com 5% de caseina. Ao extrato enzimadtico foi adicionado dlcool, em diferentes proporcdes e a
suspensao foi deixada em repouso por aproximadamente 12 horas, a 5°C. Posteriormente, a solugdo
foi centrifugada a 10000 rpm / 20 minutos, e o precipitado, ressuspendido em tampao acetato 50 mM,

pH 5.5.

Etapas Atividade proteolitica  Proteina  Atividade especifica % Fator de
Total (U) Total (mg) (U/mg) Purificacdo

Bruta 605,00 24,10 25,10 100 1

1:1 43,45 1,10 35,91 7,2 1,43

1:1,5 129,80 1,66 71,08 21,5 2,80

1:2 273,90 2,35 106,00 45,3 4,20

1:2,5 399,00 3,48 95,55 66,0 3,81

1:3 477,60 5,74 69,34 79,0 2,80

O método de precipitagdo utilizando solventes organicos também foi adotado para
outras proteases fungicas (CHAKRABARTI; MATSUMURA; RANU, 2000; HASHEM,
2000; TUNGA; SHRIVASTAVA; BANERFEE, 2003).

A fracdo enzimdtica precipitada por &lcool comercial (96%) a 72% (v/v), por
apresentar resultados satisfatérios (aproximadamente 80% de rendimento e fator de
purifica¢do de aproximadamente 3 vezes), foi escolhida para ser submetida a cromatografia de
filtragdo em gel. Testou-se cromatografias em colunas contendo Sephadex G75 e G50.
Conforme apresentado na Figura 1-A, a melhor resolugdo foi proporcionada pela resina

Sephadex G735, que separou o extrato bruto em 3 fracdes com atividades proteoliticas.
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Figura 1. A - Perfil de eluicio da protease na cromatografia de filtragdo em gel na resina Sephadex G75. Abs
280 nm (e) edividkepraeolitica (¢). B - SDS-PAGE 12% das fragdes coletadas apos filtragdo em
gel na resina Sephadex G75.

A terceira fragdo (FIII), por apresentar maior atividade enzimdtica e menor contetido
protéico, conforme visualizado com SDS-PAGE (Figura 1-B), foi escolhido para dar
continuidade ao trabalho. Esta fracdo foi entdo submetida a cromatografia de filtragdo em gel
em resina Sephacryl S100, cujo perfil de elui¢do estd apresentado na Figura 2. Percebe-se a

presenca de apenas um pico de atividade proteolitica.
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Figura 2. Perfil de eluicdo da protease na cromatografia de filtragdo em gel na resina

Sephacryl S100. Abs 280 nm () edividadeprotediticae).
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A pureza da amostra coletada apds a cromatografia de filtracdo em gel na resina
Sephacryl S100 pode ser confirmado no SDS-PAGE apresentado na Figura 3, onde € possivel

observar uma unica banda protéica presente na fracao III.
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Figura 3. SDS-PAGE 12% da protease de T. aurantiacus ap6s a purificagdo. Coluna 1, amostra coletada apds
filtracdo em gel em resina Sephacryl S100 e Coluna 2, marcadores de massa molecular: BSA, 66
KDa; albumina, 55 KDa; ovoalbumina, 45 KDa; gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, 36 KDa;
anidrase carbonica, 29 KDa; tripsinogénio, 24 KDa; inibidor de tripsina, 20 KDa; &lactoalbumina,
14,2 KDa.

A massa molecular da protease foi estimada em 24,5 KDa pela andlise do grafico
apresentado na Figura 4. Conhecendo-se o valor de Ry da protease (0,508 cm), encontrou-se o
valor do logaritmo da massa molecular (1,3885) e consequentemente determinou-se o valor da

massa molecular.
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Figura 4. Curva padrio para determinacdo da massa molecular da protease através dos valores de cada massa
molecular das proteinas do marcador e de Ry, onde R; = distancia percorrida por cada proteina do
marcador / distancia total de corrida, obtidos de SDS-PAGE 15% (nao mostrado).

O protocolo estabelecido para a purificagdo da protease-TA apresentou rendimento de
0,4% e fator de purificacdo de 79,5 vezes (Tabela 2). O baixo rendimento pode ser explicado
pela separagdo inicial da atividade proteolitica total em 3 fragdes distintas de atividade
proteolitica. Isso significou uma menor quantidade de enzima na etapa cromatografica

seguinte.

