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RESUMO

Peptideos bioativos sdo moléculas de origem natural que podem auxiliar
funcdes fisiologicas nos organismos. O presente estudo teve por objetivo
produzir proteases por diferentes fungos filamentosos, hidrolisar a caseina
caprina e avaliar o potencial de atividades bioldgicas dos peptideos liberados.
Baseado nos resultados de grau de hidrélise (GH), que variou entre 33,59% e
71,81% e nas atividades bioldgicas, os fungos Mucor subtilissimus URM 4133 e
Mucor guilliermondii URM 5848 foram escolhidos para dar continuidade ao
trabalho. Para a purificagcdo de ambas as enzimas foi utilizado inicialmente um
planejamento fatorial 24, com o intuito de verificar as melhores condi¢des de
producdo enzimatica. A atividade da protease foi maxima em pH 8,5 a 45 °C,
para o M. subtilissimus URM 4133 e em pH 8,0 a 40 °C para a enzima do M.
guilliermondii URM 5848; entretanto, permaneceram estaveis em praticamente
toda faixa de pH e termoestaveis até 40°C e 45 °C, respectivamente. Ambas as
proteases foram completamente inibidas pelo fluoreto de fenilmetanosulfonil
(PMSF). As proteases purificadas de ambos os fungos foram utilizadas
separadamente para hidrolisar a caseina caprina. Os hidrolisados obtidos no
tempo de 12 horas apresentaram melhores resultados gerais de atividades
biolégicas tanto para a protease do fungo M. subtilissimus URM 4133, quanto
para a protease do fungo M. guilliermondii URM 5848. A atividade anti-
hipertensiva apresentou resultados de 92,57% e de 83,42% para a inibicdo da
enzima conversora de angiotensina (ECA). Dentre as fracdes separadas em
FLPC a fracdo P5 (URM 4133) e a fracdo P3 (URM 5848) apresentaram um ICso
de atividade anti-hipertensiva de 35,42 e 22,97 ug.mL™?, respectivamente. Os
peptideos liberados foram eficientes para desempenhar todas as atividades
bioldgicas propostas, com destaque para a inibicdo da enzima ECA, o que

mostrou o potencial destas moléculas em auxiliar no controle da presséo arterial.

Palavras-chave: Tecnologia de alimentos; Hidrélise; Caseina; Peptideos;

Fungos filamentosos



ABSTRACT

Bioactive peptides are molecules of natural origin that can aid
physiological functions in organisms. The present study aimed to produce
proteases by different filamentous fungi, to hydrolyze caprine casein and to
evaluate the potential of biological activities of the released peptides. Based on
the results of hydrolysis degree (GH), which varied between 33.59% and 71.81%
and in biological activities, the fungi Mucor subtilissimus URM 4133 and Mucor
guilliermondii URM 5848 were chosen to continue the work. For the purification
of both enzymes, a factorial design 24 was used, in order to verify the best
conditions of enzymatic production. Protease activity was maximal at pH 8.5 at
45 °C for M. subtilissimus URM 4133 and at pH 8.0 at 40 °C for the M.
guilliermondii URM 5848 enzyme; however, remained stable in practically every
pH range and thermostable up to 40 ° C and 45 ° C, respectively. Both proteases
were completely inhibited by phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF). Purified
proteases from both fungi were used separately to hydrolyze caprine casein. The
hydrolysates obtained in the time of 12 hours presented better general results of
biological activities both for the protease of the fungus M. subtilissimus URM 4133
and for the protease of the fungus M. guilliermondii URM 5848. The
antihypertensive activity presented results of 92.57 % and 83.42% for inhibition
of angiotensin converting enzyme (ACE). Among the fractions separated in
FLPC, the fraction P5 (URM 4133) and the fraction P3 (URM 5848) presented an
ICs0 of antihypertensive activity of 35.42 and 22.97 ug.mL-, respectively. The
peptides released were efficient to perform all the proposed biological activities,
with emphasis on the inhibition of the enzyme ACE, which showed the potential

of these molecules to assist in the control of blood pressure.

Keywords: Food Technology; Hydrolysis; Casein; Peptides; Filamentous fungi
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a busca do consumidor por alimentos conhecidos como
funcionais, ou seja, que promovam beneficios a saude, além do atendimento
nutricional basico, encontra-se em constante crescimento. Esta vertente de mercado
encontra-se em processo de evolugéo e € utilizada como uma estratégia potencial na
prevencdo de doencas crbnicas, pelos seus beneficios fisioldgicos ou reducao dos
riscos dessas doencas, independentemente de suas propriedades nutricionais
(STRATTON et al., 2015).

Diversas substancias com propriedades bioativas vém sendo descritas junto
com a sua funcionalidade na fisiologia do organismo, entre elas estdo os peptideos
biologicamente ativos, moléculas derivadas de proteinas complexas que podem
desempenhar diversos beneficios para a homeostase do organismo (UDENIGWE;
ALUKO, 2012).

Em termos nutricionais, a composicdo de aminoacidos e a presenca de fatores
qgue limitem a biodisponibilidade das proteinas, por exemplo, sdo caracteristicas
importantes para determinar a qualidade desta macromolécula. Os peptideos
bioativos, além de possuirem elevado valor nutritivo, sdo capazes de gerar efeitos
fisiolégicos no organismo (SAAVEDRA et al., 2013).

Os principais efeitos fisiologicos atribuidos a estas moléculas abrangem
atividades do tipo imunomodulatdria, anti-hipertensiva, antitrombotica, antimicrobiana,
antioxidante e efeitos opiédes (ARTEMOVA et al., 2010; DI BERNARDINI et al., 2011;
ROJAS-RONQUILLO etal., 2012; CHALAMAIAH et al., 2014). Outras atividades como
potencial anti-inflamatério e atividade anticancer também séo descritas como efeitos
auxiliares na manutencdo da saude dos consumidores (VO; RYO; KIM, 2013;
UMAYAPARVATHI et al., 2014). Diversos trabalhos ja tratam dos estudos e beneficios
associados aos peptideos, como por exemplo, os gerados a partir de proteinas de leite
e derivados (MADUREIRA et al., 2010; CHOI et al., 2012).

Dessa forma, os peptideos bioativos apresentam atualmente, grande interesse
industrial. Neste sentido, a caseina, € considerada como uma importante fonte de
fornecimento destas moléculas, as quais podem ser liberadas através do processo de
digestado gastrointestinal, durante o processamento de alimentos, ou através da via
proteolitica de enzimas exdgenas provenientes de micro-organismos ou fontes
vegetais (BRUNO et al., 2010).
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A caseina bovina é a principal matéria-prima que tem sido estudada no mundo
todo com este objetivo e apresenta resultados bastante interessantes (CHOI et al.,
2012). Entretanto, pouco foi divulgado com a utilizacdo da caseina caprina para a
mesma finalidade. Isto se torna interessante, tanto para preencher uma lacuna
cientifica, quanto pela oportunidade s6cio-econdmica que se vislumbra para incentivar
ainda mais esta atividade agropecudria no pais.

A caprinocultura de leite representa um ramo com alto potencial de exploracao
e necessita de maiores incentivos, principalmente por se destacar como atividade de
elevado impacto socioecondmico para produtores rurais no Brasil. Tradicionalmente,
a criacdo de caprinos é caracteristica das regides Nordeste, que detém 92% do
rebanho caprino nacional, e Sudeste do pais. Entretanto, vem se tornando
representativa também no Rio Grande do Sul, onde a raca Saanen corresponde a
uma das principais racas leiteiras presentes nestas regibes (GONCALVES et al.,
2001; SCHMIDT et al., 2009; AQUINO et al., 2016).

De forma geral, as principais proteinas presentes no leite caprino, também séo
as encontradas no leite bovino, tanto com relagao as fragdes da caseina (asi-, asz-,
B- e k-), quanto as proteinas presentes no soro como a [-lactoglobulina e a B-
lactoalbumina. Entretanto, ocorrem varias diferencas na composicao e no contetdo
destas proteinas entre as racas caprinas, devido ao alto polimorfismo encontrado em
guatro genes responsaveis pela sintese da molécula de caseina, com varios alelos
(fortes, fracos e nulos) envolvidos neste processo (BALLABIO et al., 2011).
Consequentemente, a mudanca de alguns aminoacidos na sequéncia proteica faz
com que se tenham mudancas nas atividades biolégicas dos peptideos. Este trabalho

foi desenvolvido para alcancar os objetivos descrito a seguir.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral
Avaliar as atividades biologicas de peptideos provenientes da caseina caprina,
liberados através da hidrolise de proteases sintetizadas por fungos filamentosos.
2.2. Objetivos especificos
1) Selecionar os melhores produtores de proteases com potencial para
liberacdo de peptideos bioativos, entre cinco espécies de fungos
filamentosos;
2) Estudar a producdo, a purificacdo e a caracterizacdo das proteases
provenientes dos fungos selecionados.
3) Avaliar in vitro as atividades biolégicas dos hidrolisados, como a
atividade antimicrobiana, antioxidante e atividade anti-hipertensiva;
4) ldentificar a sequéncia de peptideos bioativos menores que 3 kDa
presentes em fracdes separadas em sistema FPLC.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Caseina

As caseinas, particulas de dimensfes coloidais, representam as proteinas
predominantes no leite, aproximadamente 80% do conteudo proteico, constituindo-se
de um grupo heterogéneo de fosfoproteinas que estabilizam o fosfato de calcio em
estruturas micelares (Figura 1). Sdo compostas por quatro fragdes principais (as1-, Qs2-
, B- e k-caseina). Estas micelas apresentam nano particulas de fosfato de calcio,
ligadas aos grupos fosfoserina das fragdes asi-, asz2- € B-caseina e estdo em equilibrio
com as concentragdes de calcio e fosfato presentes na fase soluvel. Além disso, a k-
caseina é responsavel por formar uma camada na superficie das micelas para auxiliar
no processo de estabilizacdo (NAIR et al., 2014).

As micelas de caseina sao responsaveis por funcdes biologicas que incluem o
transporte e fornecimento, principalmente de fosfato de célcio e proteinas, assim
como, o provimento de aminoacidos essenciais e a formacéo de substancias bioativas
(YAZDI; CORREDIG, 2012). Apresentam raio medio de cerca de 100 nm e o seu
tamanho é limitado diretamente pela k-caseina, que contribui para a repulséo
eletrostatica entre as micelas e impede que elas formem agregados. Este processo
ocorre devido a formacédo de um diferencial eletrostatico na superficie da micela,

causado pela k-caseina. A variacdo na carga liquida das micelas diminui com a
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reducdo do pH do meio até seu ponto isoelétrico (pH 4,6), o que faz com que ocorra
a formacéo de agregados (GONZALEZ-JORDAN et al., 2015).

Figura 1 — Fragfes, submicela e micela de caseina.

fosfato de calcio Il ca:Po...

Fonte: Faria, 2011.

O caseinato de sédio € obtido ap0s precipitacdo da caseina no seu ponto
isoelétrico e, como consequéncia, se tém a remocao do fosfato de calcio. Em seguida,
a caseina é novamente solubilizada por meio da adi¢éo de hidréxido de sédio (NaOH)
até pH préximo a neutralidade. Isto faz com que haja a formacédo de submicelas com
raio de 10 nm devido a forca ibnica e consequentemente tém-se 0 aumento da turbidez
(THOMAR; NICOLAI, 2015).

As fragdes asi- € as2-, correspondem a 40% e 10%, respectivamente, de toda
a caseina presente no leite. Estas frac6es sao fosfoproteinas que apresentam grau
variavel de fosforilacao e alta proporcéo de residuos de prolina, que estao distribuidos
ao longo da molécula. Devido a este fator, estas duas fracBes proteicas né&o
apresentam um estrutura terciaria bem definida e sdo constituidas
predominantemente de estruturas secundarias significativas (a-hélice, B-folhas).
Portanto, sua estrutura se torna mais flexivel e aberta, consequentemente, mais
sensiveis as proteases e peptidases (LISSON; LOCHNIT; ERHARDT, 2014).

As fragbes proteicas da caseina apresentam dominios hidrofébicos e
hidrofilicos distintos. Por exemplo, a fragéo asi-, apresenta um peptideo, altamente
acido, composto por 40 aminoacidos e que contém sete dos oito grupos de fosfato
presentes nesta fracdo, além de 12 grupos carboxilicos. A regido N-terminal altamente

carregada da fragdo - contém quatro dos cinco grupos fosfatos existentes na
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molécula e sete grupos carboxilicos. Ja a k-caseina, apresenta apenas um grupo
fosfato e 14 grupos de acidos carboxilicos localizados na regiao C-terminal hidrofilica
de um glicomacropeptideo. Essas interacdes entre grupos fosfatos e carboxilicos
conferem o grau de hidrofobicidade das fracdes de caseina (ELZOGHBY; EL-FOTOH,;
ELGINDY, 2011).

A principal diferenga entre a caseina de origem bovina e a de origem caprina,
esta relacionada ao polimorfismo genético associado principalmente ao gene CSN1S1
que codifica a fragdo asi- da caseina caprina. Consequentemente sdo geradas
influéncias no processo de coagulagéo do leite, bem como na reducao de alergias
associadas ao consumo de leite caprino (BALLABIO et al., 2011; PAZZOLA et al.,
2014). Dan et al. (2016) relatam também que o gene CSN2 exerce influéncia na
regulacédo da expressado das proteinas presentes no leite caprino.

A caseina proveniente do leite de cabra possui alta variabilidade qualitativa,
como consequéncia da diferenca que existe no processo de expressao da proteina.
Essa variabilidade é causada pelo polimorfismo estrutural dos genes relacionados a
sintese da caseina, que também apresenta modificacbes pods traducionais
(MONTALBANO et al., 2016). Neste sentido, a baixa concentragdo da fragdo asi- da
caseina caprina, em comparacédo a fracdo similar da caseina bovina corresponde ao
principal fator para a substituicdo do leite de vaca pelo leite de cabra em lactentes e
pacientes alérgicos (HAM et al., 2010).

As semelhancas e diferencas no perfil de aminoacidos tanto entre as caseinas
caprina e bovina, quanto dentro das fracdes de caseina caprina, podem ser
encontradas a partir de diversos estudos, através do UniProt (Universal Protein

Resource www.uniprot.orq).

3.2. Proteases

Proteases, ou peptidases, sdo enzimas responsaveis por degradar as proteinas
em pequenos segmentos, por meio de clivagem das ligacdes peptidicas. Estas
enzimas estdo envolvidas em diversos processos fisiologicos e sdo consideradas
moléculas criticas para o funcionamento normal de todas as células e organismos, o
gue inclui mecanismos de diferenciacdo celular, apoptose, mecanismos reguladores,
processos de cicatrizacdo, senescéncia, necrose e resposta imune (BARRETT,;
RAWLINGS, 2007; DADSHAHI et al., 2016; HOMAEI; LAVAJOO; SARIRI, 2016).


http://www.uniprot.org/
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As proteases pertencem ao grupo de enzimas denominadas de hidrolases, ou
seja, para que as reacdes ocorram e o produto seja liberado se faz necessario no meio
de reacdo a presenca da agua. Durante a realizacdo de hidrolise das ligacbes
peptidicas, ocorre a transferéncia do produto formado para a agua. Esse processo
proteolitico resulta em mudanca especifica da fungcédo da proteina, o que representa
um importante mecanismo biolégico (LOPEZ-OTIN; OVERALL, 2002).

Estas enzimas podem ser classificadas de acordo com a sua especificidade de
ligacdo no processo de catélise (Figura 2). Aquelas que atuam nas extremidades das
cadeias polipeptidicas sdo denominadas de exopeptidases, em comparacdo as
endopeptidases, as quais apresentam atividade catalitica em regides mais internas.
Da interacdo e atuacdo das exopeptidases sob os grupos amino-terminal e carboxi-
terminal, pode-se obter a liberacdo de um Unico aminoacido, um dipeptideo ou um
tripeptideo. Os aminoacidos proximos as ligacdes peptidicas clivaveis, em ambos os
lados, representam o principal fator determinante para a atuagéo das endopeptidases
(TAVANO, 2013).

Além disso, as proteases sao agrupadas com base no mecanismo catalitico de
seu sitio ativo em classes distintas, de acordo com a especificidade da enzima aos
residuos de aminoacidos ou ions metalicos presentes. Dessa forma, pode-se
considerar como principais as serina proteases, treonina proteases, cisteina
proteases, aspartico proteases, glutamico proteases e metaloproteases. Em geral, as
proteases também podem ser classificadas apenas pelo seu pH 6timo, em acidas,
neutras ou alcalinas (CASTRO et al., 2011).

Figura 2 — Classificacdo de proteases de acordo com sua regido de catalise.

Exopeptidases

Amin‘opeptidases Carboxipeptidases
@ >-O-O- ~-O-O-OA
Dipeptidil-peptidases Peptidil-peptidases
T OO
Tripeptidil-peptidases

Dipeptidases

Omega peptidases

@4 >-O- -O-OA D>
Endopeptidases
~-O-Of>-O-

Fonte: Moffitt et al. (2010).
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Estas singularidades, entre os diversos tipos de enzimas proteoliticas, tornam
viaveis as possibilidades de ativacdo ou inativacdo enzimatica por pequenas
moléculas especificas, que sdo de grande importancia na pesquisa cientifica, assim
como diversos compostos biolégicos especializados, essenciais para a manutencéao e
equilibrio de acdo das proteases em todos os organismos vivos (YIKE, 2011).

Devido ao seu vasto potencial biotecnoldgico, as proteases representam 60%
do total de enzimas produzidas pela industria e sdo utilizadas extensivamente em
diversos segmentos industriais, como no alimenticio, detergentes, couro e
farmacéutico. Vale considerar que, estas enzimas podem ser obtidas de trés fontes
distintas: microbiana; vegetal e animal (HERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2011; UYAR
et al., 2011; DADSHAHI et al., 2016).

As proteases séo utilizadas de formas diferentes dependendo do seu tipo de
aplicacdo, ou seja, as proteases utilizadas na industria farmacéutica, diferem das
aplicadas nas industrias de alimento e de detergente. Na industria farmacéutica, por
exemplo, as proteases sdo produzidas em quantidades reduzidas e passam por
processos de purificacdo até atingirem altos graus de pureza, antes de serem
introduzidas no mercado. J& para a grande maioria das outras industrias estas
enzimas sao produzidas em elevadas quantidades, e utilizadas até mesmo na forma
de extrato bruto (HOMAEI; LAVAJOO; SARIRI, 2016)

Os micro-organismos se apresentam como uma excelente fonte de proteases,
por sua ampla diversidade bioguimica e sua susceptibilidade a manipulacéo genética.
A producdo enzimética é diretamente influenciada pelos componentes do meio (fontes
de carbono e nitrogénio), metais, pH, temperatura, oxigénio dissolvido e tempo de
incubacdo (HADDAR et al., 2010). Além disso, proteases de origem microbiana séo
consideradas excelentes substitutas, por exemplo, no processo de coagulacao do leite
e hidrélise das caseinas. Isso se deve a sua disponibilidade, estabilidade e
capacidade de producéo a partir de substratos baratos para a fermentacéo, o que as
torna moléculas de baixo custo (MERHEB-DINI et al., 2010).