Tabela 2. Resultados obtidos a partir dos processos de purificacdo da protease do extrato

enzimatico de T. aurantiacus.

Atividade Atividade
Proteina Fator de
Etapas proteolitica especifica % o
Total (mg) Purificacdo

Total (U) (U/mg)
Bruta 13288,00 457,60 29,04 100 1
Precipitacao 7321,56 76,15 96,15 55,1 3,30
F IIT Sephadex G75 1593,90 7,70 207,00 12,0 7,13
Sephacryl S100 46,20 0,02 2310,00 0,4 79,5

Ha relatos de purificacdo de proteases fingicas através do uso de procedimentos
tradicionais que envolvem técnicas de precipitacdo e cromatografia e a baixa massa molecular
apresentada pela protease estd de acordo com vérios relatos nos quais as proteases flingicas

geralmente sdo menores que 50 KDa (BARATA et al, 2002; CHAKRABARTI;
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MATSUMURA; RANU, 2000; CHELLAPPAN et al., 2006; HASHIMOTO; IWAASA;
YOKOTSUKA, 1973; HATTORI et al., 2005). Diferentemente de outros autores, o protocolo
de purificacdo que conseguimos ndo necessitou emprego de cromatografia de troca i6nica.
Isto foi possivel porque provavelmente as fragdes apresentaram pesos moleculares bem

distintos, permitindo a separacao em processos de filtracdo em gel.

I11.3.2 Caracteriza¢io da enzima pura

Uma vez purificada a enzima procedeu-se sua caracterizagao bioquimica.

I11.3.2.1 Determinacéo de pH e temperatura 6timos

A Figura 5 mostra o efeito do pH na atividade proteolitica. No ensaio realizado com
caseina, nota-se atividade maxima em pH 5,5 e 10,5. Esse valor alto em pH alcalino ocorre,
provavelmente, devido ao fato de a caseina, por ser um substrato protéico, também sofrer
alguma modificacdo com a variacdo do pH e afetar sua interagdo com a enzima. Quando se
realizou o ensaio com azocaseina, isso nao ocorre, e confirma-se o valor do pH 6timo da
enzima em 5,5. E interessante observar que em pH 7,0, no ensaio realizado com azocaseina, a

enzima ainda apresenta 59% de atividade, ou seja, € bastante ativa em pH levemente alcalino.
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Figura 5. Efeito do pH na atividade da protease. Ensaio realizado utilizando azocaseina 1% () ou as€ina 1%
(9 evaiads tarp des (Acetato pH 3,6 a 5,0; Mes pH 5,5 a 7,0; Taps pH 7,5 2 9,0 e Caps 9,5 a 11,5)

no meio reacional. A atividade relativa representa a porcentagem de atividade observada com relagao
ao maior valor de atividade obtido no ensaio.

Processos biotecnolégicos conduzidos a temperaturas elevadas apresentam a vantagem
de diminuir o risco de contaminacdo por mesdfilos, proporcionam maior taxa de reacdo
devido a diminuicdo da viscosidade e aumento no coeficiente de difusdo de substratos além de
rendimentos de processos mais altos devido ao aumento da solubilidade de substratos e
produtos (HAKI; RAKSHIT, 2003). Por isso enzimas de microrganismos termofilicos t€m
ganhado interesse industrial e biotecnolégico, pois sdo adequadas para aplicacio em
processos realizados a altas temperaturas.

A Figura 6 mostra o efeito da temperatura na atividade proteolitica. Percebe-se que a
enzima atinge atividade maxima a 75°C e que possui mais de 50% de atividade a 55 e 85°C,

mostrando-se altamente termofilica.
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Figura 6. Efeito da temperatura na atividade da protease. Ensaio realizado através da medida da atividade
enzimdtica em cada temperatura, em pH 5,5 utilizando caseina 1% no meio reacional. A atividade
relativa representa a porcentagem de atividade observada com relagcdo ao maior valor de atividade
obtido no ensaio.

z

A temperatura O6tima da protease de T. aurantiacus € extremamente alta quando
comparado a outras proteases flingicas. No trabalho de Chellappan et al. (2006) a protease
obtida de Engyodontium albuM BTMFS10 apresentou maxima atividade a 60°C. No trabalho
de Barata et al. (2002) a protease obtida de Fusarium oxysporum var. lini apresentou maxima
atividade a 45°C. No trabalho de Dienes et al. (2006) a protease obtida de Trichoderma reesei
QM9414 apresentou maxima atividade a 50°C. Nos trabalhos de Tunga; Shrivastava;
Banerjee (2003) e Wang et al. (2005) as proteases obtidas de Aspergillus parasiticus e
Aspergillus fumigatus, respectivamente, apresentaram maxima atividade a 40°C. No trabalho
de Liang et al. (2006) a protease obtida de Monascus purpureus CCRC31499 apresentou
mdxima atividade a 40°C. No trabalho de Chakrabarti; Matsumura; Ranu (2000) a protease
obtida de Aspergillus terreus (IJIRA 6.2) apresentou méaxima atividade a 37°C. Entretanto,
enzimas de fungos termofilicos apresentam atividade maxima a elevadas temperaturas como
70°C para a protease no extrato bruto de Thermomyces lanuginosus (LI; YANG; SHEN,
1997) e 75°C em pH 4,6 para a protease de Penicillium duponti K1014 (HASHIMOTO;
IWAASA; YOKOTSUKA, 1973).
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I11.3.2.2 Estabilidade térmica

A Figura 7 mostra a estabilidade da enzima na auséncia do substrato em diferentes
temperaturas e por diferentes tempos. Nota-se que a 60 e 65°C a enzima apresenta
aproximadamente 70% de atividade ap6s 3 horas de incubagdo. Percebe-se ainda que a
enzima conservou mais da metade de sua atividade por 10 minutos a 80°C, por 1 hora a 75°C
e por 2 horas a 70°C. Temperaturas maiores que 85°C provocaram mais de 75% de perda na

atividade enzimatica.
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Figura 7. Efeito da temperatura na desnaturagio da protease. Ensaio realizado incubando-se a enzima em
diferentes temperaturas (60°C o, 65°C o, 70°C o, 75°C o, 80°C o, 85°C ¢, 90°C o, 95°C v )
durante diferentes tempos (5, 10, 20, 40, 60, 120 e 270 min) e medindo-se a atividade residual a
60°C, utilizando caseina 1% no meio reacional. A atividade residual representa a porcentagem de
atividade observada com relag¢@o ao maior valor de atividade obtido no ensaio.

A Figura 8 mostra a estabilidade da enzima em diferentes temperaturas por 1 hora. A

enzima apresentou mais de 70% de estabilidade até 65°C e 56,15% até 75°C por 1 hora.
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Figura 8. Efeito da temperatura na estabilidade da protease. Ensaio realizado incubando-se a enzima por 1 hora
em cada temperatura e medindo-se a atividade residual a 60°C, utilizando caseina 1% no meio
reacional. A atividade residual representa a porcentagem de atividade observada com relagdo ao maior
valor de atividade obtido no ensaio.

A alta termoestabilidade da protease condiz com relatos de outras enzimas secretadas
pelo Thermoascus aurantiacus como, por exemplo, catalase, 100% estavel até 80°C por 1
hora (WANG et al., 1998); B-mannosidase, 50% estdvel a 76°C por 10 minutos (GOMES et
al., 2006); oxidase, 100% estavel a 60°C por 15 minutos (KO et al., 2005); endoglucanase,
100% estavel a 50°C por 48 horas (PARRY et al., 2002); xilanase, 100% estavel a 60°C por 1
hora (DA SILVA et al., 2005).

A enzima apresentou-se mais termoestavel que as proteases de Aspergillus terreus
(IJIRA 6.2), que manteve 60% de sua atividade a 60°C (CHAKRABARTI; MATSUMURA;
RANU, 2000), de Aspergillus parasiticus, que manteve somente 40% de sua atividade a 70°C
(TUNGA; SHRIVASTAVA; BANERFEE, 2003), de Aspergillus fumigatus, que foi
completamente inativada a 70°C (WANG et al. 2005).