3.3. Mecanismo de acao das proteases
O mecanismo de catélise nas serina, treonina e cisteina proteases, utiliza como
nucledfilo responsavel pelo ataque das ligacdes peptidicas dos seus substratos
especificos, o residuo de aminoacido dominante presente no sitio ativo de onde séo

derivadas as suas nomenclaturas. Ja no caso das metalo, aspartico e glutdmico
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proteases, estas utilizam como nucledfilo, uma molécula ativada de agua (LOPEZ-
OTIN; BOND, 2008).

As serina proteases correspondem a maior familia de proteases existentes e
estdo envolvidas em diversos processos fisiologicos. Seu sitio ativo apresenta como
nucledfilo a serina, além de residuos de histidina e acido aspartico que completam a
triade catalitica. Entretanto, em algumas serina proteases o nucledfilo € combinado
apenas com um residuo de lisina ou histidina, formando uma diade catalitica. Ou, em
alguns casos, a serina pode ser combinada com um par de residuos de histidina para
formar uma nova triade catalitica. Nesta classe de enzimas, o nucledfilo ataca a
porcdo carbonila da ligacdo peptidica e forma um intermediario acil-enzima. Além
disso, o sitio catalitico pode ser inativado por inibidores especificos como o fluoreto
de fenilmetanosulfonil (PMSF). Funcionalmente, participam de reacdes pos-
transducionais das cadeias polipeptidicas e atuam em sua maioria, como
endopeptidades na ativacdo de zimogénios, como é o caso da tripsina (PAGE; DI
CERA, 2008).

As treonina proteases, possuem uma triade catalitica semelhante a da serina
protease, mas, com uma composi¢cdo diferente, constituida por residuos de lisina,
acido glutamico e treonina como nucledfilo. Neste caso, o grupo hidroxilo do residuo
de treonina desempenha o papel de receptor de prétons, papel realizado pela histidina
no caso das serina proteases. As treonina proteases sdo consideradas como
hidrolases nucleofilas N-terminais, ou seja, o sitio ativo esta localizado na porcao N-
terminal de sua estrutura. O exemplo mais conhecido desta classe de enzimas é uma
estrutura denominada de proteossoma que esta presente dentro das células e é
responsavel por clivar grandes proteinas intracelulares, o que facilita assim a
reciclagem dos aminoacidos (WLODAWER, 1995; MOFFITT; MARTIN; WALKER,
2010).

As cisteina proteases estao entre as principais proteases encontradas em virus,
bactérias, protozoarios, plantas (papaina) e mamiferos em geral. Estas enzimas agem
em sua maioria como endopeptidases, porém, algumas cisteina proteases atuam
exclusivamente como exopeptidases. Além disso, apresentam um mecanismo
catalitico semelhante as serina proteases. Seu sitio ativo € composto por um grupo
sulfidrila de um residuo de cisteina como nucledfilo e sua atividade depende de uma
diade de cisteina e histidina, na qual o residuo de histidina funciona como doador de

prétons e base geral. Neste caso, 0 grupo imidazol da histidina polariza o grupo
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sulfidrila da cisteina e permite a desprotonagcdo, mesmo em condi¢cfes de pH neutro
ou ligeiramente 4&cido, para que ocorra a ativacdo do nucledfilo (OTTO;
SCHIRMEISTER, 1997; OLIVER-SALVADOR et al., 2011).

As metaloproteases apresentam grande importancia biolégica do ponto de vista
médico e estdo envolvidas em processos como proliferacdo e diferenciacdo celular,
migracao e remodelagem da matriz extracelular e vascularizagdo. Sua atividade
catalitica depende da presenca de ions metalicos divalentes, principalmente o zinco,
ou seja, se no meio reacional houver outro tipo de ion metalico, estas enzimas podem
ter sua atividade inibida. A inibicdo pode ocorrer também pela presenca de agentes
quelantes como o &cido etilenodiamino tetracético (EDTA). Outros ions divalentes
como o Co?* e Mn?*, também podem ser utilizados para a ativacdo do sitio catalitico.
Os ions metalicos estao ligados em uma conformacédo quase tetraédrica no sitio ativo,
onde, trés residuos de amino&cidos carregados estdo ligados ao nucleo metalico,
juntamente com uma molécula de 4gua utilizada para a hidrélise. As metaloproteases
podem atuar como exopeptidases na remocédo de grupos amino-terminal ou carboxi-
terminal, ou, como endopeptidases como € o caso das metaloproteases de matriz
(MMPs) (MOFFITT; MARTIN; WALKER, 2010).

As aspartico proteases, também conhecidas como proteases 4&cidas,
apresentam em seu sitio ativo uma diade catalitica formada por dois residuos de
aspartato. Suas cadeias laterais carboxiladas estdo envolvidas no processo catalitico.
Estas enzimas, em geral, apresentam atividades em condicfes acidas de pH, como é
0 caso da pepsina e da renina, por causa da necessidade do seu mecanismo de
catalise expressar um dos seus residuos de aspartato protonado e o outro
desprotonado. Neste mecanismo, ocorre o ataque nucleofilico de uma molécula de
agua no grupo carbonilo da ligacdo peptidica, com a formacao de um intermediario
gem-diol tetraédrico. A desprotonacdo da molécula de agua € feita pelo residuo
aspartil desprotonado e, a protonacdo do oxigénio presente no grupo carbonilo
clivavel, pelo residuo de aspartil protonado. A pepstatina A € utilizada como inibidor
para essa classe de enzimas, uma vez que, a hidroxila presente em um de seus
aminoacidos substitui a molécula de agua no sitio ativo e permite que ocorra a
clivagem da ligacao peptidica. Estas enzimas agem apenas como endopeptidases e
sdo alvos terapéuticos para o tratamento de doencas como AIDS e Alzheimer
(SUSSMAN et al., 2013).
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Enzimas da familia glutamico proteases foram recentemente descobertas,
como € o caso da “scytalido glutamico peptidase”, primeira enzima classificada dentro
desta familia. Esta enzima apresenta uma estrutura terciaria composta por duas
cadeias antiparalelas e uma diade catalitica composta pelos residuos Glicina53
(GIn53) e Glutaminal36 (Glul36). O mecanismo catalitico mais provavel envolve o
ataque nucleofilico de uma molécula de agua ativada pela base geral (Glul36), ao
atomo de carbono do grupo carbonilo, para a formacdo de um intermediario
tetraédrico. A estabilizacdo eletrofilica do complexo de transicdo é realizada pelo
grupo amino da cadeia lateral da GIn53 e a protonacdo do nitrogénio envolvido na
ligacdo peptidica € realizada pelo grupo carboxila protonado da Glul36.
Biologicamente, este grupo de enzimas atua, por exemplo, sob moléculas de insulina
e angiotensina (ODA, 2012).

3.4. Peptideos biologicamente ativos

Substancias provenientes de alimentos, que apresentam atividades biologicas,
correspondem aos nutrientes presentes nos alimentos ingeridos que podem auxiliar
processos e fungdes regulatérias no organismo humano ou animal,
independentemente de suas propriedades nutricionais (MEISEL; BOCKELMANN,
1999)

A hidrolise que ocorre nas proteinas é fundamental para melhorar suas
propriedades funcionais, imunoldgicas, sensoriais e bioativas, o que torna o0s
hidrolisados proteicos, substancias com maior valor agregado em comparagao a sua
proteina nativa. Desta forma, o grau e o tipo de hidrolise enzimatica estdo diretamente
relacionados com as propriedades das proteinas que foram hidrolisadas (CHEISON
et al., 2009).

Peptideos biologicamente ativos podem ser liberados tanto durante o processo
de digestdo gastrointestinal das proteinas presentes nos alimentos, quanto pela
utilizacdo de enzimas proteoliticas exdgenas. Estas moléculas séo definidas em geral
como sequéncias curtas de aminoacidos (2-20) que exercem beneficios fisioldgicos
gquando consumidas. Além disso, a utilizacdo de enzimas endogenas (fora do
processo digestivo) e exdgenas, é capaz de gerar resultados satisfatorios devido a
especificidade da reacdo e a obtengdo de produtos com caracteristicas fisicas e
funcionais determinadas, sem que ocorra danos ou destruicdo de aminoacidos
(RODRIGUEZ-DIAZ et al., 2011).



41

Peptideos bioativos derivados de caseina apresentam diversas atividades
biolégicas e auxiliam vérias funcdes fisiologicas dos organismos. Atividades
antimicrobianas e antioxidantes, funcdes anticoagulantes, anti-hipertensivas e
imunomoduladoras sdo descritas para estas moléculas. Estas substancias séo obtidas
principalmente por hidrolise enzimética e frequentemente adicionadas nos alimentos,
para uma melhoria funcional das suas propriedades nutricionais. Muitas enzimas
como a tripsina, quimotripsina e pepsina, sao utilizadas para hidrolisar caseinas e
obter peptideos bioativos essenciais (SU et al., 2012).

Ultimamente, em decorréncia dos beneficios especificos de peptideos
associados a saude, como por exemplo, a reducdo dos processos de alergia, a
utilizacdo destes compostos em alimentos funcionais e bebidas, tanto para a
suplementacao de proteina, quanto para a utilizacao clinica, tem aumentado de forma
consideravel (RAO et al., 2012).

3.4.1. Peptideos antimicrobianos

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) sdo geralmente moléculas catibnicas
que contém de 12 a 50 residuos de aminoécidos, que interagem com os fosfolipidios
aniébnicos da membrana microbiana, o que confere seletividade a estes peptideos.
Além da seletividade, a rara inducao a resisténcia microbiana e a capacidade de
sinergia com antibiéticos convencionais tornam os PAMs atrativos, como agentes
antimicrobianos (PALUMBO et al., 2010). Estas moléculas podem retardar o
crescimento de bactérias e possuem papel importante no sistema de defesa de muitas
espécies animais (WU et al., 2013).

Apresentam diferentes comprimentos, sequéncia de aminoacidos, cargas
anibnicas ou catibnicas e diferencas estruturais. Apesar dessas diversidades, essas
moléculas possuem algumas caracteristicas em comum, como por exemplo, a
natureza anfipatica dos seus sitios ativos. Devido as suas propriedades
antimicrobianas de largo espectro, estes peptideos foram rapidamente propostos
como substancias com ag&o antimicrobiana para o tratamento de infec¢des causadas
por bactérias resistentes a antibioticos (BROGDEN; BROGDEN, 2011).

A caseicidina € um dos primeiros peptideos antimicrobianos descritos e
purificados que apresentou efeito de inibicdo contra estirpes de Staphylococcus spp.,
Sarcina spp., Bacillus subtilis, Diplococcus pneumoniae e Streptococcus pyogenes
(SILVA; MALCATA, 2005). A israicidina, derivada da fragdo asi-da caseina (F1-23:
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Arg-Pro-Lis-His-Pro-lle-Lis-His-GIn-Gli-Leu-Pro-GIn-Glu-Val-Leu-Asn-Glu-Asn-Leu-
Arg-Phe) apresenta, além de atividade antimicrobiana, fungfes imunomoduladoras e
podem atuar como peptideo opidide no sistema nervoso. Portanto, como se pode
observar, os efeitos dos peptideos bioativos sdo encontrados dentro de sequéncias
especificas das fragBes da caseina (PHELAN et al., 2009).

Os PAMs adotam com frequéncia estruturas anfipaticas, com suas
subunidades hidrofébicas lado a lado, as quais correspondem a mais de 50% de seus
aminoacidos constitutivos. Dessa forma, quando catiénicos e hidrofébicos, tendem a
ter maior facilidade em interagir e se inserir em paredes celulares anidnicas ou em
membranas fosfolipidicas dos micro-organismos (BROWN; HANCOCK, 2006).

Estes peptideos podem ser classificados de acordo com seu desdobramento
estrutural como a-hélice, folha-B, estendido e alga; e caracterizados de acordo com
suas propriedades fisico-quimicas, tais como carga, hidrofobicidade, sequéncia e
anfipaticidade (PETERS et al., 2010).

A atividade antimicrobiana destes peptideos pode ser resultado da perturbacao
da integridade da membrana celular por meio de interacdes eletrostaticas e
hidrofébicas que levam a formacéo de poros na membrana (HUANG; HUANG; CHEN,
2010).

Alguns modelos de insercdo e permeabilizacdo das membranas plasmaticas
dos micro-organismos pelos PAMs foram criados a fim de explicar o mecanismo de
acéo que confere aos peptideos o carater antimicrobiano. E conhecido que em etapa
anterior a insercéo dos peptideos nas membranas plasméaticas dos micro-organismos
h4a a atracdo destes pela membrana, em que os PAMs catibnicos sé&o
eletrostaticamente atraidos pelas cargas negativas do envelope externo de bactérias
Gram-negativas; e dos fosfolipidios aniénicos e grupos fosfatos na superficie das
bactérias Gram-positivas (BROGDEN, 2005).

Existem trés modelos propostos pela literatura. O modelo barrel stave (Figura
3) ocorre pela fixagdo dos peptideos em hélice nas membranas plasmaticas, na qual
h& a formacdo de um feixe na membrana com um Iimen central, o que se assemelha
a um barril, onde as regides hidrofébicas dos peptideos se alinham com o nucleo
lipidico da bicamada da membrana, ao passo que a face hidrolitica do peptideo forma
a porc¢ao interna de um poro aquoso (BROGDEN, 2005). Esse tipo de mecanismo leva
a morte da célula por extravasamento do conteddo celular (NASCIMENTO et al.,
2003).
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Figura 3 — Modelo barrel stave de atividade antimicrobiana.
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Fonte: Brogden (2005).

Ja no modelo carpet (Figura 4) ha o acumulo de peptideos na superficie da
bicamada, que se orientam paralelamente a superficie da membrana e sé@o atraidos
eletrostaticamente por elas, de modo que sua porcédo hidrofilica sofra atracao pelas
cabecas anibnicas dos grupos fosfolipidicos em inimeros locais que recobrem a
superficie da membrana, formando uma espécie de tapete. Em altas concentracfes
de peptideos, estes sdo orientados paralelamente a superficie e entdo reorientados,
de forma que sua porcéao hidrofilica se direcione ao centro hidrofébico da membrana
e, ainda mantenha contato com as cabecas anidnicas dos grupos fosfolipidicos
(BROGDEN, 2005). Semelhante a uma acao detergente que leva a formacédo de
micelas, os peptideos causardo perturbacdo na bicamada, com a desagregacédo da
membrana (NASCIMENTO et al., 2003).
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Figura 4 — Modelo carpet de atividade antimicrobiana.

Fonte: Brogden (2005).

Em relacdo ao modelo toroidal (Figura 5), os peptideos em a-hélice se orientam
paralelamente & membrana e, apos atingirem um limiar de concentracéo, inserem-se
de forma perpendicular a camada lipidica, o que induz as monocamadas a se
dobrarem de forma continua através dos poros, de modo que o nucleo aquoso esteja
revestido pelos peptideos inseridos e pelas cabecas dos grupos lipidicos. Na
formacao do poro toroidal, as faces polares dos peptideos associam-se com as

cabecas polares dos grupos lipidicos.

Figura 5 — Modelo toirodal de atividade antimicrobiana.

Fonte: Brogden (2005).
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Ao final do processo, ocorre a formagédo de um poro aquoso, seletivo a ions,
cuja parede é constituida por monémeros do peptideo intercalados com lipidios da
membrana biolégica. O modelo toroidal difere do barrel stave, pois, os monémeros
dos peptideos estdo sempre associados as cabecas dos grupos lipidicos (BROGDEN,
2005). Esses peptideos com atividade antimicrobiana também podem ser
caracterizados como multifuncionais, quando apresentam mais de uma atividade

bioldgica, como por exemplo a atividade antioxidante (WU et al., 2013).

3.4.2. Peptideos antioxidantes

Radicais livres sdo substancias quimicas capazes de existir de forma
independente e apresentar um ou mais orbitais com elétrons desemparelhados
gerados durante o metabolismo celular normal, ou influenciados pela exposi¢do de
fatores externos, como por exemplo, cigarro, poluentes do ar, raios-X e produtos
quimicos industriais. O metabolismo oxidativo € responsavel por gerar tanto os
radicais livres, quanto outras espécies reativas de oxigénio (ROS) (LAFARGA,;
HAYES, 2014).

Uma gama de espécies reativas de oxigénio, que incluem radicais livres como
0 anion superoxido (Oz¢), radicais hidroxila (*HO) e radicais né&o-livres, como o
peréxido de hidrogénio (H202) e oxigénio singlete (*02), podem ser formados no corpo
humano e em alimentos (PERJES et al., 2012). Estes radicais ndo s6 induzem a
peroxidacdo lipidica que causa deterioracdo de alimentos, mas também danos
oxidativos em biomoléculas, que pode levar a morte da célula, dano tecidual e
doencas cronicas como arteriosclerose, cancer, enfisema, cirrose e artrite (HE et al.,
2012).

Antioxidantes sdo substancias que atuam sob essas espécies reativas, para
impedir suas acbes, e sao definidos como compostos que quando presentes em
baixas concentragcdes em relacdo ao substrato oxidavel sdo capazes de inibir ou
retardar a sua oxidag&o. Antioxidantes naturais, como o acido rosmarinico, catequina,
tocoferdis, acido ascérbico, entre varios extratos fendlicos advindos de plantas, sédo
muito utilizados em alimentos processados, por exemplo. Contudo, a busca por
antioxidantes naturais tem se estendido além dessas fontes tradicionais e Vvarios
estudos tém mostrado que peptideos e hidrolisados protéicos de origem vegetal e

animal podem possuir significativa atividade antioxidante (XUE et al., 2009).
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Neste caso, peptideos com atividades antioxidantes sdo capazes de inativar
espécies reativas de oxigénio, eliminar os radicais livres, quelar metais, reduzir
hidroperoxidos e eliminar oxidantes especificos dos alimentos. Estas moléculas sao
utilizadas como antioxidantes potencialmente multifuncionais, o que confere um
aumento do valor nutricional das dietas. Fatores como, a fonte de proteina, tipo de
enzima proteolitica e do processamento da hidrolise (pH, temperatura e tempo), séo
determinantes na composicdo de aminoacidos, sequéncia aminoacidica e
consequentemente potencial de atividade antioxidante (CASTRO; SATO, 2014).

O interesse em encontrar compostos antioxidantes encontra-se em constante
crescimento ao longo dos anos, principalmente aqueles presentes em alimentos, pois
estas substancias podem proteger o corpo humano contra o ataque dos radicais livres
e atrasar o progresso de muitas doencas cronicas, bem como impedir a oxidagcao
lipidica em alimentos (KADRI et al., 2011).

Das proteinas de origem animal, a caseina, bem como seus hidrolisados e
peptideos, € muito estudada quanto a atividade antioxidante. Alguns autores sugerem
a importancia de residuos de leucina, que pode estar relacionada a eliminacao de
radicais (KIM; JANG; KIM, 2007; XIE et al., 2013), a atividade quelante de ions e a
inibicdo da oxidacao em lipidios (PHELAN et al., 2009).