Resultados semelhantes de alta termoestabilidade sdo geralmente obtidos para
proteases de bactérias como Bacillus sp. JB-99 (JOHNVESLY; MANJUNATH; NAIK, 2002)
que exibiu 63% de atividade a 70°C, Bacillus licheniformis NH1 (HADJ-ALI et al. 2006) que
manteve 100% de atividade a 60°C na presenca de CaCl,, Bacillus stearothermophilus TLS33
(SOOKKHEO et al., 2000) que apresentou pouco mais de 60% de atividade a 70°C, Bacillus
sp SMIA-2 (NASCIMENTO; MARTINS, 2006) cuja protease no extrato bruto apresentou
aproximadamente 80% de atividade a 70°C, Thermoplasma volcanium (KOCABIYIK;
OZEL, 2007) cuja protease no extrato bruto manteve 100% de atividade até 70°C. Outros

fungos termofilicos como Thermomyces lanuginosus (LI; YANG; SHEN, 1997) e
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Malbranchea pulchella var. sulfurea (ONG; GAUCHER, 1976) também produzem proteases
com alta termoestabilidade: aproximadamente 70% de atividade a 60°C para a enzima no

extrato bruto e 50% de atividade a 73°C, respectivamente.
I11.3.2.3 Efeito do NaCl na atividade proteolitica

A Figura 9 mostra o efeito do cloreto de sédio na atividade enzimatica. Observa-se que
a enzima manteve-se altamente ativa com concentragdes até 0,4% e conservou mais da
metade de sua atividade na presenca de NaCl 1%. Apds essa concentragdo houve perda de
atividade, ou seja, a elevacdo da forca i6nica, principalmente acima de 1%, provocou efeito

inibitdrio da atividade enzimatica.
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Figura 9. Efeito da concentracdo de NaCl na atividade da protease. Ensaio realizado utilizando azocaseina 1%
(9 cuasanal% (e nomaoreodond comosd NG respedivas conaantra des (0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8;
1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0). A atividade relativa representa a porcentagem de atividade observada com
relacdo ao maior valor de atividade obtido no ensaio.

111.3.2.4 Efeito de detergentes na atividade proteolitica

O Triton X-100 e o Tween-20 sdo surfactantes ndo idnicos utilizados em formulacdes

de detergentes. A Figura 10 mostra o efeito dos detergentes Triton X-100 e Tween-20 na
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atividade enzimdtica. Até 0,1% de Triton X-100, a enzima apresenta-se 64% ativa, quando
eleva-se a concentracdo do detergente, hd uma queda na atividade até tornar-se
completamente inativa em concentragdes maiores que 0,4%. Esse comportamento é diferente
do observado para a protease de Aspergillus parasiticus, no trabalho de Tunga; Shrivastava;
Banerjee (2003), a qual mantém 95% de atividade na presenga de 2% do detergente. J4 na
presenca de Tween-20, hd uma pequena queda de atividade até a concentragdo de 0,2%
seguido de um aumento expressivo até 1%, com 151,0% de atividade relativa. Resultado
similar foi obtido por Moreira et al. (2002), durante estudos com protease de Nocardiopsis

sp., a qual se mostrou 129% ativa na presenca do detergente.
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Figura 10. Efeito da concentracdo de detergentes na atividade da protease. Ensaio realizado utilizando caseina
1% no meio reacional com os detergentes nas respectivas concentragdes (0; 0,1; 0,2; 0.,4; 0,6; 0,8;
1,0), Triton X-100 (¢) eTween -20 (s). A dividode relativa representa a porcentagem de atividade
observada com relacdo ao valor de atividade obtido no ensaio realizado com auséncia do detergente.

Comportamento similar em relagdo a presenga dos surfactantes, ou seja, diminui¢ao da
atividade por Triton X-100 e aumento da atividade por Tween-20, também foi encontrado
para a protease de Clonostachys rosea (LI et al., 2006), a qual sofreu 36,5% de inibi¢ao por
Triton X-100 e 16% de ativagdo por Tween-20.

A atividade da protease em altos valores de temperatura, em valores de pH levemente
alcalinos e na presenca de Tween-20 sugere a viabilidade da enzima para aplicagdo na

inddstria de detergentes.
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I11.3.2.5 Efeito de sais na atividade proteolitica

A Tabela 3 mostra o efeito de diferentes sais, na forma de sais cloretos ou sulfatos, na
atividade proteolitica. E notivel a elevada estimulacio da atividade enzimdtica na presenca de
sulfato ferroso, principalmente em concentracdes crescentes (Figura 11), indicando que a
protease-TA é uma protease ativada por ferro. Esse comportamento (ativagdo por ferro)
também foi encontrado para a metaloprotease de Bacillus subtilis FP-133 estudada por

Setyorini et al. (2006), que apresentou 121% de atividade residual na presenca de Fe**.