De forma geral, os 20 aminoacidos encontrados nas proteinas, possuem a
capacidade de interagir com radicais livres se a energia destes for alta o suficiente.
Entre os mais reativos estdo os aminoacidos nucleofilicos que contém enxofre
(cisteina e metionina), os aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina e fenilalanina)
e a histidina por conter um grupamento imidazdlico. Contudo, de forma isolada ndo
sdo considerados eficazes como moléculas antioxidantes. Portanto, a atividade
proteolitica pouco especifica em alimentos tende a reduzir o potencial antioxidante
das proteinas presentes nestas matrizes. A maior atividade antioxidante de peptideos
em comparagao a aminoacidos livres ocorre pela maior estabilidade dos aminoacidos
na cadeia para interagir com as moléculas de radicais livres e impedir que estas se
propaguem (SAMARANAYAKA; LI-CHAN, 2011).

Em geral, peptideos antioxidantes derivados de alimentos apresentam massa
molecular que varia entre 500-1800 Da e apresenta em sua maioria, residuos de valina
ou leucina na extremidade N-terminal, que por serem hidrofébicos, se concentram na
interface entre as camadas lipidicas e a fase aquosa, o que facilita 0 acesso e a

eliminagdo dos radicais livres. Outros residuos como prolina, histidina, tirosina,
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triptofano, metionina e cisteina, também s&o importantes na sequéncia aminoacidica
para esta atividade (SAMARANAYAKA,; LI-CHAN, 2011).

Peptideos com atividade antioxidante podem ser obtidos por hidrélise e séo
afetados diretamente pelo tipo de hidrolise pela qual a proteina precursora foi
submetida. Esses peptideos podem ser produzidos a partir das seguintes formas: (a)
hidrélise enzimética por enzimas digestivas, (b) fermentacdo de leite com culturas
proteoliticas iniciadoras e; (c) proteolise através de enzimas produzidas por micro-
organismos ou plantas (KORHONEN, 2009).

3.4.3. Peptideos anti-hipertensivos

Os disturbios da pressao arterial corporea representam um dos principais
problemas de saude na atualidade. Neste caso, a hipertensdo arterial possui
proporc¢des epidémicas e afeta aproximadamente cerca de 30% da populagéo adulta
mundial. Além disso, é considerada uma alteracgéao fisioldgica crénica que carrega um
fator de risco para outras enfermidades, como por exemplo, a arterosclerose, infarto
do miocardio, acidente vascular cerebral e insuficiéncia renal (BALTI et al., 2015).

A enzima conversora de angiotensina (ECA) é uma das principais moléculas
responsaveis pela regulacdo da pressdo arterial periférica e sua consequente
homeostase eletrolitica. A ECA, uma dipeptidilcarboxipeptidase ancorada na
membrana, encontra-se diretamente relacionada aos sistemas renina-angiotensina e
calicreina-quinina, e é responsavel pela conversdo do dodecapeptideo inativo
angiotensina | ao octapeptideo angiotensina Il, um potente vasoconstritor. Além disso,
a enzima ainda regula os niveis de peptideos bioativos endégenos, como é o caso da
bradiguinina, um nonapeptideo que funciona como vasodilatador e € inibido pela ECA,
e das encefalinas e substancia P, moléculas inibidoras competitivas de substratos
para a ECA (RAWENDRA et al., 2013; BALTI et al., 2015).

Os medicamentos sintéticos como o captopril, enalapril e benazepril sao
amplamente utilizados para inibir a ECA e controlar a pressao arterial. Entretanto,
podem apresentar efeitos secundarios, como reacdes alérgicas, erupgdes cutaneas e
alteracdes do paladar. Desta forma, € de fundamental interesse a descoberta de
novas moléculas inibidoras da ECA que possam ser utilizadas de forma alternativa ou
como coadjuvantes as drogas sintéticas (RAWENDRA et al., 2013).

Em geral, a maioria dos peptideos que apresentam atividade inibidora da ECA

possuem entre 2 e 12 aminoacidos, uma vez que estudos de cristalografia realizados
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por Natesh et al. (2003), demonstraram que o sitio ativo da enzima néo é capaz de se
acoplar a moléculas peptidicas grandes.

A intensidade da atividade anti-hipertensiva esta diretamente relacionada a
estrutura do peptideo e, a sequéncia dos trés primeiros aminoacidos presentes na
porcdo C-terminal desempenha a principal resposta na ligagdo com o sitio ativo da
ECA. Neste sentido, aminoacidos hidrofébicos ou arométicos de cadeia lateral
ramificada séo preferiveis na extremidade C-terminal para que ocorra a ligacao
competitiva. Foi demonstrado que a inibicdo da ECA é mais eficaz quando ha
presenca de aminoacidos como tirosina, fenilalanina, triptofano, prolina, isoleucina e
valina, além de residuos de leucina, que aumentam significativamente o processo de
inibicdo da ECA. Dados da literatura demonstram ainda que o potencial positivo de
residuos de arginina e lisina também contribuem para potencializar este efeito inibidor
(HERNANDEZ-LEDESMA; CONTRERAS; RECIO, 2011).

Os principais peptideos descritos que apresentam elevada atividade de inibicdo
da ECA sao o IPP e o VPP, peptideos derivados da fragdo -caseina a partir da
fermentacdo de Lactobacillus helveticus (NAKAMURA et al., 1995; HERNANDEZ-
LEDESMA et al., 2014).

Os peptideos inibidores de angiotensina desempenham um importante papel
fisiologico na regulacdo da hipertensdo, pois, uma vez que a concentracao de
angiotensina diminui no sistema circulatério, tém-se consequentemente uma
diminuicdo na pressao arterial. Algumas evidéncias sugerem que, 0 aumento na
ingestdo de proteinas, reduz a pressdo sanguinea, o que fundamenta as alternativas
nao-farmacoldgicas tanto para a prevencao, quanto para o controle da presséao arterial
sistémica, um dos mais importantes fatores de risco de doencas cardiovasculares
(COSTA; GONTIJO; NETTO, 2007; WU et al., 2013).

3.5. Peptideos derivados da caseina também podem apresentar efeitos
nocivos

As proteinas presentes no leite ja sdo bem estudadas e apontam

cientificamente tanto efeitos benéficos, quanto, efeitos nocivos (Tabela 1). Um

exemplo claro de efeito prejudicial € encontrado no peptideo denominado de

casomorfina, o qual apresenta acdo analoga a um opiodide que atua como liberador de

histamina. Existem diversos tipos de casomorfinas que diferem basicamente pelos

seus efeitos narcéticos. A B-casomorfina foi apontada como uma molécula que é
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capaz de aumentar os sintomas de doencas como autismo e esquizofrenia (JINSMAA,
YOSHIKAWA, 1999; EFSA, 2009).

Tabela 1 — Peptideos bioativos derivados de proteinas do leite.

Peptideo Bioativo Proteina Precursora Bioatividade
Casomorfinas a-, B-Caseina Opidide agonista
a-Lactorfinas a-Lactalbumina Opibide agonista
B-Lactorfinas B-Lactoglobulina Opibide agonista
Lactoferroxinas Lactoferrina Opidide antagonista
Casoxinas K-Caseina Opidide antagonista
Casoquininas a-, B-Caseina ECA-inibidor

. a-Lactalbumina, o
Lactoquininas ) _ . ECA-inibidor
B-Lactoglobulina, albumina sérica

Imunopeptideos a-, B-Caseina Imunomodulador
Lactoferricina Lactoferrina Antimicrobiano
Caseicidina asz-Caseina Antimicrobiano
Israicidina asi-Caseina Antimicrobiano
Casoplatelinas K-Caseina Antrombético
Fosfopeptideos a-, B-Caseina Quelante mineral

Fonte: Meisel; Bockelmann. (1999).

As casomorfinas podem ser liberadas através do processo de digestédo
gastrointestinal ao ingerir a proteina do leite B-caseina Al. Neste contexto, vale
salientar que existem duas variantes genéticas da p-caseina, denominadas de Al e
A2 (Figura 6). Estas proteinas diferenciam-se pela troca, na posicdo 67, do
aminoacido histidina (A1) por prolina (A2). Um ou ambos os tipos desta proteina
podem ser expressos no leite de vaca, o que depende da composi¢do genética dos
animais individuais. Também estdo associados ao leite do tipo Al, disturbios
gastrointestinais e supressao na proliferacdo dos linfécitos. O tipo B-caseina Al é o
mais comum encontrado no leite de vaca na Europa (exceto a Franca), Estados
Unidos, Australia e Nova Zelandia. Entretanto, a B-caseina expressa em humanos,
cabras, ovelhas e bufalas sdo consideradas como “A2-like”, ou seja, ndo apresentam
a liberacdo de casomorfinas no processo de digestao gastrointestinal (JIANQIN et al.,
2016).
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Figura 6 — Liberacao de casomorfina a partir da 3-caseina A1 do leite de vaca. B-caseina Al
e A2 sao variantes genéticas da proteina B-caseina do leite de vaca e se diferem por um
aminodcido (A2 = Pro, Al = His).
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Para identificar estas duas variantes um teste genético foi desenvolvido pela
“a2 Milk Company”, que determina se uma vaca produz leite com a proteina -caseina
do tipo A2 ou Al. Este teste permite que a empresa certifique os produtores de leite
como produtor predominante de proteina de -caseina A2 em seu leite.

A “a2 Milk Company”, por meio de melhoramento genético animal desenvolveu
animais produtores do “leite A2” (leite de vaca), que contém predominantemente o tipo
A2 da B-caseina. Este tipo de leite esta licenciado e é comercializado pela “a2 Milk
Company” e vendido principalmente na Australia, Nova Zelandia, China, Estados
Unidos e Reino Unido. A "a2 milk" € uma marca registrada, mas o nome é
frequentemente empregado para discutir leite com predominéncia de B-caseina A2.

Nos Estados Unidos, uma dieta sem gluten e sem caseina (leite e derivados)
foi recomendada em conferéncias para pais de criancas com autismo. Em livros, sites
e grupos de discussdo ha relatos que descrevem os beneficios dessa dieta contra o
autismo, especialmente no desenvolvimento da interacéo social e habilidades verbais
desses pacientes (MILLWARD et al., 2004). No entanto, estes estudos podem ainda
nao ser definitivos, por apresentarem algumas duvidas, uma vez que esses peptideos

nao puderam ser detectados nas amostras de urina dessas criangas (EFSA, 2009).

4. REFERENCIAS



51

AQUINO, R. S.; LEMOS, C. G.; ALENCAR, C. A,; SILVA, E. G.; LIMA, R. S.; GOMES,
J. A. F.; SILVA, A. F. A realidade da caprinocultura e ovinocultura no semiarido
brasileiro: um retrato do sertdo do Araripe, Pernambuco. Publicacdes em Medicina
Veterinaria e Zootecnia — PUBVET, v. 10, n. 4, p. 271-281, abr. 2016.

ARTEMOVA, N. V.; BUMAGINA, Z. M.; KASAKQV, A. S.; SHUBIN, V. V.; GURVITS,
B. Y. Opioid peptides derived from food proteins suppress aggregation and promote

reactivation of partly unfolded stressed proteins. Peptides, v. 31, p. 332-338, 2010.

BALLABIO, C.; CHESSA, S.; RIGNANESE, D.; GIGLIOTTI, C.; PAGNACCO, G
TERRACCIANO, L.; FIOCCHI, A.; RESTANI, P.; CAROLLI, A. M. Goat milk
allergenicity as a function of aS1-casein genetic polymorphism. Journal Dairy of
Science, v. 94, p. 998-1004, 2011.

BALTI, R.; BOUGATEF, A.; SILA, A.; GUILLOCHON, D.; DHULSTER, P.; NEDJAR-
ARROUME, N. TEMPORARY REMOVAL: Nine novel angiotensin I-converting
enzyme (ACE) inhibitory peptides from cuttlefish (Sepia officinalis) muscle protein
hydrolysates and antihypertensive effectof the potente active peptide in spontaneously
hypertensive rats. Food Chemistry, v. 170, p. 519-525, 2015.

BARRETT, A. J.; RAWLINGS, N. D. Proteases. Encyclopedia of Life Sciences,
2007.

BROGDEN, K., A. Antimicrobial pepides: pore formers or metabolic inhibitors in

bacteria? Nature Reviews Microbiology, v. 3, p. 238-250, 2005.

BROGDEN, N. K.; BROGDEN, K.; A. Will new generations of modified antimicrobial
peptides improve their potential as pharmaceuticals? International Journal of
Antimicrobial Agents, v. 38, p. 217- 225, 2011.

BROWN, K. L.; HANCOCK, R. E. Cationic host defense (antimicrobial) peptides.
Current Opinion in Immunology, v. 18, p. 24-36, 2006.

BRUNO, M. A.; LAZZA, C. M.; ERRASTI, M. E.; LOPEZ, L. M. I.; CAFFINI, N. O.;
PARDO, M. F. Milk clotting and proteolytic activity of na enzyme preparation from



52

Bromelia hieronymi fruits. LWT - Food Science and Technology, v. 43, p. 695-701,
2010.

CASTRO, H. C.; ABREU, P. A.; GERALDO, R. B.; MARTINS, R. C. A,; SANTOS, R;;
LOUREIRO, N. I. V.; CABRAL, L. M.; RODRIGUES, C. R. Looking at the proteases
from a simple perspective. Journal of Molecular Recognition, v. 24, p. 165-181,
2011.

CASTRO, R. J. S.; SATO, H. H. Antioxidant activities and functional properties of soy
protein isolate hydrolysates obtained using microbial proteases. International Journal
of Food Science and Technology, v. 49, p. 317-328, 2014.

CHALAMAIAH, M.; HEMALATHA, R.; JYOTHIRMAYAI, T.; DIWAN, P. V.; KUMAR, P.
U.; NIMGULKAR, C.; KUMAR, B. D. Immunomodulatory effects of protein hydrolysates
from rohu (Labeo rohita) egg (roe) in BALB/c mice. Food Research International, v.
62, p. 1054-1061, 2014.

CHEISON, S. C.; ZHANG, S. B.; WANG, Z.; XU, S. Y. Comparison of a modified
spectrophotometric and the pH-stat methods for determination of the degree of
hydrolysis of whey proteins hydrolysed in a tangential-flow filter membrane reactor.
Food Research International, v. 42, p. 91-97, 20009.

CHOI, J.; SABIKHI, L.; HASSAN, A.; ANAND, S. Bioactive peptides in dairy products.
International Journal of Dairy Technology, v. 65, p. 1-12, 2012.

COSTA, E. L.; GONTIJO, J. A. R,; NETTO, F. M. Effect of heat and enzymatic
treatment on the antihypertensive activity of whey protein hydrolysates. International
Dairy Journal, v. 17, p. 632—-640, 2007.

DADSHAHI, Z.; HOMAEI, A.; ZEINALI, F.; SAJEDI, R. H.; KHAJEH, K. Extraction and
purification of a highly thermostable alkaline caseinolytic protease from wastes
Penaeus vannamei suitable for food and detergent industries. Food Chemistry, v.
202, p. 110-115, 2016.



53

DAN, C.; NA, Z.; XUE-MEI, N.; QING-ZHANG, L.; XUE-JUN, G. Potential genes for
regulation of milk protein synthesis in dairy goat mammary gland. Journal of
Northeast Agricultural University (English Edition), v. 23, p. 50-56, 2016.

DI BERNARDINI, R.; HARNEDY, P.; BOLTON, D.; KERRY, J.; O'NEILL, E.; MULLEN,
A. M.; HAYES, M. Antioxidant and antimicrobial peptidic hydrolysates from muscle
protein sources and by-products. Food Chemistry, v. 124, n. 4, p. 1296-1307, 2011.

EFSA. Review of the potential health impact of 3-casomorphins and related peptides.
EFSA Scientific Report, v. 231, p. 1-107, 2009.

ELZOGHBY, A. O.; EL-FOTOH, W. S. A.; ELGINDY, N. A. Casein-based formulations
as promising controlled release drug delivery systems. Journal of Controlled
Release, v. 153, p. 206-216, 2011.

GONCALVES, H. C.; SILVA, M. A,; WECHSLER, F. S.; RAMOS, A. A. Genetic and
Environmental Factors Affecting Milk Production from Dairy Goats. Revista Brasileira
de Zootecnia, v. 30, p. 719-729, 2001.

GONZALEZ-JORDAN, A.; THOMAR, P.; NICOLAI, T.; DITTMER, J. The effect of pH
on the structure and phosphate mobility of casein micelles in aqueous solution. Food
Hydrocolloids, v. 51, p. 88-94, 2015.

HADDAR, A.; FAKHFAKH-ZOUARI, N.; HMIDET, N.; FRIKHA, F.; NASRI, M,
KAMOUN, A. S. Low-cost fermentation medium for alkaline protease production by
Bacillus mojavensis A21 using hulled grain of wheat and sardinella peptone. Journal

of Bioscience and Bioengineering, v. 110, p. 288-294, 2010.

HAM, J. S.; LEE, S. G.; JEONG, S. G.; OH, M. H.; KIM, D. H.; PARK, Y. W.
Characteristics of Korean-Saanen goat milk caseins and somatic cell counts in
comparison with Holstein cow milk counterparts. Small Ruminant Research, v. 93, p.
202-205, 2010.



54

HE, R.; JU, X.; YUAN, J.; LIFENG W. L.; GIRGIH, A. T.; ALUKO, R. E. Antioxidant
activities of rapeseed peptides produced by solid state fermentation. Food Research
International, v. 49, p. 432-438, 2012.

HERNANDEZ-LEDESMA, B.; CONTRERAS, M. D. M.; RECIO, |. Antihypertensive
peptides: Production, bioavailability and incorporation into foods. Advances in
Colloidand Interface Science, v. 165, n. 1, p. 23-35, 2011.

HERNANDEZ-LEDESMA, B.: GARCIA-NEBOT, M. J.; FERNANDEZ-TOME, S.:
AMIGO, L.; RECIO, I. Dairy protein hydrolysates: Peptides for health benefits.
International Dairy Journal, v. 38, n. 2, p. 82-100, 2014.

HERNANDEZ-MARTINEZ, R.; GUTIERREZ-SANCHEZ, G.; BERGMANN, C. W.;
LOERA-CORRAL, O.; ROJO-DOMIGUEZ, A.; HUERTA-OCHOA, S.; REGALADO
GONZALEZ, C.; PARADO-BARRAGAN, L. A. Purification and characterization of a
thermodynamic stable serine protease from Aspergillus fumigatus. Process
Biochemistry, v. 46, p. 2001-2006, 2011.

HOMAEI, A.; LAVAJOO, F.; SARIRI, R. Development of marine biotechnology as a
resource for novel proteases and their role in modern biotechnology. International

Journal of Biological Macromolecules, v. 88, p. 542-552, 2016.

HUANG, Y.; HUANG, J.; CHEN, Y. Alpha-helical cationic antimicrobial peptides:
Relationships of structure and function. Protein and Cell, v.1, n. 2, p. 143-152, 2010.

JIANQIN, S.; XU, L.; LU, X.; YELLAND, G. W.; NI, J.; CLARKE, A. J. Effects of milk
containing only A2 beta casein versus milk containing both A1 and A2 beta casein
proteins on gastrointestinal physiology, symptoms of discomfort, and cognitive
behavior of people with self-reported intolerance to traditional cows’ milk. Nutrition
Journal, v. 15, p. 1-16, 2016.

JINSMAA, Y.; YOSHIKAWA, M. Enzymatic release of neocasomorphin and b-
casomorphin from bovine b-casein. Peptides, v. 20, p. 957-962, 1999.



55

KADRI, A.; CHOBBA, I. B.; ZARAI, Z.: BEKIR, A.; GHARSALLAH, N.; DAMAK, M.;
GDOURA, R. Chemical constituents and antioxidant activity of the essential oil from
aerial parts of Artemisia herba-alba grown in Tunisian semi-arid region. African
Journal of Biotechnology, v. 10, p. 2923-2929, 2011.

KIM, G.; JANG, H.; KIM, C. Antioxidant capacity of caseinophosphopeptides prepared
from sodium caseinate using alcalase. Food Chemistry, v. 104, p. 1359-1365, 2007.

KORHONEN, H. Bioactive components in bovine milk. In Bioactive Components in
Milk and Dairy Products, (Y. Park, Ed.), Ames, IA: Wiley-Blackwell, p. 15-42, 2009.

LAFARGA, T.; HAYES, M. Bioactive peptides from meat muscle and by-products:
Generation, functionality and application as functional ingredients. Meat Science, v.
98, n. 2, p. 227-239, 2014.

LISSON, M.; LOCHNIT, G.; ERHARDT, G. In vitro gastrointestinal digestion of bovine
asi- and asz-casein variants gives rise to different IgE-binding epitopes. International
Dairy Journal, v. 34, p. 47-55, 2014.

LOPEZ-OTIN, C.; BOND, J. S. Proteases: multifunctional enzymes in life and disease.
The Journal of Biological Chemistry, v. 283, p. 30433-30437, 2008.

LOPEZ-OTIN, C.; OVERALL, C. M. Protease degradomics: a new challenge for
proteomics. Nature Reviews. Molecular Cell Biology, v. 3, p. 509-519, 2002.

MADUREIRA, A. R.; TAVARES, T.; GOMES, A. M. P.; PINTADO, M. E.; MALCATA,
F. X. Invitedreview: Physiological properties of bioactivepeptides obtained from whey

proteins. Journal Dairy of Science, v. 93, p. 437-455, 2010.

MEISEL, H. Bioactive substances of food origin: a challenge for food and nutrition
science. Nahrung Weinhein, v. 43, n. 3, p. 147, 1999.



56

MEISEL, H.; BOCKELMANN, W. Bioactive peptides encrypted in milk proteins:
proteolytic activation and thropho-functional properties. Antonie Van Leeuwenhoek,
V. 76, p. 207-215, 1999.

MERHEB-DINI, C.; GOMES, E.; BOSCOLO, M.; DA SILVA, R. Production and
characterization of a milk-clotting protease in the crude enzymatic extract from the
newly isolated Thermomucorindicae-seudaticae N31 (Milk-clotting protease from the
newly isolated Thermomucorindicae-seudaticaeN31). Food Chemistry, v. 120, p. 87—
93, 2010.

MILLWARD, C.; FERRITER, M.; CALVER, S.; CONNELL-JONES, G. Gluten- and
casein-free diets for autistic spectrum disorder. Cochrane Database of Systematic
Reviews, v. 2, p. 1-12, 2004.

MOFFITT, K. L.; MARTIN, L.; WALKER, B. Proteases implicated in apoptosis: old and
new. Journal of Pharmacy and Phamacology, v. 62, p. 563-576, 2010.

MONTALBANO, M.; SEGRETO, R.; DI GERLANDO, R.; MASTRANGELO, S,
SARDINA, M. T. Quantitative determination of casein genetic variants in goat milk:
Application in Girgentana dairy goat breed. Food Chemistry, v. 192, p. 760-764,
2016.

NAIR, P. K.; ALEXANDER, M.; DALGLEISH, D.; CORREDIG, M. Physico-chemical
properties of casein micelles in unheated skim milk concentrated by osmotic stressing:
Interactions and changes in the composition of the serum phase. Food
Hydrocolloids, v. 34, p. 46-53, 2014.

NAKAMURA, Y.; YAMAMOTO, N.; SAKAI, K.; OKUBO, A.; YAMAZAKI, S.; TAKANO,
T. Purification and characterization of antiotensin-l-converting enzyme inhibitors from
sour milk. Journal of Dairy Science, v. 78, p. 777-783, 1995.

NASCIMENTO, A. C. C.; FONTES, W.; SEBBEN, A.; CASTRO, M. S. Antimicrobial
peptides from anurans skin secretions. Protein and Peptides Letters, v. 10, p. 227-
238, 2003.



57

NATESH, R.; SCHWAGER, S. L. U.; STURROCK, E. D.; ACHARYA, K. R. Crystal
structure of the human angiotensin-converting enzyme-lisinopril complex. Nature, v.
42, p. 551-554, 2003.

ODA, K. New families of carboxyl peptidases: serine-carboxyl peptidases and glutamic
peptidases. Journal of Biochemistry, v. 151, n. 1, p. 13-25, 2012.

OLIVER-SALVADOR, M. C.; LIAN, Z.; LAURSEN, R. A.; BOLANOS-GARCIA, V. M,;
SORIANO-GARCIA, M. Biochemical characterisation of MX-4, a plant cysteine
protease of broad specificity and high stability. Food Chemistry, v. 126, p. 543-552,
2011.

OTTO, H. H.; SCHIRMEISTER, T. Cysteine Proteases and Their Inhibitors. Chemistry
Review, v. 97, p. 133-171, 1997.

PAGE, M. J.; DI CERA, E. Serine peptidases: Classification, structure and function.
Cellular and Molecular Life Sciences, v. 65, p. 1220-1236, 2008.

PALUMBO, D.; IANNACCONE, M.; PORTA, A.; CAPPARELLI, R. Experimental
antibacterial therapy with puriindolines, lactoferrin and lysozyme in Listeria
monocytogenes-infected mice. Microbes and Infection, v. 12, p. 538-545, 2010.

PAZZOLA, M.; DETTORI, M. L.; PIRA, E.; NOCE, A.; PASCHINO, P.; VACCA, G. M.
Effect of polymorphisms at the casein gene cluster on milk renneting properties of the
Sarda goat. Small Ruminant Research, v. 117, p. 124-130, 2014.

PERJES, A.; KUBIN, A. M.; KONYI, A.; SZABADOS, S.; CZIRAKI, A.; SKOUMAL, R.;
RUSKOAHO, H.; SZOKODI, I. Physiological regulation of cardiac contractility by

endogenous reactive oxygen species. Acta Physiologica, v. 205, p. 26-40, 2012.

PETERS, B. M.; SHIRTLIFF, M. E.; JABRA-RIZK, M. A. Antimicrobial peptides:

primeval molecules or future drugs? PLoS Pathogens, v. 6, p. 1-4, 2010.



58

PHELAN, M.; AHERNE, A.; FITZGERALD, R. J.; O'BRIEN, M. Casein-derived
bioactive peptides: Biological effects, industrial uses, safety aspects and regulatory

status. International Dairy Journal, v. 19, p. 643—-654, 2009.

RAO, S. Q.; JU, T.; SUN, J.; SU, Y. J.; XU, R. R.; YANG, Y. J. Purification and
characterization of angiotensin I-converting enzyme inhibitory peptides from enzymatic
hydrolysate of hen egg white lysozyme. Food Research International, v. 46, p. 127—
134, 2012.

RAWENDRA, R. D. S.; AISHA; CHANG, C. |.; AULANNI'AM; CHEN, H. H.; HUANG,
T. C.; HSU, J. L. A novel angiotensin converting enzyme inhibitory peptide derived
from proteolytic digest of Chinese soft-shelled turtleegg white proteins. Journal of
Proteomics, v. 94, p. 359-369, 2013.

RODRIGUEZ-DIAZ, J. C.; KUROZAWA, L. E.; NETTO, F. M.; HUBINGER, M. D.
Optimization of the enzymatic hydrolysis of blue shark skin. Journal of Food Science,
V. 76, p. 938-949, 2011.

ROJAS-RONQUILLO, R.; CRUZ-GUERRERO, A.. FLORES-NAJERA, A
RODRIGUEZ-SERRANO, G.; GOMEZ-RUIZ, L.; REYES-GRAJEDA, J. P.; JIMENEZ-
GUZMAN, J.; GARCIA-GARIBAY, M. Antithrombotic and angiotensin-converting
enzyme inhibitory properties of peptides released from bovine casein by Lactobacillus

casei Shirota. International Dairy Journal, v. 26, p. 147-154, 2012.

SAAVEDRA, L.; HEBERT, E. M.; MINAHK, C.; FERRANTI, P. An overview of “omic”
analytical methods applied in bioactive peptide studies. Food Research International,
v.54,n. 1, p. 925-934, 2013.

SAMARANAYAKA, A. G. P.; LI-CHAN, E. C. Y. Food-derived peptidic antioxidants: A
review of their production, assessment, and potential applications. Journal of
Functional Foods, v. 3, n. 4, p. 229-254, 2011.



59

SCHMIDT, V.; PINTO, A. T.; SCHNEIDER, R. N.; SILVA, F. F. P.; MELLO, F. A.
Caracterizacao da mastite subclinica em caprinos produzidos em sistema organico no
Rio Grande do Sul. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 29, p. 774-778, 2009.

SILVA, S. V.; MALCATA, F. X. Caseins as source of bioactive peptides. International
Dairy Journal, v. 15, p. 1-15, 2005.

STRATTON, L. M.; VELLA, M. N.; SHEESHKA, J.; DUNCAN, A. M. Food neophobiais
related to factors associated with functional food consumption in older adults. Food
Quality and Preference, v. 41, p. 133-140, 2015.

SU, R.; LIANG, M.; QI, W.; LIU, R.; YUAN, S.; HE, Z. Pancreatic hydrolysis of bovine
casein: Peptide release and time-dependent reaction behavior. Food Chemistry, v.
133, p. 851-858, 2012.

SUSSMAN, F.; VILLAVERDE, M. C.; DOMINGUEZ, J. L.; DANIELSON, U. H. On the
active site protonation state in aspartic proteases: implications for drug design.
Current Pharmaceutical Design, v. 19, p. 4257-4275, 2013.

TAVANO, L. O. Protein hydrolysis using proteases: An important tool for food
biotechnology. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 90, p. 1- 11, 2013.
THOMAR, P.; NICOLAI, T. Dissociation of native casein micelles induced by sodium
caseinate. Food Hydrocolloids, v. 49, p. 224-231, 2015.

UDENIGWE, C. C.; ALUKO, R. E. Food protein-derived bioactive peptides: production,
processing, and potential health benefits. Journal of Food Science, v. 71, p. 11-24,
2012.

UMAYAPARVATHI, S.; MEENAKSHI, S.; VIMALRAJ, V., ARUMUGAM, M.
SIVAGAMI, G.; BALASUBRAMANIAN, T. Antioxidant activity and anticancer effect of
bioactive peptide from enzymatic hydrolysate of oyster (Saccostreacucullata).
Biomedicine and Preventive Nutrition, v. 4, n. 3, p. 343-353, 2014.



60

UYAR, F.; PORSUK, I.; KIZIL, G.; YILMAZ, E. |. Optimal conditions for production of
extracellular protease from newly isolated Bacillus cereus strain CA15. EurAsian

Journal of BioSciences, v. 5, p. 1-9, 2011.

VO, T. S.; RYU, B.; KIM, S. K. Purification of novel anti-inflammatory peptides from
enzymatic hydrolysate of the edible microalgal Spirulina maxima. Journal of
Functional Foods, v. 5, n. 3, p.1336-1346, 2013.

WLODAWER, A. Proteasome: a complex protease with a new fold and a distinct
mechanism. Structure, v. 3, p. 417-420, 1995.

WU, S.; Ql, W.; LI, T.; LU, D.; SU, R.; HE, Z. Simultaneous production of multi
functional peptides by pancreatic hydrolysis of bovine casein in an enzymatic
membrane reactor via combinational chromatography. Food Chemistry, v. 141, p.
2944-2951, 2013.

XIE, N.; WANG, C.; AO, J.; LI, B. Non-gastrointestinal-hydrolysis enhances
bioavailability and antioxidant efficacy of casein as compared with its in vitro

gastrointestinal digest. Food Research International, v. 51, p. 114-122, 2013.

XUE, Z.; YU, W.; LIU, Z.; WU, M.; KOU, X.; WANG, J. Preparation and antioxidative
properties of a rapeseed (Brassica napus) protein hydrolysate and three peptide
fractions. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 57, p. 5287-5293, 20009.
YAZDI, S. R.; CORREDIG, M. Heating of milk alters the binding of curcumin to casein
micelles. A fluorescence spectroscopy study. Food Chemistry, v. 132, p. 1143-1149,
2012.

YIKE, I. Fungal proteases and their pathophysiological effects. Mycopathologia, v.
171, p. 299-323, 2011.



61

CAPITULO II:

Avaliacdo das atividades bioldgicas de peptideos liberados pela

hidrélise da caseina caprina por proteases fungicas



62

Avaliacdo das atividades biolégicas de peptideos liberados pela hidrélise da
caseina caprina por proteases fangicas

José Erick Galindo Gomes?, Talita Camila Evaristo da Silva Nascimento®, Cristina
Maria de Souza-Motta®, Eleni Gomes? Maria Manuela Estevez Pintatod, Keila
Aparecida MoreiraP, Roberto da Silva®

aLaboratorio de Bioquimica e Microbiologia Aplicada — IBILCE — UNESP — Rua
Cristévao Colombo 2265, S&o José do Rio Preto, Sdo Paulo, CEP 15054-000, Brasil.
bl_aboratdério de Microbiologia, Tecnologia Enziméatica e Bioprodutos — Unidade
Académica de Garanhuns — UFRPE - Avenida Bom Pastor, s/n.°, Garanhuns,
Pernambuco, CEP 55292-278, Brasil

‘Departamento de Micologia, Centro de Biociéncias — UFPE — Av. Prof. Nelson
Chaves s/n, Recife, Pernambuco, CEP 50670-420, Brasil

dCentro de Biotecnologia e Quimica Fina — Laboratério Associado, Escola Superior de
Biotecnologia, Universidade Catdlica Portuguesa/Porto, Rua Arquiteto Lob&do Vital,
Apartado 2511, 4200 Porto, Portugal.

*Autor de correspondéncia: dasilva@ibilce.unesp.br

Resumo: Os fungos filamentosos Penicillium decumbens URM 6018, Aspergillus
viride-nutans URM 6629, Mucor guilliermondii URM 5848, Mucor subtilissimus URM
4133 e Mucor sp. URM 4146, foram selecionados para hidrolisar a caseina caprina.
Para esta finalidade, planejamentos fatoriais 22 foram utilizados. Os ensaios com as
proteases sintetizadas pelos fungos Mucor subtilissimus URM 4133 e Mucor
guilliermondii URM 5848 obtiveram os maiores valores de grau de hidrélise (GH), o
que variou entre 71,81%+5,91 e 71,54%+0,66, respectivamente. Os peptideos
liberados foram analisados quanto as suas atividades bioldgicas e apresentaram
atividade antimicrobiana frente a todas as bactérias Gram-negativas nas fracdes entre
3 kDa e 10 kDa. Para a atividade antioxidante a fragao de hidrolisados provenientes
da acéo da protease do fungo Mucor guilliermondii URM 5848 apresentou 100% de
sequestro do radical livre ABTS*". Ja para a atividade anti-hipertensiva os hidrolisados
do Mucor guilliermondii URM 5848 e do Mucor subtilissimus URM 4133 foram capazes
de inibir a ECA com valores de 19,47%=0,06 e 15,91%:=0,01, respectivamente para
as fracdes < 3 kDa.
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1. INTRODUCAO

O leite caprino possui propriedades biolégicas especificas em comparacado ao
leite de vaca e ao leite humano, como por exemplo, menor tamanho de glébulos de
gordura, alcalinidade distinta e alta capacidade de tamponamento. Com relacédo as
proteinas presentes no leite de cabra, estas também apresentam uma melhor
digestibilidade, consequentemente, ocorre uma maior absor¢cdo dos amino4cidos em
comparacao ao leite de vaca (AHMED et al., 2015).

A producdao de leite de origem ndo bovina tem aumentado de forma simultanea
ao redor do mundo e corresponde a cerca de 15% da producdo mundial. Esse
crescimento também encontra-se atrelado ao aumento de interesses culturais,
ecoldgicos e econdmicos (RANI; POOJA; PAL, 2017). Tendo em vista que, a maior
parte do leite ndo bovino e seus derivados apresentam além de suas funcdes
nutricionais, diversas propriedades terapéuticas, os peptideos biologicamente ativos
presentes nas proteinas do leite de cabra, como a caseina, se destacam por
apresentarem fungbes antimicrobianas (OSMAN et al.,, 2016), antioxidantes
(SMIALOWSKA; MATIA-MERINO; CARR, 2017) e anti-hipertensivas
(TAGLIAZUCCHI et al., 2017).

A caseina, proteina predominante no leite, é composta por um grupo
heterogéneo de fosfoproteinas que estabilizam o fosfato de calcio em estruturas
micelares e dividida em quatro fragdes principais (as1-, as2-, - € k-caseina) (NAIR et
al., 2014). A hidrélise que ocorre nestas proteinas € fundamental para melhorar suas
propriedades funcionais, imunoldgicas, sensoriais e bioativas, o que torna os
hidrolisados proteicos substancias com maior valor agregado em comparacao a sua
proteina nativa (CHEISON et al., 2009).

Esta hidrolise é responsavel por liberar peptideos bioativos e pode ser realizada
tanto durante o processo de digestdo gastrointestinal das proteinas, quanto através
da via proteolitica de enzimas exdgenas provenientes de micro-organismos ou de
fontes vegetais (BRUNO et al., 2010). A utilizacdo de proteases endogenas fora do
processo digestivo, ou de proteases exogenas, é capaz de gerar resultados mais

vantajosos devido a especificidade da reacdo e a obtencdo de produtos com
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caracteristicas fisicas e funcionais determinadas, sem que ocorra danos ou destrui¢éo
de aminoacidos (RODRIGUEZ-DIAZ et al., 2011).

As enzimas proteoliticas produzidas por micro-organismos, como os fungos
filamentosos, sdo muito utilizadas em varios tipos de industrias (alimenticia,
farmacéutica, detergentes) para a hidrélise de proteinas com diversas finalidades. No
caso da industria de alimentos, estas enzimas sdo utilizadas principalmente, para
promover a melhoria do valor nutricional e funcional dos produtos comercializados,
como é o caso da caseina e do soro de leite hidrolisados (SOUZA et al., 2015).