Tabela 3. Efeito de sais (10 mM) na atividade da protease. Ensaio realizado incubando-se a enzima por 5
minutos com cada sal e medindo-se a atividade residual a 60°C, utilizando caseina 1% no meio
reacional A atividade residual representa a porcentagem de atividade observada com relagdo ao valor
de atividade obtido no ensaio realizado sem adicao de sais.

Sais Atividade Residual (%)
Controle 100,00
MnCl, 86,67
NH;Cl 89,41
MgCl, 92,94
KCl1 89,02
BaCl, 94,12
HgCl, 5,49
CaCl, 89,80
CuCl, 57,65
CaSOq4 96,86
FeSO4 197,25
NH3SO04 96,86
MnSO4 100,78
CuSOy4 51,76
K3SOy4 90,20

MgSO, 94,90
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Figura 11. Efeito da concentragdo de sulfato ferroso na atividade da protease. Ensaio realizado utilizando
caseina 1% no meio reacional com o sulfato nas respectivas concentragdes (0,5, 10, 25, 50, 100
mM). A atividade relativa representa a porcentagem de atividade observada com relacdo ao valor de
atividade obtido no ensaio realizado na auséncia do sulfato.

Metais pesados, como o mercurio, t€ém alta afinidade por grupos sulfidrilicos, assim a
forte inibicdo da atividade enzimdtica por este fon (94,5%, Tabela 3) pode indicar a
importancia desse grupo durante a catdlise. Foi constatado também que o agente redutor DTT,
a 10 mM, nio inibiu a atividade enzimatica, sustentando a hipdtese da importancia de grupos
—SH para a atividade da protease. No trabalho de Ramyrez-Zavala et al. (2004) também foi
sugerido a participacdo de um grupo —SH no sitio catalitico ou nas suas proximidades da
metaloprotease de Kluyveromyces marxianus, devido a inibicdo parcial por E-64, agente

bloqueador de grupos sulfidrilicos.

I11.3.2.6 Efeito de inibidores na atividade proteolitica

A Tabela 4 mostra a susceptibilidade da enzima a inibidores de serino-proteases
(PMSF; benzamidina), metaloproteases (EDTA) e cisteino-proteases (dcido iodoacético). A

enzima foi fortemente inibida por EDTA, apresentando-se entdo como uma metaloprotease.
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Tabela 4. Efeito de inibidores de protease (10 mM) na atividade da protease. Ensaio realizado incubando-se a
enzima por 5 minutos com cada inibidor e medindo-se a atividade residual a 60°C, utilizando caseina
1% no meio reacional A atividade residual representa a porcentagem de atividade observada com
relacdo ao valor de atividade obtido no ensaio realizado sem adicao de inibidores.

Inibidores Atividade Residual (%) Classe de enzimas inibidas
Controle (sem inibidor) 100,00

PMSF 96,70 Serino
Benzamidina 100,00 Serino

EDTA 3,30 Melato

Acido iodoacético 96,28 Cisteino

As proteases dos fungos Armillaria mellea estudada no trabalho de Lee et al. (2005),
Aspergillus oryzae NRRL 2217 estudada por Sumantha et al. (2005), e Aspergillus fumigatus
estudada por Monod et al., 1993 também se apresentaram como metaloproteases. Entretanto,
esse comportamento geralmente é observado em proteases produzidas por bactérias como
Bacillus stearothermophilus TLS33 (SOOKKHEO et al.,, 2000), Aeromonas caviae
(NAKASONE et al., 2004), Salinivibrio sp. AF-2004 (AMOOZEGAR et al., 2006), Serratia
marcescens (ROMERO et al., 2001) e Bacillus polymyxa B-17 (MATTA; PUNJ, 1998).

Outras proteases flingicas foram classificadas como serino-proteases, obtidas de
Malbranchea pulchella var. sulfurea (ONG; GAUCHER, 1976) Penicillium charlesii
(ABBAS; GROVES; GANDER, 1989), Aspegillus parasiticus (TUNGA; SHRIVASTAVA;
BANERIJEE, 2003), Aspergillus terreus (IJIRA 6.2) (CHAKRABARTI; MATSUMURA,;
RANU, 2000), Clonostachys rosea (LI et al., 2006), Trichoderma reesei QM9414 (DIENES
et al., 2006), Fusarium oxysporum var. lini (BARATA et al. 2002), Cordyceps militaris
(HATTORI et al., 2005) sendo as 3 ultimas proteases semelhantes a tripsina; e cisteino-

proteases, obtidas de Humicola lanuginosa (SHENOLIKAR; STEVENSON, 1982).

I11.3.2.7 Cinética enzimatica

Os valores para a constante de Michaelis (k;,) e para velocidade maxima (Vpax) de
uma enzima sio determinados pela medida das velocidades iniciais para vérias concentragdes

de substrato.
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Os resultados obtidos das andlises de cinética enzimatica podem ser observados nas

Figuras 12, 13, 14 e 15 e nas Tabelas 5 e 6.
Utilizando o programa GraFit 5.0 (LEATHERBARROW, 1992) os gréficos

apresentados nas Figuras 12 e 13 foram obtidos.

0 0,2 0.4
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Figura 12. Efeito da concentracio de caseina na velocidade de reacdo: curva de Michaelis-
Menten, ancdeU.A. = A AS 250 um X 10/ 20 min.
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Figura 13. Efeito da concentracdo de azocaseina na velocidade de reagdo: curva de

Michaelis-Menten, onceU.A. = A Als 250 um x 10/ 20 min.
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Quando se utilizou caseina como substrato, valores para k;, de 0,02 mM, para V.« de
0,14 mM/min e para a constante de especificidade (K. / Kp) de 12,07 mM' s foram
obtidos. Quando utilizada azocaseina, obteve-se K, de 0,14 mM, V. de 0,18 mM/min e Ky
/ Kmde 2,53 mM™ s (Tabela 5).

Tabela 5. Pardmetros cinéticos da protease utilizando caseina e azocaseina como substratos.
Resultados obtidos através da regressdo ndo linear dos dados, usando como

modelo a equagao descrita por Michaelis-Menten no programa GraFit 5.0.

Substrato V max (MM/min) K (mM) Keat / K (mM ' s
Caseina 0,14 0,02 12,07
Azocaseina 0,18 0,14 2,53

Os erros foram mantidos abaixo de 10%.

O maior valor de K, ¢ o menor valor de K¢y / Ky, para reagdo com azocaseina indica
menor afinidade de ligacdo desse substrato com a enzima, quando comparado com a caseina.
Ou seja, a enzima necessita de menores concentragdes de caseina para atingir maxima
eficiéncia catalitica. Isto também pode ter ocorrido porque a protease age com baixa
especificidade e na molécula de caseina hd mais sitios de clivagem. No substrato azocaseina a
quantificacdo da atividade € baseada apenas na hidrélise da ligacdo entre o cromdforo e a
caseina.

Em concentragdes de caseina maiores que 3,5 mg/mL houve queda da atividade
enzimdtica, provavelmente devido a inibicdo pela alta concentracdo do substrato, que pode
ter se ligado a enzima numa orientacdo incorreta (BARATA et al., 2002).

No trabalho de Chakrabarti; Matsumura; Ranu (2000) o valor de K, para reacdo da
protease de A. terreus (IJIRA 6.2) com caseina foi de 0,055 mM, ou seja, mostrou-se
ligeiramente menos eficiente para esta reacdo do que a protease de 7. aurantiacus.

Os mesmos dados foram plotados utilizando o duplo-reciproco de Liveweaver-Burk, e
os gréficos apresentados nas Figuras 13 e 14 foram obtidos. Essa representacdo grifica
fornece uma linha reta e o ponto onde essa linha intercepta a ordenada € igual a 1/ Vy,y, 0
ponto de intersecc@o na abscissa € igual a -1/ K,, e a inclinacdo da reta € igual a K/ Vpax.

Assim, tem-se a seguinte equagdo de reta: y = 1/ Vipax + (Ki/ Vinax ) X.
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inclinagdo =K /V

m ' max

50+

40

304 y =6,86298 + 0,53543x

1/U.A.

204

1/[azocaseina]

Figura 14. Efeito da concentragdo de azocaseina na velocidade de reacdo: duplo-reciproco de

Lineweaver-Burk, oncdeU.A. = A Als 250 um x 10/ 20 min.

inclinagdo =K /V
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y =7,00566 + 0,1606x
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Figura 15. Efeito da concentragdo de caseina na velocidade de reagdo: duplo-reciproco de

Lineweaver-Burk, ondeU.A. = A ALS 250 um x 10 / 20 min.