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a capacidade das
enzimas proteoliticas produzidas por diferentes espécies de fungos filamentosos na
hidrolise da caseina caprina, bem como, o potencial dos peptideos liberados em
desempenhar atividades biolégicas antimicrobianas, antioxidantes e anti-

hipertensivas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Micro-organismos
A partir de um banco de micro-organismos com 70 fungos filamentosos,
disponibilizados pela Micoteca URM do Departamento de Micologia/Centro de
Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco, descritos como produtores de
proteases, foi feito um levantamento bibliografico daqueles que ndo apresentam
producdo de micotoxinas, o que resultou em um numero de 12 espécies utilizadas
inicialmente. As cinco espécies que apresentaram maior producdo de enzimas
proteoliticas foram selecionadas para dar continuidade ao trabalho. Estes fungos
foram mantidos em tubos de ensaio com o meio de cultura agar extrato de malte e
repicados a cada trinta dias. O meio de cultura utilizado para esporulacao foi o batata

dextrose agar (BDA).

2.2. Producéo de proteases
Para a selecao dos cinco melhores fungos produtores de proteases, foi utilizado
0 meio de producdo MS-2 descrito por Porto, Campos-Takaki e Lima Filho (1996),
modificado. O meio foi composto por extrato de soja (1,5%), farelo de trigo (0,5%),
K2HPO4 (0,435%), MgS04.7H20 (0,06%) e glicose (0,25%). O indculo foi padronizado
a 10° esporos.mL! e os meios de producéo realizados em triplicata. As fermentacées

ocorreram em frascos Erlenmeyers de 125 mL de capacidade, que continham 25 mL
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do meio de fermentacgdo esterilizados a 121 °C, por 20 minutos. Apés a inoculagéo,
os sistemas foram mantidos em incubadora refrigerada sob agitacao (150 rpm) por 96
horas a 37 °C. Transcorrido este periodo, foram filtrados e centrifugados (4000 x g) a
4 °C e o sobrenadante denominado como extrato enzimatico bruto, posteriormente

utilizado para as determinagfes analiticas.

2.3. Atividade proteolitica e proteina total

A determinacdo da atividade proteolitica ocorreu de acordo com o método
descrito por Leighton et al. (1973), utilizando a azocaseina 1% (m/v), diluida em
tampéo Tris-HCI 0,2 M, pH 7,2, como substrato. A reacao foi realizada em microtubos
de 2 mL, onde, 60 pL do extrato enzimatico foram adicionados a 100 yL do substrato
com incubacdo na auséncia de luz durante 1 hora. Posteriormente, 480 uL de acido
tricloroacético 10% (m/v) foram adicionados a mistura reacional e 0s microtubos
centrifugados durante 5 minutos a 3000 x g e 4 °C. Logo apéds, 320 uL do
sobrenadante foram misturados a 560 uL de hidréxido de sodio 1 M. A atividade
enzimatica foi definida como a variacdo de 0,01 na absorvancia a 440 nm em
espectrofotdbmetro durante uma hora. As dosagens enziméaticas foram expressas em
U.mL, e todos os ensaios realizados em triplicata.

Para determinar as proteinas totais das amostras foi utilizado o método descrito
por Bradford (1976). Neste caso, 50 uL do extrato enzimatico, foram adicionados a 1,5
mL do reagente de Bradford. A curva de calibracdo foi preparada com soro albumina
bovina (BSA) como padréo, processada em uma gama de concentracdes (10-1000
hg.mL1). Estas solucdes foram submetidas a leitura em espectrofotémetro a 595 nm.
As dosagens de proteina foram expressas em mg.mL e todos os ensaios realizados

em triplicata.

2.4. Preparacao da caseina caprina

O leite cru foi obtido de um rebanho leiteiro de cabras da raca Saanen do Capril
Rio Preto, localizado no municipio de Sao José do Rio Preto — SP e imediatamente
armazenado a 4 °C. O processo de obtencdo da caseina caprina, na forma de
caseinato de sodio, ocorreu por meio da metodologia proposta por Egito et al. (2006).

Inicialmente, o leite foi desnatado por centrifugagéo (2100 x g por 30 min a 32
°C) e a caseina total, preparada mediante precipitacdo isoelétrica em pH 4,2 com HCI

1 M. O precipitado foi obtido pela centrifugacdo a 2200 x g por 20 min, a 10 °C, lavado
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trés vezes com agua destilada e solubilizado em pH 7,0 por meio da adicdo de NaOH
1 M. Esse ciclo de precipitacdo-lavagem-dissolucdo se repetiu por mais duas vezes.
O precipitado de caseina foi dialisado contra agua ultrapura a 4 °C, por 72 h e a

solucéo de caseina liofilizada e estocada a -20 °C.

2.5. Hidrdlise da caseina caprina

A caseina caprina foi dissolvida para uma concentracdo de 10 mg.mL? em
tampéo fosfato de sodio 0,1 M, pH 6,5, de acordo com a metodologia proposta por
Egito et al. (2007). Para a hidrélise desta proteina, foi realizado planejamento fatorial
2% para cada um dos extratos enzimaticos brutos produzidos pelos cinco diferentes
fungos filamentosos.

O planejamento fatorial completo baseado no modelo de primeira ordem
envolve a triagem de um grande nimero de variaveis que podem influenciar a resposta
a ser avaliada em poucos ensaios. Um conjunto de 12 experimentos, com quatro
pontos centrais e trés variaveis independentes, foi realizado, para cada micro-
organismo de forma distinta (5 planejamentos fatoriais 23), com o intuito de identificar
quais variaveis afetaram significativamente o grau de hidrolise (GH) da caseina
caprina e consequentemente, quais as melhores condi¢des para esta hidrélise.

Para os fungos URM 4133, URM 5848, URM 6018 e URM 6629, o
comportamento do sistema foi explicado pela equacéo linear (equacao 1).

Y =B+ 1A+ BB + B3C + B12AB + B13AC + [3BC + ¢

(1)

Em que, Y representa a variavel resposta, S, o intercepto, B;, B, € B3 0S
coeficientes lineares, B;,, B13 € P23 0s coeficientes de interacao, A, B e C as variaveis
independentes, e ¢ 0 erro experimental.

Ja para o fungo URM 4146, o comportamento do sistema foi explicado pela
equacao linear (equacao 2).

Y = Bo+ 1A+ BB + B3C + B12AB + B13AC + B23BC + B123ABC + ¢
(2)

Em que, Y representa a variavel resposta, S, o intercepto, B;, B, € B3 0S
coeficientes lineares, 12, P13, P23 € Bi23 0S coeficientes de interacéo, A, B e C as

variaveis independentes, e ¢ 0 erro experimental.
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Vale salientar que, cada planejamento estatistico foi feito de acordo com a
atividade proteolitica de cada micro-organismo, a fim de proporcionar cargas
enzimaticas semelhantes para todos. Portanto, entre os planejamentos, houve
variacdo apenas na proporcdo Enzima/Substrato (Tabela 1) e os demais parametros
(temperatura e tempo de hidrolise) permaneceram iguais para todos. Apés a hidrolise,
a reacao enzimatica foi interrompida por choque térmico, no qual, as amostras foram

submetidas a banho fervente durante 10 minutos para a desnaturacdo das proteases.

2.6. Determinacédo do grau de hidrolise (GH)

O grau de hidrélise, definido como a quantidade de ligacbes peptidicas
clivadas, ou o numero de grupos amino formados durante o processo de hidrdlise, foi
determinado de acordo com a metodologia proposta por Adler-Nissen (1979), com o
acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfénico (TNBS). Para a reacdo, 250 uL das amostras do
hidrolisado de caseina, foram incubados com 2 mL de tampao fosfato de sddio, 0,2125
M, pH 8,2 e 2 mL do TNBS 0,1% (v/v) diluido em &gua ultrapura. A reacdo ocorreu a
50 °C durante 60 minutos. Transcorrido este periodo, foram adicionados 4 mL de HCI
0,1IN para interromper a reagcdo. A mistura reacional foi mantida em temperatura
ambiente durante 30 minutos e analisada em espectrofotdbmetro a 340 nm. A curva de
calibracdo foi realizada com L-leucina como aminoacido padrdo e variou suas
concentracdes entre 0,25 — 10 mM. O GH (%) foi calculado de acordo com a equacéo
3:

N.

o _ [ANz = AN
GH(%) = [————] % 100
pb

3)

ANz corresponde ao contetdo de nitrogénio amino antes da hidrolise em mg.g-
! de proteina, ANz corresponde ao contelddo de nitrogénio amino depois da hidrélise
em mg.g?! de proteina. E Npb, corresponde ao contetddo total de nitrogénio amino
presente contido nas ligacdes peptidicas do substrato proteico. Vale salientar que os
valores de AN1 e ANz foram obtidos com base na curva padréo gerada com L-leucina,
e Npb, de acordo com a metodologia de Micro-Kjeldahl (AOAC, 1990).

2.7. Eletroforese Tricina-SDS-PAGE dos hidrolisados
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As amostras para a eletroforese foram preparadas utilizando a quantidade de
40 pL de cada solucéo dos hidrolisados e 960 pyL de tampé&o de amostra composto
por 40% (v/v) de agua deionizada, 20% (v/v) de tampéao Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8, 24%
(v/v) de glicerol, 10% (v/v) de dodecil sulfato de sodio a 10%, 2% (v/v) de B-
mercaptoetanol e 4% (v/v) de Coomassie Brilliant Blue G-250 a 0,5%. Foi utilizado o
marcador molecular (Amersham ECL High-Range Rainbow Molecular Weight
Markers. Cod. RPN756E - GE Healthcare) que apresenta proteinas com variacdo de
massa molecular entre 12 — 225 kDa. A eletroforese Tricina-SDS-PAGE dos
hidrolisados e da caseina nao hidrolisada transcorreu segundo Schagger e Jagow
(1987), com algumas modificacbes. O gel de concentracao foi composto por 4,9% de
poliacrilamida e o gel de corrida 15,4%. A migracdo eletroforética das proteinas
presentes nas amostras foi realizada a 190 V, durante 40 minutos.

O processo de coloracao do gel ocorreu em duas etapas. Primeiramente, o gel
foi incubado durante 30 minutos com a uma solugéo fixadora composta por 40% (v/v)
de metanol e 10% (v/v) de acido acético. Posteriormente, o gel foi corado com uma
solucdo que continham 10% (v/v) de &cido acético e 0,25 g (m/v) de Coomassie
Brilliant Blue G-250, durante 1 hora. O gel foi descorado com uma solugéo a 10% (v/v)
de &cido acético. Apds este procedimento, foi realizada uma segunda etapa de
coloracdo com nitrato de prata para a deteccdo de bandas com baixa massa

molecular.

2.8. Avaliacdo das atividades biol6gicas dos hidrolisados

Para a realizacdo dos testes de atividades biolégicas, os hidrolisados que
apresentaram maior grau de hidrélise foram centrifugados inicialmente a 5000 x g a 4
°C e o sobrenadante utilizado para obtencdo de duas fracBes peptidicas, uma com
massa molecular entre 3 kDa e 10 kDa, e outra com massa molecular menor que 3

kDa, por meio do Amicon Ultra-15 (Merck Millipore).

2.8.1. Atividade antimicrobiana
A atividade antimicrobiana das fracGes de peptideos (3 kDa — 10 kDa e < 3 kDa)
foi realizada pelo método de turbidez descrito por Mine, Ma e Lauriau (2004) com
modificacdes. Foram utilizadas trés bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus
UFPEDA 02, Enterococcus faecalis UFPEDA 138 e Bacillus subtilis UFPEDA 86) e
trés Gram-negativas (Escherichia coli UFPEDA 224, Klebsiella pneumoniae UFPEDA
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396 e Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 416), cedidas pela Cole¢éao de Culturas do
Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco, Brasil.

Para a determinacédo da atividade antimicrobiana, as colbnias de bactérias
foram ativadas em 10 mL de caldo triptona de soja (TSB) e incubadas a 37 °C durante
15 horas. A suspensdao de cada bactéria foi inoculada em caldo TSB até atingir escala
logaritmica de crescimento determinada por absorvancia a 620 nm e padronizada uma
quantidade de 108 UFC.mL-1. Microplacas de 96 pocos de fundo plano, de poliestireno
e estéreis (Corning®), foram utilizadas para o ensaio. A mistura de 50 pL (4 mg.mL™?)
de cada fracdo de peptideos foi adicionada a 45 pL de caldo Mueller Hinton (CMH) e
5 uL da suspensado bacteriana. O controle positivo apresentou apenas CMH e
suspensao bacteriana e o controle negativo continha cloranfenicol na concentracéo
de 300 pg.mLt. Apds a incubacdo das placas a 37 °C durante 24 horas, a leitura

procedeu-se em leitora de microplaca a 620 nm.

2.8.2. Atividade antioxidante

A atividade sequestradora de radicais livres das fracbes de peptideos foi
determinada com o radical cétion ABTS*, gerado a partir do 2,2-azinobis-3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS) de acordo com Re et al. (1999)
modificada. Para formacé&o do radical ABTS*, persulfato de potassio e ABTS foram
preparados a uma concentracao final de 2,45 e 7 mM, respectivamente, e incubado
ao abrigo da luz por 16 h a temperatura ambiente. A absorvancia da solucao do radical
foi ajustada para 0,70+0,02 a 734 nm, através de espectrofotbmetro, por diluicdo em
tampéao fosfato-salino (PBS) 100 mM, pH 7,4. Para a reacéo, 50 yL (4 mg.mL™?) das
amostras foram misturados com 950 uL da solucédo do radical ABTS*. Os ensaios
foram incubados a 30 °C durante seis minutos e lidos a 734 nm em triplicata. A curva
padrao foi obtida com Trolox (20-500 uM) como antioxidante padrdo, para avaliar a
eficiéncia das fragcdes. A atividade antioxidante (%) foi calculada em relacdo a

atividade de eliminacao do radical, de acordo com a equacéo 4:

Acontrole - Aamostra

Atividade antioxidante (%) = ( )x 100

Acontrole

(4)
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Em que, Acontrole representa a absorvancia inicial do ABTS e Aamostra @
absorvancia apés a adicdo da respectiva amostra com os peptideos.

Além do método com ABTS, também foram realizados ensaios de atividade
antioxidante utilizando outro radical livre, o 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). A
avaliacao da atividade sequestradora do radical livre DPPH foi realizada segundo a
metodologia descrita por Li et al. (2013), com algumas modifica¢des. O radical DPPH
(0,2 mM) foi preparado com uma solu¢cdo composta por 30% agua e 70% etanol. Neste
caso, 750 uL de amostra foram misturados a 750 uL da solugao que continha o radical
DPPH. A reagéo ocorreu durante 30 minutos ao abrigo de luz e a leitura foi realizada
em espectrofotbmetro a 517 nm. A curva padrdo foi preparada com acido ascorbico
(1-10 mM) como antioxidante. E a atividade antioxidante (%) foi calculada utilizando a

mesma formula da metodologia de ABTS.

2.8.3. Atividade anti-hipertensiva

A atividade anti-hipertensiva foi realizada segundo a metodologia descrita por
Holmquist et al. (1979) com algumas modificacbes propostas por Asoodeh, Yazdi e
Chamani (2012), que utilizaram o N-[3-(2-Furil) acriloil-Phe-Gly-Gly (FAPGG) como
substrato. O ensaio foi realizado pela mistura de 22 yL da ECA (50 mU.mL™), 50 uL
da amostra (1 mg.mL?), 100 uL do susbstrato (0,5 mM) e 150 yL de tampao ECA
(Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, 0,3 M de NaCl e 1 mM de ZnClz). A mistura reacional foi
incubada durante 60 min. e a leitura realizada a 340 nm. A amostra controle foi feita
substituindo a amostra por tampao ECA. Para o calculo da atividade anti-hipertensiva
(%), foi utilizada a equacao 5:

AAinibidor

Inibicido da ECA (%) = [1 — ( )] * 100

AAcontrole

(5)

2.9. Andlise estatistica

A andlise estatistica do grau de hidrélise para os planejamentos fatoriais 22 foi
processada no software Statistica 8.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA), para indicar os
efeitos estatisticamente significativos (p <0,05), e ajuste do modelo aos dados

experimentais. Todos o0s experimentos foram realizados de forma aleatoria.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1. Producéo de proteases

A avaliacdo da producédo de proteases a partir da fermentagcdo submersa com
0 meio MS-2, mostrou que os fungos, Mucor subtilissimus URM 4133, Mucor sp. URM
4146, Mucor guilliermondii URM 5848, Aspergillus viride-nutans URM 6629 e o
Penicillium decumbens URM 6018, apresentaram as maiores atividades proteoliticas,
como pode ser observado na Tabela 2. Com o auxilio da atividade especifica estas
espécies foram selecionadas para as etapas posteriormente descritas. Lima et al.
(2011) trabalharam com o meio MS-2 para a producéo de uma protease colagenolitica
a partir do fungo Penicillium aurantiogriseum URM 4622 e obtiveram atividade maxima
de 164 U.mL* por meio de planejamento fatorial 24. J& para a avaliagdo da atividade
proteolitica utilizando azocaseina como substrato, o0 ensaio apresentou uma atividade
de 5,2 U.mL™.

3.2. Grau de hidrdlise (GH)

As enzimas proteoliticas de todos os fungos filamentosos foram eficientes para
hidrolisar a caseina caprina, como pode ser observado nos resultados do GH
demonstrados na Figura 1. Pode-se constatar que o ensaio 7 (Relagao E/S = -1,
Temperatura = +1 e Tempo = +1) apresentou as melhores condi¢des, ou seja, 0 maior
percentual de grau de hidrélise em todos os casos. Para o GH do Penicillium
decumbens URM 6018 o valor maximo de hidrdlise foi de 33,59%z0,71 e a andlise de
variancia (Tabela 3) demonstrou que as variaveis: relacdo E/S e tempo, além da
interacdo entre estas, foram estatisticamente significativas. Neste caso, o0 ajuste do
modelo foi medido pelo coeficiente de determinagédo (R2), que apresentou valor de
0,9189 e R2ajuste = 0,8216, indicando que 91,89% da variagéo total do grau de hidrélise
foi explicado pelo modelo estatistico.

Para o fungo Aspergillus viride-nutans URM 6629 o GH no ensaio 7 foi de
60,14%+2,13 e a analise de variancia (Tabela 4) demonstrou que todas as variaveis
independentes foram estatisticamente significativas. O ajuste do modelo foi medido
pelo coeficiente de determinacdo (R?) e apresentou um valor de 0,9892 e RZajuste =
0,9762, ou seja, 98,92% da variacao total do grau de hidrolise foi explicado pelo
modelo estatistico. Para o fungo Mucor guilliermondii URM 5848 o GH maximo
apresentou valor de 71,54%0,66 e demonstrou na analise de variancia (Tabela 5)
que, todas as variaveis independentes, e a interacdo entre a relacdo enzima substrato

e tempo, foram estatisticamente significativas. O ajuste do modelo foi medido pelo
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coeficiente de determinagéo (R?), que apresentou valor de 0,9883 e RZajuste = 0,9743,
desta forma, 98,83% da variacéo total do grau de hidrdlise foi explicado pelo modelo
estatistico.

Para o grau de hidrélise do fungo Mucor subtilissimus URM 4133, pode-se
observar na Figura 1, valor maximo de 71,81%5,91. Este foi o maior GH observado
dentre todos os fungos utilizados. A analise de variancia (Tabela 6) demonstrou que
as variaveis: relacédo E/S e tempo, além das interacdes entre a relacao E/S e o tempo,
e a relacéo E/S e a temperatura, foram estatisticamente significativas. Neste caso, o
ajuste do modelo foi medido pelo coeficiente de determinagao (R?), que apresentou
um valor de 0,9334 e R2juste = 0,8534, indicando que 93,33% da variacao total do grau
de hidrdlise foi explicado pelo modelo estatistico.

O fungo Mucor sp. URM 4146 apresentou GH maximo de 49,02%+3,34, a
andlise de variancia para este planejamento fatorial mostrou que apenas a variavel
independente tempo, foi estatisticamente significativa (Tabela 7). No entanto, o ajuste
do modelo medido pelo coeficiente de determinacéo (R?2), apresentou valor de 0,5854.
Ou seja, apenas 58,54% da variacdo total do grau de hidrélise, foi possivel ser
explicada, o que indica uma falta de ajuste ao modelo estatistico.

As equacles ajustadas dos modelos estatisticos utilizados para a analise dos
planejamentos fatoriais foram as seguintes:

Penicillium decumbens URM 6018

GH (%) = 11,0251 + 11,2713 R + 0,8306-Tp — 0,2007-Tr — 0,3686-R-Tp —

0,2928-R-Tr + 0,0040-Tp - Tr

(6)

Aspergillus viride-nutans URM 6629
GH (%) = —-21,0724 + 5,0407-R + 0,1699-Tp + 0,6979-Tr — 0,2611-R-Tp —
0,3088-R-Tr + 0,0367 -Tp-Tr

(7)

Mucor guilliermondii URM 5848
GH (%) = —12,1528 + 10,9858-R + 1,9076-Tp + 09508 -Tr — 0,5843-R-Tr —
0,4045-R-Tp — 0,0212-Tp-Tr

(8)
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Mucor subtilissimus URM 4133
GH (%) = 43,1908 + 29,7789-R — 1,4107-Tp — 0,4640-Tr — 0,6833-R-Tp —
0,7403-R-Tr + 0,0658-Tp-Tr

9)

Mucor sp. URM 4146
GH (%) = 28,8591 — 81,0160-R + 0,5230-Tp — 0,2592-Tr + 5,0816-R-Tp +
2,3957-R-Tr + 0,0111-Tp-Tr — 0,1555-R-Tp-Tr

(10)

Em que, GH é o grau de hidrélise (%), R é a relacdo Enzima/Substrato, Tp € o
tempo (h) e Tr a Temperatura (°C).

Para os efeitos avaliados pela diferenca entre a soma das respostas obtidas no
maior nivel (+) e no menor nivel (-) de cada variavel, os dados estatisticos mostraram
que o fator tempo (h) foi positivo para os planejamentos fatoriais de todos os fungos
(Figura 2). Ou seja, a utilizagdo de um maior tempo no processo de hidrélise é capaz
de aumentar o GH sem que as enzimas percam sua eficiéncia catalitica. Contudo, a
relacdo E/S apresentou efeito negativo para todas as analises, dessa forma, um nivel
menor de relacdo E/S é necessério para que se tenha incremento na variavel resposta
GH. Este fato pode estar relacionado com os parametros cinéticos das enzimas na
hidrolise, uma vez que, o substrato pode saturar os sitios cataliticos e desta forma,
reduzir a velocidade maxima (Vmax) da reacdo. A Figura 2 mostra ainda que apenas
os planejamentos estatisticos dos fungos Penicillium decumbens URM 6018 e Mucor
sp. URM 4146 apresentaram influéncias negativas da temperatura sendo necessaria
a reducéo deste parametro para o aumento do GH.

Devido os ensaios 7 terem apresentado maior GH para todos os planejamentos
fatoriais realizados, estes ensaios foram utilizados para a realizagdo das atividades

biolégicas.

3.3. Eletroforese Tricina-SDS-PAGE dos hidrolisados
As diferentes condi¢cdes de hidrolise em que a caseina foi submetida com
relacéo a proporcgao de E/S, tempo e temperatura de hidroélise, influenciou diretamente
na atuacao das proteases frente ao substrato. Pode ser observado o perfil de

degradacéo da caseina em eletroforese Tricina-SDS-PAGE, nas Figuras 3,4, 5,6 e
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7. Neste caso, as enzimas em geral, apresentaram melhores resultados de hidrélise
guando submetidas a temperaturas mais elevadas e durante um maior tempo, como
observado na anélise do GH.

O perfil de degradacao para as enzimas produzidas pelos fungos Penicillium
decumbens URM 6018, Aspergillus viride-nutans URM 6629, Mucor guilliermondii
URM 5848, se mostra bastante caracteristico (Figura 3, 4 e 5), ja para os fungos Mucor
subtilissimus URM 4133 e Mucor sp. URM 4146, pode ser observada semelhanca na
degradacéo. Segundo Elzoghby, El-Fotoh e Elgindy (2011), a facilidade de clivagem
da caseina ocorre pelo fato desta proteina apresentar uma estrutura aberta devido a
alta concentracao dos residuos de prolina, os quais dificultam a formacdo de uma
grande quantidade de estruturas secundarias, uma vez que os residuos de prolina
interrompem a formacgao de a-hélice e folhas 3, além de n&o haver pontes de dissulfeto
na estrutura na caseina, tornando-as mais frageis e mais susceptiveis ao ataque das

proteases.

3.4. Avaliacdo das atividades biolégicas dos hidrolisados

3.4.1. Atividade antimicrobiana

Para a atividade antimicrobiana, observa-se que, as fragbes com massa
molecular entre 3 kDa e 10 kDa, geradas pela acao das proteases de todos os fungos,
apresentaram os melhores resultados e foram capazes de inibir o crescimento de
todas as bactérias Gram-negativas, como pode ser observado na Tabela 8. Os
peptideos presentes no hidrolisado proveniente da protease do fungo Penicillium
decumbens URM 6018, ndo apresentaram atividade frente a nenhuma bactéria Gram-
positiva. Entretanto, ha um grande potencial de atividade biolégica dos peptideos
obtidos a partir da hidrélise da caseina caprina, como agentes antimicrobianos.

Silva, Sarmento e Pintado (2013) relataram que grande parte dos peptideos
com atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, apresentam uma
caracteristica de se associar com cargas anionicas das peptideoglicanas presentes
na parede celular e portanto, sdo denominados de peptideos anidnicos. Segundo
Yount e Yeaman (2013), as bactérias Gram-positivas apresentam varias camadas de
proteoglicanas, intercaladas com acido teicoico e lipoteicéico que conferem esta
caracteristica de carga negativa.

As fragbes com massa molecular < 3 kDa, foram menos eficientes frente as

bactérias utilizadas (Tabela 8). Portanto, acredita-se que, os peptideos com maior
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capacidade de inibicdo do crescimento destas bactérias patogénicas apresentam
massa molecular entre 3 - 10 kDa. Arruda et al. (2012), trabalhando com uma protease
proveniente do latex da Jacaratia corumbensis, encontraram valores de inibigcdo do
crescimento das bactérias Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa apenas com uma concentracao
de peptideos de 62,5 mg.mL™.

Tang et al. (2015), analisaram a atividade antimicrobiana de hidrolisados de
caseina por pepsina comercial, frente a bactérias patogénicas e obtiveram resultados
para Salmonella entérica subsp. serovar Typhimurium ATCC 14028 (20 mg.mL™),
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (15 mg.mL™) e Streptococcus pneumoniae
ATCC 49619 (20 mg.mL1). Assim, observa-se que as proteases sintetizadas por
fungos filamentosos apresentam grande potencial na liberacdo de peptideos
antimicrobianos a partir da caseina caprina, uma vez que, foi obtida inibicdo de

crescimento microbiano em uma concentragdo muito menor (4 mg.mL™1).

3.4.2. Atividade antioxidante

Todas as fracdes de peptideos provenientes dos hidrolisados de caseina
caprina analisadas, apresentaram capacidade de eliminacdo dos radicais livres
ABTS*e DPPH, como pode ser observado na Tabela 9. O hidrolisado protéico da
protease do fungo Mucor guilliermondii URM 5848 apresentou 100% de sequestro do
radical livre ABTS* no ensaio com a fracao entre 3 kDa-10 kDa e também o maior
percentual de sequestro do DPPH. As fracbes com massa molecular < 3 kDa,
apresentaram uma menor capacidade de sequestro de radicais comparado as fragbes
de massa molecular entre 3 kDa-10 kDa.

Li et al. (2013), utilizaram proteases comerciais para hidrélise de caseina
caprina e observaram que os peptideos apresentaram sensibilidade maior ao teste de
ABTS, em comparacdo aos teste com DPPH para a avaliagdo da atividade
antioxidante. Chang et al. (2013), trabalharam com proteases de Bifidobacterium
longum KACC 91563 e observaram que os peptideos hidrolisados da caseina
apresentaram uma maior atividade antioxidante com relacdo ao potencial de

sequestro do radical ABTS ap0s 24 horas de hidrélise.

3.4.3. Atividade anti-hipertensiva
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A avaliacdo da atividade anti-hipertensiva apresentou resultados apenas para
as fracdes de entre 3 kDa-10 kDa e < 3 kDa dos fungos Mucor subtilissimus URM
4133 e Mucor guilliermondii URM 5848 (Tabela 10.). Os peptideos menores que 3 kDa
demonstraram maior capacidade de inibicdo da enzima conversora de angiotensina
(ECA), em comparacdo com a fracao de peptideos entre 3 kDa e 10 kDa. Norris et al.
(2015), estudaram hidrolisados provenientes da degradacdo da caseina a partir de
proteases digestivas e observaram atividade inibidora da ECA em fracbes de
peptideos de 3 kDa, o que demonstra o potencial de peptideos de baixa massa

molecular para inibir a ECA e esté relacionado ao tamanho do sitio ativo.

4. CONCLUSAO

A hidrélise da caseina caprina por proteases sintetizadas por fungos
filamentosos, demonstra grande potencial na liberacéo de peptideos biologicamente
ativos. As diferencas, principalmente nas atividades antimicrobiana e anti-
hipertensiva, revelam que as proteases de diferentes espécies de micro-organismos
sdo capazes de hidrolisar a caseina em diferentes regides e liberar peptideos com
caracteristicas e composi¢cdes aminoacidicas distintas. A utilizacdo de planejamentos
estatisticos para maximizar a hidrélise da caseina, mostra que as interacdes e
influéncias de diferentes variaveis sdo extremamente importantes e complexas. Além
disso, este tipo de ferramenta € de fundamental importancia na obtencdo das

condic@es ideais para hidrélise desta proteina.
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TABELAS

Tabela 1 — Matriz do planejamento fatorial 22 para analisar os fatores de influéncia no
grau de hidrolise (GH) da caseina caprina por proteases de diferentes fungos
filamentosos URM.

Fatores Inferior (-1) Central (0) Superior (+1)
Relacéo E/S
URM 6018 1:3 1:6 1:9
URM 6629 1:5 1:10 1:15
URM 5848 1:25 1:50 1.75
URM 4133 1:50 1:100 1:150
URM 4146 1:50 1:100 1:150
Temperatura (°C) 30 35 40

Tempo (h) 1 3 5

Tabela 2 — Atividade proteolitica total (U.mL?) e atividade especifica (U.mg?) de
proteases produzidas por fungos filamentosos URM.
Fungo Atividade Proteolitica (U.mL™') Atividade Especifica (U.mg™)

URM 4133 7,258+0,032 139,059+0,353
URM 4146 6,792+0,005 149,163+0,485
URM 5848 3,483+0,004 75,947+0,359
URM 6629 0,800+0,010 19,909+0,255
URM 6018 0,483+0,004 20,825+0,245
URM 4148 0,392+0,007 9,741+0,154
URM 6615 0,342+0,023 4,855+0,275
URM 4143 0,305+0,029 8,539+0,261
URM 5633 0,275%0,002 3,726+0,425
URM 5615 0,249+0,035 6,263+0,259
URM 6603 0,225+0,014 3,251+0,168
URM 6440 0,195+0,017 2,936+0,176
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Tabela 3 — Andlise de variancia (ANOVA), para o GH da caseina caprina por
proteases do fungo Penicillium decumbens URM 6018 de acordo com o planejamento
fatorial 23.

FV SQ GL QM F-Valor  p-Valor
(1)Relacédo E/S 167,9111 1 167,9111 52,2023  0,00546
(2)Tempo (h) 478,6331 1  478,6331 148,8035 0,00118
(3)Temperatura (°C)  5,3717 1 53717 1,6700 0,28679
1by2 69,5591 1 69,5591 21,6254  0,01875
1by3 24,6910 1 24,6910 7,6763 0,06953
2by3 0,2963 1 0,2963 0,0921 0,78134
Falta de Ajuste 56,2208 2 28,1104  8,7393 0,05607
Erro Puro 9,6496 3 3,2165
Total SQ 812,3328 11

FV = Fontes de Variacdo; SQ = Soma dos Quadrados; GL = Graus de Liberdade; QM= Quadrado

Médio.

Tabela 4 — Andlise de variancia (ANOVA), para o GH da caseina caprina por
proteases do fungo Aspergillus viride-nutans URM 6629 de acordo com o
planejamento fatorial 23.

FV SQ GL QM F-Valor p-Valor
(1)Relagéo E/S 743,070 1 743,070 91,8199 0,00241
(2)Tempo (h) 1027,378 1 1027,378 126,9513 0,00149
(3)Temperatura (°C) 475,182 1 475,182 58,7174 0,00461
1by2 34,909 1 34,909 4,3136 0,12938
1by3 27,470 1 27,470 3,3944 0,16265
2 by 3 24,778 1 24,778 3,0618 0,17846
Falta de Ajuste 1,188 2 0594 0,0734 0,93086
Erro Puro 24,278 3 8,093
Total SQ 2358,253 11

FV = Fontes de Variacdo; SQ = Soma dos Quadrados; GL = Graus de Liberdade; QM = Quadrado

Médio.
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Tabela 5 — Andlise de variancia (ANOVA), para o GH da caseina caprina por
proteases do fungo Mucor guilliermondii URM 5848 de acordo com o planejamento
fatorial 23.

FV SQ GL QM F-Valor p-Valor
(1)Relacéo E/S 1174,698 1 1174,698 226,5341 0,00063
(2)Tempo (h) 720,745 1 720,745 138,9917 0,00131
(3)Temperatura (°C) 107,682 1 107,682 20,7658 0,01980
1by2 174,806 1 174,806 33,7104 0,01016
1by3 47,132 1 47,132 9,0892 0,05699
2 by 3 8,292 1 8,292 1,5990 0,29534
Falta de Ajuste 10,808 2 5,404 1,0421 0,45326
Erro Puro 15,557 3 5,186
Total SQ 2259,719 11

FV = Fontes de Variagcdo; SQ = Soma dos Quadrados; GL = Graus de Liberdade; QM = Quadrado

Médio.

Tabela 6 — Andlise de variancia (ANOVA), para o GH da caseina caprina por
proteases do fungo Mucor subtilissimus URM 4133 de acordo com o planejamento
fatorial 23.

FV SQ GL QM F-Valor p-Valor
(1)Relagéo E/S 319,808 1  319,8076 26,7094 0,01405
(2)Tempo (h) 348,692 1  348,6917 29,1217 0,01247
(3)Temperatura (°C) 99,639 1 99,6386 8,32155 0,06328
1by2 239,015 1  239,0151 19,9619 0,02088
lby3 157,829 1  157,8287 13,1814 0,03597
2by3 79,717 1 79,7166 6,65771 0,08176
Falta de Ajuste 52,915 2 26,4577 2,20968 0,25711
Erro Puro 35,921 3 11,9736
Total SQ 1333,534 11

FV = Fontes de Variacdo; SQ = Soma dos Quadrados; GL = Graus de Liberdade; QM = Quadrado

Médio.
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Tabela 7 — Andlise de variancia (ANOVA), para o GH da caseina caprina por
proteases do fungo Mucor sp. URM 4146 de acordo com o planejamento fatorial 23.

FV SQ GL QM F-Valor p-Valor
(1)Relacéo E/S 65,377 1 65,3771 5,82861 0,094655
(2)Tempo (h) 413,770 1 413,7697 36,88906 0,008960
(3)Temperatura (°C) 1,949 11,9485 0,17372  0,704857
1by2 21,732 1 21,7318 1,93747 0,258188
1by3 2,470 1 2,4695 0,22017  0,670908
2by3 2,254 1 2,2537 0,20093  0,684369
1*2*3 445,797 1  445,7967 39,74437 0,008064
Falta de Ajuste 641511 1 6415110 57,19301 0,004795
Erro Puro 33,650 3 11,2166
Total SQ 1628,508 11

FV = Fontes de Variagdo; SQ = Soma dos Quadrados; GL = Graus de Liberdade; QM = Quadrado
Médio.
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Tabela 8 — Atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, das fracdes entre 3 kDa - 10 kDa e < 3 kDa de peptideos. Concentracdo
de 4 mg.mL1. Os simbolos (+) e (-) indicam a presenca ou auséncia de inibicdo do
crescimento microbiano, respectivamente.

Micro-organismos

Fracdo 3 kDa-10 kDa

URM URM URM URM URM

6018 6629 5848 4133 4146
Enterococcus faecalis - - - - -
Bacillus subtilis - + + + -
Staphylococcus aureus - - + - +
Escherichia coli + + + + +
Pseudomonas
aeruginosa * * * * *
Klebsiella pneumoniae + + + + +
Micro-organismos Fracdo < 3 kDa

URM URM URM URM URM

6018 6629 5848 4133 4146
Enterococcus faecalis - - - - -
Bacillus subtilis - - - + +
Staphylococcus aureus - - - - -
Escherichia coli - - + + -
Pseudomonas
aeruginosa ) * ) * *
Klebsiella pneumoniae - + + - +

Tabela 9 — Atividade sequestradora dos radicais ABTS e DPPH em (%), das fracdes
de peptideos com massas moleculares entre 3 kDa-10 kDa e < 3 kDa, hidrolisadas a
partir de caseina caprina (Relacdo E/S = -1, Temperatura = +1 e Tempo = +1).
Concentracéo de 4 mg.mL™.

3 kDa-10 kDa <3 kDa
Fungo ABTS (%) DPPH (%) ABTS (%) DPPH (%)
URM 6018 99,42+0,14 25,63+0,95 77,38+0,84 19,27+0,98
URM 6629 99,66+0,22 21,43+0,26 82,14+0,68 16,81+0,39
URM 5848 100,00£0,00 32,21+0,28 89,67+0,22 16,98+0,55
URM 4133 99,18+0,08 29,5240,35 73,52+0,17 14,19+0,43
URM 4146 99,37+0,06 29,23+0,76 89,86+0,37 15,72+0,85
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Tabela 10 — Atividade de inibicdo da enzima conversora de angiotensina (ECA) em
%, a partir de hidrolisados da caseina caprina (Relacdo E/S = -1, Temperatura = +1 e
Tempo = +1). Concentracdo de 1 mg.mL™.