Quando se utilizou caseina como substrato, valores para k,, de 0,02 mM, para V.x de
0,14 mM/min e para a constante de especificidade (Kci / Ky) de 12,67 mM"! s foram
obtidos. Quando utilizada azocaseina, obteve-se K, de 0,08 mM, V. de 0,15 mM/min e Ky
/ Kmde 3,80 mM™ s (Tabela 6).
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Tabela 6. Pardmetros cinéticos da protease utilizando caseina e azocaseina como substratos.
Resultados obtidos pela regressao linear dos dados, analisados pelo grafico de

duplo-reciproco de Lineweaver-Burk.

Substrato V max (MM/min) K (mM) Keat / K (mM ' 87
Caseina 0,14 0,02 12,67
Azocaseina 0,15 0,08 3,80

Os erros foram mantidos abaixo de 10%.

O gréfico de duplo-reciproco de Lineweaver-Burk representa graficamente a
transformacdo da equacdo de Michaelis-Menten (V = V,.x[S] / Ku+[S]), descrita por uma
curva hiperbdlica, em uma equagdo de reta, tomando-se os reciprocos dos dois lados da
equacdo. A andlise dos dados pelo grifico de Lineweaver-Burk & bastante utilizada
(BARATA et al., 2002, MATTA; PUNJ, 1998, CHAKRABARTI; MATSUMURA; RANU,
2000, KUMAR et al. 2005) por ser considerado mais f4cil desenhar uma reta através de uma
série de pontos, do que estimar o melhor encaixe dos pontos de uma curva (CAMPBELL,
2000). Porém percebe-se que existe uma pequena diferenca nos valores encontrados nessa
andlise, principalmente quando utilizada azocaseina como substrato, quando comparada aos
resultados obtidos pelo programa GraFit, que utiliza a equacdo de Michaelis-Menten. Assim,
¢ preferivel utilizar a equacdo hiperbdlica de Michaelis-Menten do que sua transformacdo em
uma equagdo de reta para encontrar os parametros cinéticos de uma enzima. Para isso,
métodos computacionais que contam com a adequacdo de uma hipérbole para tragar o grafico

de V x [S] sem qualquer transformagio linear, tém sido adotados (POLGAR, 1989).
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II1.4 Conclusoes

Através das técnicas de precipitacdo e cromatografia de filtracio em gel foi possivel

realizar a purificacdo da protease do extrato enzimdtico bruto e estimar que a enzima tenha

massa molecular de aproximadamente 24,5 KDa.

A enzima pura apresentou como principais caracteristicas:

Atividade 6tima a 75°C e em pH 5,5;

70% de estabilidade até 65°C e 56,15% até 75°C por 1 hora;

151,0% de atividade relativa na presenca de Tween-20;

Inibicdo por EDTA e ativagdo por sulfato ferroso, revelando-se uma
metaloprotease ativada por ferro;

Inibicdo por cloreto de mercirio, sugerindo a importincia de grupos —SH
durante a catalise;

Maior afinidade por caseina do que por azocaseina;
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CONCLUSAO

O Brasil, devido a sua flora diversificada e pela abundancia de matéria organica
(residuos agricolas), é fonte de importantes microrganismos que podem produzir proteases
com propriedades de interesse industrial. Este estudo mostrou a possibilidade de produzir uma
protease pelo fungo termofilico Thermoascus aurantiacus através de fermentacdo em estado
sdlido utilizando farelo de trigo, residuo agroindustrial de baixo custo, suplementado com
casefna.

A protease no extrato enzimdtico bruto apresentou comportamento proteolitico muito
diferente de uma renina microbiana recombinante devido & hidrélise excessiva das caseinas
do leite, evidenciando a acdo proteolitica generalizada da enzima e sua baixa especificidade.
Sugerem-se estudos para verificar a atuacdo da protease adicionada a queijos como
ferramenta para acelerar o processo de maturagio.

A caracterizacdo da protease no extrato enzimdtico bruto sugeriu a presenca de uma
metaloprotease, o que foi confirmado apds a purificacdo da enzima através de técnicas de
precipitacdo e cromatografia de filtracdo em gel.

Os parametros de pH 6timo e inibicdo geralmente sdo usados para classificar as
proteases. Metaloproteases geralmente sdo neutras ou alcalinas. A protease de Thermoascus
aurantiacus nao se encaixou nesse critério, sendo um primeiro relato de metaloprotease com

pH 6timo levemente 4cido.
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