Fungo 3 kDa-10 kDa <3 kDa
URM 6018 - -
URM 6629 - -
URM 5848 10,56+0,02 19,47+0,06
URM 4133 7,36+0,06 15,91+0,01

URM 4146 - -
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FIGURAS

Figura 1 — Grau de hidrolise da caseina caprina utilizando as proteases produzidas
pelos fungos Penicillium decumbens URM 6018, Aspergillus viride-nutans URM 6629,
Mucor guilliermondii URM 5848, Mucor subtilissimus URM 4133 e Mucor sp. URM

4146, no planejamento fatorial 2.
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Figura 2 — Graficos de Pareto dos efeitos estimados para as variaveis no GH da
caseina caprina hidrolisada pelas proteases produzidas pelos fungos Penicillium
decumbens URM 6018 (A), Aspergillus viride-nutans URM 6629 (B), Mucor
guilliermondii URM 5848 (C), Mucor subtilissimus URM 4133 (D) e Mucor sp. URM
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Figura 3 — Gel de Tricina-SDS-PAGE 15,4% da caseina caprina, hidrolisada em
funcdo do tempo e da temperatura, ao pH 6,5, por protease do Penicillium decumbens
URM 6018. Onde, PM (Padrdo Molecular), CCNH (Caseina Caprina Nao Hidrolisada),

sendo os numeros 1-12 correspondentes aos ensaios do planejamento fatorial 23.
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Figura 4 — Gel de Tricina-SDS-PAGE 15,4% da caseina caprina, hidrolisada em
funcdo do tempo e da temperatura, ao pH 6,5, por protease do Aspergillus viride-
nutans URM 6629. Onde, PM (Padrdo Molecular), CCNH (Caseina Caprina N&o
Hidrolisada), sendo os numeros 1-12 correspondentes aos ensaios do planejamento
fatorial 23.
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Figura 5 — Gel de Tricina-SDS-PAGE 15,4% da caseina caprina, hidrolisada em
funcdo do tempo e da temperatura, ao pH 6,5, por protease do Mucor guilliermondii
URM 5848. Onde, PM (Padrao Molecular), CCNH (Caseina Caprina Nao Hidrolisada),
sendo 0s numeros 1 12 correspondentes aos ensalos do planejamento fatorial 23.
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Figura 6 — Gel de Tricina-SDS-PAGE 15,4% da caseina caprina, hidrolisada em
funcdo do tempo e da temperatura, ao pH 6,5, por protease do Mucor subtilissimus
URM 4133. Onde, PM (Padréao Molecular), CCNH (Caseina Caprina Nao Hidrolisada),
sendo os numeros 1- 12 correspondentes aos ensaios do pIaneJamento fatorial 23.
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Figura 7 — Gel de Tricina-SDS-PAGE 15,4% da caseina caprina, hidrolisada em
funcdo do tempo e da temperatura, ao pH 6,5, por protease do Mucor sp. URM 4146.
Onde, PM (Padrdo Molecular), CCNH (Caseina Caprina N&o Hidrolisada), sendo os

nameros 1-12 correspondentes aos ensaios do planejamento fatorial 23.
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CAPITULO llII:

Purificacdo, caracterizacdo bioquimica, parametros cinéticos e
termodinamicos de uma nova serina protease de Mucor
subtilissimus URM 4133
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Resumo: Para o aumento da producdo enzimatica foi utilizado planejamento
estatistico fatorial 2. A atividade proteolitica variou entre 0,814 e 8,943 U.mL®. A
protease foi purificada em sistema FPLC e apGs analise por SDS-PAGE e zimografia,
apresentou uma massa molecular de aproximadamente 30 kDa. A caracterizagao
bioquimica da enzima revelou uma capacidade de desempenho da atividade catalitica
em todas as faixas de pH testados, tanto acidos, quanto alcalinos (acima de 80% de
atividade residual). No entanto, a enzima se mostrou sensivel a temperaturas mais
elevadas com atividade residual de 51,2% ap0s 24 horas aos 40 °C e foi desnaturada
logo apdés uma hora em temperaturas acima de 60 °C. A protease ndo apresentou
influéncias significativas de ions (mono ou bivalentes) nem de substancias orgéanicas,
mas, foi completamente inibida pelo fluoreto de fenilmetanosulfonil (PMSF), se
tratando portanto de uma serina protease. Para 0os parametros cinéticos de hidrolise
do substrato azocaseina a serina protease apresentou valor de Km = 2,35 mg
azocaseina.mL! e de Vmax = 333,33 U.mg proteinat. Também foram avaliados

parametros termodinamicos de ativagdo como Ea e Qio e de desnaturagdo térmica
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irreversivel como tu2 e valor D além da entalpia (AH), entropia (AS) e energia livre de
Gibbs (AG) para ambos os casos. Nao foram encontradas sequéncias peptidicas
compativeis com esta enzima de Mucor subtilissimus URM 4133 ap0s analise por

MALDI-TOF, o que sugere se tratar de uma nova enzima.

Palavras-chave: fungo filamentoso, enzima proteolitica, desnaturacéo térmica

1. INTRODUCAO

Uma das principais areas de pesquisa da biotecnologia atual esta relacionada
com a producdo de enzimas. Estas moléculas sdo consideradas catalisadores
biolégicos que apresentam uma alta especificidade de reacdo com relacdo ao
substrato. Sua atuacdo esta associada também ha fatores como, temperatura, pH e
presenca de ions metalicos. Como exemplo destas enzimas tem-se as proteases ou
peptidases, responsaveis por catalisar a clivagem das ligacdes peptidicas de
proteinas e em alguns casos, também podem apresentar atividade auto-proteolitica
(MAGESWARI et al., 2017).

As serina proteases, correspondem a maior familia de proteases existentes e
estdo envolvidas em diversos processos fisioldgicos. Seu sitio catalitico apresenta
residuos de histidina, serina e acido aspartico. Funcionalmente, participam de reacdes
pos-transducionais das cadeias polipeptidicas e atuam em sua maioria, como
endopeptidases na ativacdo de zimogénios, como € o caso da tripsina (PAGE; DI
CERA, 2008).

As proteases podem ser utilizadas em diferentes tipos de industrias, para as
mais variadas aplicacbes, como em produtos farmacéuticos, detergentes,
processamento de alimentos, producdo de lacteos, cerveja, couro, téxtil,
biorremediacao, entre outras. Dessa forma, as proteases séo consideradas como as
principais enzimas produzidas comercialmente no mundo. Cerca de dois tergos destas
enzimas, sdo produzidos por micro-organimos como fungos, bactérias e leveduras
(DADSHAHI et al., 2016; FARHADIAN; ASOODEH; LAGZIAN, 2015).

A vantagem na utilizacdo de micro-organismos como fonte de producdo de
proteases ocorre devido ao maior rendimento nos processos de purificacdo, em
conjunto com uma diversidade de propriedades bioquimicas e cataliticas. Neste
sentido, fungos filamentosos pertencentes ao género Mucor sdo muito utilizados em

diversos processos industriais em alimentos, principalmente no processamento de
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derivados lacteos. Estes fungos sdo considerados como micro-organismos
tecnologicos essenciais na obtencdo de caracteristicas especificas destes produtos,
como, aspecto, textura e qualidades sensoriais (HERNANDEZ-MARTINEZ et al.,
2011; MORIN-SARDIN, et al., 2017).

O vasto uso de proteases por diferentes inddstrias estimula as pesquisas para
a busca destas enzimas com novas propriedades e, possibilita avangos significativos
no processamento, preparacdo, armazenamento e aplicagdo dos produtos. Dentro
deste cenario, a possibilidade de producéo e aplicacdo de proteases em temperatura
ambiente, sem que seja necessario o aumento dos custos de producdo com energia,
para gerar calor, € de extrema importancia industrial (MAGESWARI et al., 2017).

Um dos principais aspectos que deve ser levado em consideracdo para a
producdo e comercializacdo de enzimas corresponde as etapas de purificacdo da
molécula de interesse. Para a determina¢do da sequéncia de aminoacidos, ou de sua
estrutura tridimensional, é necessario que a enzima esteja completamente pura. Além
disso, para a aplicacdo de enzimas em diferentes processos industriais, € importante
0 conhecimento de parametros cinéticos e termodinamicos, como Vmax, Km, Kcat € Ea
(YADAV et al., 2015).

No presente estudo, sdo apresentados os processos de producgéao, purificagao
e caracterizacdo bioquimica, bem como, os parametros cinéticos e termodinamicos
de uma nova serina protease extracelular, produzida pelo fungo filamentoso Mucor
subtilissimus URM 4133.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Micro-organismo

O fungo filamentoso Mucor subtilissimus URM 4133 foi disponibilizado pela
Micoteca URM do Departamento de Micologia/Centro de Biociéncias da Universidade
Federal de Pernambuco. Na literatura este micro-organismo é descrito como produtor
de protease e nao apresenta producédo de micotoxinas. Este fungo foi mantido em
tubo de ensaio que continha o meio de cultura agar extrato de malte e repicado a cada
trinta dias. O meio de cultura utilizado para esporulacéo foi o batata dextrose agar
(BDA).

2.2. Producéao de protease
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Em frascos Erlenmeyers com capacidade para 125 mL, foi realizado
planejamento fatorial completo 24 (Tabela 1) com o propoésito de avaliar as melhores
condi¢cbes e os fatores que influenciam a producéo de protease pelo fungo Mucor
subtilissimus URM 4133. O indculo foi padronizado a 10® esporos.mL™. A producéo
enzimatica ocorreu em sistemas de fermentacdo submersa durante 96 horas. O
extrato enzimatico bruto foi obtido por meio de filtracdo em papel de filtro. A atividade
proteolitica foi utilizada como variavel resposta e analisada pelo programa Statistica
8.0. As diferencas estatisticamente significativas (P < 0,05) foram identificadas pelo

meétodo de Tukey com a utilizacdo do software SPSS.

2.3. Atividade proteolitica e proteina total

A atividade proteolitica foi realizada de acordo com o método descrito por
Leighton et al. (1973), que utilizaram a azocaseina 1% (m/v), diluida em tampao Tris-
HCI 0,2 M, pH 7,2, como substrato. Para a reacao, 60 uL do extrato enzimatico foram
adicionados a 100 yL de substrato e a mistura reacional foi incubada na auséncia de
luz durante 1 hora. Posteriormente, 480 pL de &cido tricloroacético 10% (m/v) foram
adicionados e os ensaios centrifugados durante 5 minutos a 3000 x g e 4 °C. Logo
apos, 320 uL do sobrenadante foram misturados a 560 uL de hidroxido de sédio 1 M.
A atividade enzimética foi definida como a variagéo de 0,01 da absorvancia a 440 nm
durante uma hora. As dosagens enzimaticas foram expressas em U.mL™, e todos os
ensaios realizados em triplicata.

Para determinar as proteinas totais das amostras foi utilizado o método descrito
por Bradford (1976). Neste caso, 50 yL do extrato enziméatico, foram adicionados a 1,5
mL do reagente de Bradford. A curva de calibragéo foi realizada com soro albumina
bovina (BSA) como padréo, processada em uma gama de concentracdes (10-1000
ug.mL1). Estas solucdes foram submetidas a leitura em espectrofotébmetro a 595 nm.
As dosagens de proteina foram expressas em mg.mL! e todos os ensaios realizados

em triplicata.

2.4. Eletroforese SDS-PAGE e Zimograma

As andlises de eletroforese SDS-PAGE tanto do extrato bruto, quanto das
aliquotas da enzima purificada, foram realizadas de acordo com o método descrito por
Laemmli, (1970). As amostras foram liofilizadas, concentradas 10 vezes e

ressuspendidas em tampéo (2X Laemmli Sample Buffer) da Bio-Rad Laboratories. O
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gel de empilhamento foi composto por 3% de poliacrilamida em tampéao Tris-HCI 0,125
M pH 6,8 e o gel de separacdo 10% em tampéao Tris-HCI 0,37 M, pH 8,8. O padrao de
massa molecular (SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Broad Range) da Bio-Rad
Laboratories foi composto por miosina (200 kDa), B-galactosidase (116,25 kDa),
fosforilase b (97,4 kDa), albumina sérica (66,2 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase
carbonica (31 kDa), inibidor de tripsina (21,5 kDa), lisozima (14,4 kDa) e aprotinina
(6,5 kDa). A corrida das amostras no gel foi realizada a 150 V durante 100 minutos.
As bandas foram reveladas através do processo de coloracdo com nitrato de parata.

A atividade enzimética foi detectada por técnica de zimografia, segundo o
método de Egito et al. (2007) em condi¢cBes ndo desnaturantes. A eletroforese SDS-
PAGE foi realizada mediante géis de poliacrilamida que continham 1% de caseina
como substrato enzimatico. Para esta finalidade, a amostra purificada também foi
liofilizada, concentrada 10 vezes e ressuspendida em tampao (Zymogram Sample
Buffer) da Bio-Rad Laboratories. Apds a migracao eletroforética o gel foi lavado com
Triton X-100 2,5% por 30 min. a 4 °C. A reacdao de hidrélise foi realizada no interior do
gel durante a incubacéo a 37 °C por 48 horas em um banho de Tris-HCI 0,05 M, pH
7,5. Posteriormente, a detec¢cdo das proteases, ocorreu através da solugdo corante
composta por 40% (v/v) de etanol, 10% (v/v) de acido acético e 0,1% (m/v) de
Coomassie Briliant Blue (Sigma Aldrich), durante 60 minutos. Logo apds, foi
adicionado a solucdo descorante composta por 30% (v/v) de etanol e 7,5% (v/v) de

acido acético até o surgimento de bandas transltcidas.

2.5. Purificacéo da protease

Para a purificacdo da enzima, utilizou-se o sistema FPLC (Fast Protein Liquid
Chromatography - Akta Purifier 900 GE Healthcare) e o processo foi divido em duas
etapas. Na primeira etapa, foi acoplado ao sistema FPLC uma coluna HiTrap DEAE
FF, 1ImL (HiTrap IEX Selection Kit — GE Healthcare), e utilizado como eluente A o
tampéo Tris-HCI 20 mM pH 8,5 e, como eluente B, o tampéao Tris-HCI 20 mM pH 8,5
com 1 M de NaCl. Este processo foi relizado com gradiente linear e fluxo de 1 mL.min"
1 O extrato parcialmente purificado foi liofilizado e concentrado 2 vezes por
ressuspensao em tampao Tris-HCI 20 mM pH 8,5, com 100 mM de glicina.

Para a segunda etapa de purificacao, foi feito uso de uma coluna Superdex 75
10/300 GL (GE Healthcare) de exclusao molecular. Nesse caso, o tampao Tris-HCI 20

mM pH 8,5 com 100 mM de glicina foi utilizado como unico eluente com um fluxo de
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0,5 mL.min! e um fracionamento de 0,5 mL por microtubo. Posteriormente, foi
realizada eletroforese SDS-PAGE, como descrito no item 2.4., com 0 objetivo de

verificar o grau de pureza do processo.

2.6. Caracterizacado bioquimica da protease
2.6.1. Temperatura e pH 6timos

Para a realizacdo dos ensaios de pH 6timo, o substrato reacional azocaseina
foi diluido nos seguintes tampdes: citrato — fosfato 0,2 M (pH: 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0;
7,5 e 8,0); Tris — HCI 0,2 M (pH: 7,5; 8,0; 8,5 e 9,0) e carbonato — bicarbonato 0,2 M
(pH: 8,5; 9,0; 9,5; 10,0 e 10,5). A atividade proteolitica foi realizada para cada pH.
Posteriormente, para o estudo da temperatura Otima da protease purificada, o
substrato foi utilizado no pH 6timo obtido na analise anterior e a atividade proteolitica
realizada em uma faixa de temperatura que variou entre 30 °C e 80 °C. As atividades

enzimaticas foram expressas em atividade relativa (%).

2.6.2. Estabilidade a temperatura e ao pH

Para verificar a estabilidade térmica da protease, a enzima purificada foi
incubada nas temperaturas entre 30 °C e 70 °C. E para a estabilidade ao pH, a enzima
foi diluida (1:1 v/v) nos mesmos tampdes utilizados para o estudo do pH 6timo. Em
ambos 0s casos a estabilidade da protease foi avaliada ao longo do tempo, portanto,
foram aliquotadas amostras no periodo de 0, 1, 2, 8 e 24 horas.

O monitoramento da atividade proteolitica, tanto para o estudo de estabilidade a
temperatura, quanto para o estudo de estabilidade ao pH, foi avaliado incubando-se
as aliquotas retiradas em seus respectivos tempos, nas condi¢cdes de temperatura e
pH 6timo obtidos anteriormente. As atividades enziméticas foram expressas em

atividade residual (%).

2.6.3. Efeito de ions metalicos, compostos organicos e inibidores na
atividade proteasica
Para avaliar a interferéncia dos ions metéalicos sobre a atividade proteasica,
foram utilizados sais nas concentrac¢des finais de 1 mM e 5 mM, que continham os
seguintes ions metalicos: K*, Mg?*, Ca?*, Fe?*, Cu?*, Mn?*, Cd?*, Hg?*, Ag*, Co?*. Com
relacdo aos inibidores, substancias especificas, conhecidas como inibidoras de

protease, foram testadas. Deste modo, os seguintes inibidores especificos de
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protease foram utilizados, nas concentracdes finais de 0,5 e 1 mM: fluoreto de
fenilmetanosulfonil (PMSF), um inibidor de serina-proteases; acido etilenodiamino
tetra acético (EDTA), que apresenta acao de inibicio em metalo-proteases;
pepstatina-A, com inibicdo para aspartico proteases e o inibidor E-64, utilizado na
inibicéo de cisteino-proteases.

Além disso, substancias organicas como o dodecil sulfato de sédio (SDS) Triton
X-100, Tween-20, Tween-80, B-mercaptoetanol e DMSO, foram utilizadas nas
concentracdes finais de 0,1% e 0,25% (m/v) e analisadas para verificar se causam

interferéncia na atividade enziméatica.

2.7. Determinacao dos parametros cinéticos Km € Vmax

Azocaseina (tampéao Tris-HCI 0,2 M, pH 8,5) foi utilizada como substrato, em
uma gama de concentracdes que variou de 1 — 20 mg.mL*?, para determinar os
parametros cinéticos Vmax € Km da protease produzida por Mucor subtilissimus URM
4133. Os ensaios de atividade proteolitica foram realizados a 45 °C. Tanto a
velocidade méaxima (Vmax), quanto a constante de Michaelis-Menten (Km) foram
obtidas por meio da equacéao de Lineweaver-Burk (equacao 1), plotando-se um gréfico
de regressao linear a partir das velocidades de reacao nas diferentes concentragdes
de substrato.

1 Ky 1 1

VO Vmax [S] Vmax

(1)

A constante catalitica (kcat), que representa quantas moléculas do substrato uma
enzima consegue catalisar por segundo. E também é conhecida como turnover
number, foi calculada de acordo com a equacao 2. Além disso, a eficiéncia da enzima

em converter 0 substrato, mesmo em baixas concentracfes, em produto, foi

kcat

representada de acordo com o quociente da divisdo entre

m

Vmax
kear = W (2)

Onde [E], é a concentracdo de enzima em mg.mL™.

2.8. Energia de ativagao e coeficiente de temperatura (Q1o)
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Para a determinagéo da energia de ativagéo (Ea), a enzima foi incubada com
1% (m/v) de azocaseina em tampéo Tris-HCI 0,2 M, pH 8.5 e a temperatura variou
entre 30 — 45 °C. A lei de Arrhernius foi utilizada para considerar a dependéncia das
constantes de velocidade com a temperatura, sendo Ea calculada a partir da inclinagcéo
do grafico de In (atividade proteasica) versus 1000/T. Onde, Ea = - slopexR, R
corresponde a constante universal dos gases (8,314 J.K1.mol™) e T é a temperatura
absoluta em Kelvin (K) (CASTRO et al., 2015).

O efeito da temperatura sobre a taxa de reacdo foi expresso em termos de
coeficiente de temperatura (Qio0), que corresponde a taxa de aumento da reacao
enzimatica com o aumento da temperatura a cada 10 °C. Este coeficiente foi
determinado pela equacao 3, sugerida por Dixon e Webb (1979).

Q10 = AntilogE = (E, X 10/RT?) (3)

Onde E é igual a energia de ativacéo (Ea).

2.9. Termodinamica da reacao enzimatica

Os parametros termodinamicos para a compreensdao do comportamento
reacional da protease antes do seu estado de desnaturacdo foram calculados
segundo Javed et al., (2009) com a utilizacdo da equacéo de taxa absoluta de Eyring
(equacao 4), derivada a partir da teoria do estado de transicdo (EYRING; STEARN,
1939).

kear = (kaT) X e(%) X e(%) 4)

Onde, ko corresponde a constante de Boltzmann (1,38x102 J.K%); T é
equivalente a temperatura absoluta em Kelvin (K); h compreende a constante de
Planck (6,626x10-3* Js); R é a constante universal dos gases (8,314 J.K*.mol?); AH"
€ a entalpia de ativagdo e AS" a entropia de ativacgéo.

Para os célculos da entalpia de ativagdo (AH"), entropia de ativagédo (AS") e
energia livre de ativacdo de Gibbs (AG"), do sistema de reacdo enzimatica, foram
utilizadas as seguintes equacoes:

AH* = E, — RT (5)

kcath

AG* = —RTIn®oxT

(6)
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_ (AH*-AGY)
- T

AS* (7)
Além disso, a energia livre de ligacdo com o substrato (AG’e-s) e da formacao
do estado de transi¢cao (AG’e.t), que indicam se a conversao espontanea do substrato

em produto requer uma baixa energia ou ndo, foram calculadas utravés das seguintes

derivacoes:
AGj_s = —RTIn(=) (8)
AG)_p = —RTln(l;C::) (9)

2.10. Determinacdo dos paradmetros cinéticos e termodindmicos de
inativacao térmica

O estudo de inativagcdo térmica da serina protease purificada do fungo Mucor
subtilissimus URM 4133 foi realizado na auséncia do substrato. A enzima foi incubada
em tampao Tris-HCI (20 mM, pH 8,5) em varias temperaturas (40 °C a 60 °C) e as
aliquotas retiradas nos tempos 0, 1, 2, 8 e 24 horas e imediatamente arrefecidas em
banho de gelo durante 30 minutos. A atividade residual da amostra foi determinada
com o substrato padrdo (azocaseina) dentro das condicbes de pH e temperatura
otimos.

O valor da constante de velocidade de desativacao (kq) foi expressa como um
decaimento exponencial e encontrada plotando In (A/Ao) versus o tempo. A energia
de desnaturacdo (Ed) foi determinada pelo grafico de Arrhenius, plotanto In (kd) em
funcdo de 1000/T em Kelvin (ABDEL-NABY et al., 2017).

O tempo aparente de meia-vida da enzima, definida como o tempo em que a
atividade residual atinge 50%, foi estimado pela relacédo de 0,693/kd. O tempo de
reducdo decimal (valor D), definido como o tempo requerido para a reducdo de 90%
ou um-log 10 da atividade enzimatica inicial em uma determinada temperatura, esta
relacionado com a constante de desativacao (kd) e foi calculado como mostrado na
equacao 10:

D = 2,303/k, (10)



101

A termodindmica de desnaturacdo enzimatica foi determinada através do
rearranjo da equacdo de taxa absoluta de Eyring, derivada da teoria do estado de

transicdo, como mostrado na equacao 11:

—AH 4 ASgq

Ky = (%20) () x Y (11)

Onde AHd, AGd € AS4 de desnaturacdo, foram calculados pela aplicagédo das
equacdes 5, 6 e 7, com as modificacbes que na equacao 5, Eq foi usado ao invés de

Ea, assim como na equacao 6, kd, foi usado no lugar de Kcat.

2.11. Prospeccdao peptidica por espectrometria de massa (MALDI-TOF)

A andlise da sequéncia peptidica da protease foi realizada por espectrometria
de massa MALDI-TOF/TOF (4800 Plus, SCIEX). Para isto, a amostra foi preparada
segundo a metodologia proposta por Osério e Reis (2013). A banda do gel que
continha a enzima purificada foi submetida ao processo de digestdo com tripsina.
Posteriormente, a amostra foi enriquecida por cromatografia em C18 de fase reversa
(ZipTips, Millipore) seguindo as instru¢cdes do fabricante e eluida na placa de MALDI
com a solucao de eluicdo do acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico da matriz MALDI a 8
mg.mL* em 50% de acetonitrila (ACN), 0,1% de &cido trifluoroacético (TFA) e fosfato
de ambnio 6 mM. Os espectros de massa das sequéncias foram adquiridos em modo
reflector positivo na faixa de massa de m/z 700-5000. Os picos com maior intensidade
foram selecionados para o sequénciamento peptidico por MS/MS. As proteinas foram
identificadas pela abordagem Peptide Mass Fingerprint + MS/MS com o software
Mascot (v2.5.1, Matrix Science) usando o banco de dados da sequéncia de proteina
UniProt para a selecdo taxondmica Mucoromycota (versdo 2017 _08). As
configuracdes de pesquisa de proteinas foram a oxidacao da metionina (modificacéo
variavel), zero clivagens perdidas e tolerancia maxima de erro de 50 ppm (MS) e 0,5
Da (MS/MS). As pontuacdes de proteinas superiores a 67 foram consideradas

significativas (p <0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Producéao de protease

Os resultados experimentais obtidos a partir da utilizagédo de planejamento
fatorial completo 24 (Tabela 2), mostraram que o ensaio 9 foi estatisticamente diferente
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dos demais e apresentou a melhor combinacdo de variaveis para a producdo de
protease para o fungo Mucor subtilissimus URM 4133, com valor maximo de atividade
proteolitica de 8,943+0,220 U.mL*. Este resultado foi maior que os encontrados por
Yegin, Goksungur e Fernandez-Lahore (2012), que trabalharam com a producéo de
protease a partir de Mucor mucedo DSM 809, por meio de fermentacédo submersa em
meio composto por caseina, glicose e uma solugdo de minerais com fosfato de
potassio monobasico e atingiram uma producéo de 5,4+0,8 U.mL1. J& Merheb-Dini et
al. (2010), trabalharam com a producéo de uma protease coagulante a partir do fungo
Thermomucor indicae-seudaticae N31 e obtiveram atividade proteolitica maxima de
2,6+0,1 U.mL™.

A andlise de variancia mostrou que apenas a interacdo entre o farelo de trigo e
o fosfato monobasico de potassio, nao foi significativa (Tabela 3). O ajuste do modelo,
medido pelo coeficiente de determinacgéo (R?), apresentou valor de 0,9997 e R2ajuste =
0,9993. Isso indica que 99,99% da variagdo total da producdo de protease foi
explicada pelo modelo estatistico e a falta de ajuste nao foi significativa.

Uma menor temperatura no processo de fermentacéo foi determinante para o
aumento da producdo de proteases, conforme ilustrado na Figura 1. A variavel
apresentou um efeito extremamente negativo (-368,94) e foi o principal fator de
influéncia na producao da enzima. Este comportamento pode ser explicado devido ao
fato de que, em geral, as condicdes 6timas para o crescimento de espécies de fungos
filamentosos do género Mucor spp. encontram-se em temperatura ambiente em torno
de 25 °C (DANTIGNY; GUILMART; BENSOUSSAN, 2005). Além disso, Morin-Sardin
et al. (2016), apresentaram resultados de temperatura 6tima para crescimento de
diversas espécies de Mucor entre 21,4 °C e 29,2 °C e temperatura maxima entre 25,8
°C e 40,9 °C.

Nascimento et al. (2015), trabalhando com planejamentos estatisticos para a
otimizacao da producgéo de protease sintetizada por Acremonium sp. L1-4B, utilizaram
como planejamento de primeira ordem um fatorial 23 e obtiveram resultados bastante
dispares entre 0s ensaios, com atividades proteoliticas que variaram entre 0,07+0,00
U.mL* e 191,32+0,00 U.mL. Isso mostra que um planejamento deste tipo, ja resulta
em influéncias significativas na producdo da enzima, uma vez que possibilita a
observacdo de quais variaveis apresentam influéncia direta sobre a sintese

enzimaética.
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3.2. Purificacéo da protease

O perfil eletroforético por SDS-PAGE das proteinas presentes no extrato bruto
do fungo Mucor subtilissimus URM 4133, revelou a presenca de bandas densas com
massa molecular que variou entre 10 kDa e 40 kDa aproximadamente (Figura 2A). Os
procedimentos de purificagéo em sistema FPLC foram eficientes relacionados ao grau
de pureza como pode ser observado nas Figura 2B e na Tabela 4. A técnica de
zimografia também revelou que a protease do fungo URM 4133, apresenta massa
molecular de aproximadamente, 30 kDa (Figura 2C).

A diversidade de enzimas proteoliticas presentes em extratos de origem fungica
estimula diretamente a busca de novas proteases a partir da utilizacao destes micro-
organismos. Nascimento et al. (2016), trabalharam com o fungo Mucor subtilissimus
UCP 1262 e relataram a producéo de uma protease fibrinolitica com massa molecular
de 97 kDa. Enquanto que, Yadav et al. (2015), trabalhando com o fungo Aspergillus
flavus MTCC 9952, observaram a presenca de uma serina protease com massa
molecular de 38 kDa. Isto demonstra a variedade de enzimas proteoliticas que podem

ser produzidas por diferentes espécies fungicas.

3.3. Caracterizacao bioquimica da protease purificada
3.3.1. Efeito do pH na atividade enzimética e estabilidade

O efeito do pH, utilizando sistema tamp&o na atividade da protease, sugere que,
o intervalo de pH influenciou a atividade enzimatica e ndo a composicdo do tampao.
O maior valor de atividade relativa foi obtido em pH 8,5 (100%+0,00) em tampao
carbonato — bicarbonato. No entanto, pode-se observar na Figura 3A que a protease
apresentou resultados satisfatérios ao longo de toda a faixa de pH, com menor
atividade para pH 5,0 (61,56%=+0,60) em tampao citrato — fosfato.

Yegin, Goksungur e Fernandez-Lahore (2012), a partir do fungo Mucor mucedo
DSM 809, obtiveram uma protease acida, com pH 6timo de 5,0 e com inativacéo da
protease no pH 7,0. Sethi et al. (2016), trabalharam com producé&o de protease a partir
de Aspergillus terreus NCFT4269.10 e também observaram um pH o6timo de 5,0. Ja
Salihi, Asoodeh e Aliabadian (2017), com o fungo filamentoso Aspergillus oryzae
CHO93, detectaram a produc¢éo de uma protease alcalina com pH 6timo de 8,0. Desta
forma, pode-se constatar que a protease produzida pelo micro-organismo do presente
trabalho, apresenta bom desempenho para atividade proteolitica em largas faixas de

pH, tanto acidas, quanto alcalinas.



104

Com relacao ao estudo de estabilidade ao pH, a protease foi estavel em todos
os tampdes testados ao longo de toda a faixa de pH utilizada, mesmo apo6s 24 horas
de incubacao (Figura 3B), permanecendo acima de 80% de atividade residual e com
menor atividade registrada em pH 10,5 (81,88%+0,84) tampdo carbonato -
bicarbonato. Desta forma, com relacdo ao pH, a biomolécula em questao possibilita a
sua manipulacao tanto em faixas acidas, quanto alcalinas sem perda consideravel de
atividade proteolitica.

Fernandez-Lahore et al. (1999), apresentaram como melhores resultados para
a estabilidade de uma protease sintetizada por Mucor sp. na faixa de pH entre 3,0 e
6,0. Shirasaka et al. (2012), a partir de protease produzida pelo Aspergillus oryzae
KSK3A, observaram apos 4 horas de incubacdo em uma faixa de pH entre 3,0 e 11,0,
melhor atividade residual entre os pHs 5 e 9. As atividades permaneceram acima dos

40% e ndo houve desnaturagdo enzimatica.

3.3.2. Efeito da temperatura na atividade enzimatica e estabilidade

A protease purificada de Mucor subtilissimus URM 4133 foi ativa acima dos 50%
na faixa de temperatura entre 30 °C — 55 °C, com maxima atividade aos 45 °C
(100%=0,00). Entretanto, pode-se observar na Figura 4A que temperaturas mais
elevadas, superiores a 60 °C comprometem o desempenho da enzima, uma vez que
ha perda significativa de sua atividade, com minimo de 12,26%z=0,73 aos 80 °C.

Nascimento et. al (2016) trabalharam com uma protease com capacidade
fibrinolitica produzida pelo Mucor subtilissimus UCP 1262 e observaram condicfes de
temperatura 6tima de 35 °C. Yadav et al. (2015), trabalharam com proteases
sintetizadas por Aspergillus flavus MTCC 9952 e obtiveram temperatura 6tima de
atividade proteédsica aos 40 °C. Ja Merheb-Dini et al. (2010), com o Thermomucor
indicae-seudaticae, um fungo filamentoso termdéfilo, obtiveram a producdo de uma
protease com temperatura 6tima um pouco mais elevada, de 65 °C.

O estudo de estabilidade térmica da protease purificada revelou que a maior
atividade residual observada ocorreu aos 35 °C apos 1 hora. Pode-se constatar na
Figura 4B, que apos o periodo de 24 horas de incubacédo, a protease apresentou
51,19% de atividade aos 40 °C. A enzima foi desnaturada aos 70 °C apo0s 1 hora e
aos 65 °C apos 2 horas de incubacdo. Além disso, a partir de 50 °C as enzimas

perderam atividade consideravelmente apds 8 horas. Dessa forma, a enzima pode ser



105

considerada como termoldbel, ou seja, que ¢é inativada quando exposta a
temperaturas mais elevadas.

Resultados semelhantes foram obtidos por Areces et al. (1992) para a protease
do Mucor bacilliformes, uma espécies mesofilica, que apresentou atividade residual
de 29% a 55 °C e de apenas 8% ap06s 30 minutos de incubacgéo a 60 °C. Nascimento
et al. (2015), trabalharam com uma protease sintetizada por Acremonium sp. L1-4B e
também observaram desnaturacdo enzimatica apos 3 horas de incubacéo a 50 °C.
Assim como a protease encontrada por Mandujano-Gonzalez et al. (2016), produzida

por Stenocarpella maydis, a qual também foi desnaturada aos 50 °C logo apdés 1 hora.

3.3.3. Efeito de ions metélicos, compostos organicos e inibidores

Foi avaliado o efeito de varias substancias sob a atividade da enzima purificada,
dentre elas, varios ions metalicos nas concentracdes de 1 mM e 5 mM, compostos
organicos (0,10% e 0,25%), assim como inibidores especificos para proteases (0,5
mM e 1 mM), como apresentado na Tabela 5. A concentragdo de 5 mM dos ions Mn?*,
Mg?* e K*, resultou em maior ativacdo da protease. Enquanto que, houve inibicdo
acentuada da atividade para os ions Hg?*, Ag*, e Co?*, para a concentracéo de 5 mM.
Resultados semelhantes foram encontrados por Yadav et al. (2015), que trabalharam
com uma serina-protease alcalina produzida por Aspergillus flavus MTCC 9952 e
também observaram ativacdo para ions dipositivos como Mn?* e Mg?* na maior
concentracéo e inibicdo da atividade proteolitica pelo mercurio. Efeitos positivos para
Mg?* e K* também foram encontrados por Farhadian, Asoodeh e Lagzian (2015), pela
serina protease sintetizada por Bacillus subtilis DR8806, assim como inibicdo pelos
fons Hg?* e Co?*.

Dentre os compostos organicos avaliados, o dodecil sulfato de sédio (SDS) foi
responsavel por inibicdo parcial da atividade apenas em sua maior concentracao.
Diferente do B-mercaptoetanol, uma substancia com acao desnaturante de proteinas,
que inibiu parcialmente a protease em ambas as concentracdes avaliadas (0,10% e
0,25%). Os surfactantes Triton X-100, Tween-20 e Tween-80, assim como o solvente
polar dimetilsulfoxido (DMSO), ndo apresentaram efeitos consideraveis na atividade
residual da enzima. De forma semelhante, uma serina protease produzida pelo fungo
Myceliophthora sp., apresentou reducgéo de 12% na atividade enzimatica para o Triton
X-100 e, reducdo de 80% na atividade proteolitica para o Tween-80, ambos
surfactantes n&o-idnicos e foi desnaturada em SDS (ZANPHORLIN et al., 2011).
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No estudo de inibidores enziméticos de proteases pode-se observar que a
enzima foi completamente inibida por fluoreto de fenilmetanosulfonil (PMSF), um
inibidor irreversivel para serina proteases, o que confere uma visao primaria sobre a
natureza da enzima e do seu sitio ativo e leva a concluir que esta protease purificada,
pertence a esta familia de enzimas. S&o retratados na literatura, outros tipos de
espécies de Mucor que secretam serina proteases, como a protease excretada pelo
fungo Mucor racemosus (DI SANTO et al., 1992) e a protease fibrinolitica produzida
pelo Mucor subtilissimus UCP 1262, utilizado por Nascimento et al. (2016).

3.4. Parametros cinéticos Km € Vmax

Para a estimativa dos parametros cinéticos Vmax € Km da protease purificada do
fungo Mucor subtilissimus URM 4133, os testes adicionais foram realizados a
temperatura de 45 °C e pH 8,5 e a concentragéo do substrato variou entre 1-20 mg.mL"
1. Os resultados foram plotados de acordo com o grafico do duplo reciproco
(Lineweaver-Burk) apresentado na Figura 5. A enzima mostrou seguir, com boa
correlagdo (R?=0,994), a cinética do tipo Michaelis-Menten com valores de Km= 2,35
mg azocaseina.mL? e Vmax = 333,33 U.mg proteina!, como pode ser observado na
Tabela 6. E dificil comparar estes resultados com os da literatura uma vez que, a
atividade enzimética depende do tipo de substrato utilizado. Nao ha relatos destes
parametros cinéticos para proteases de fungo do género Mucor com a utilizacao de
azocaseina como substrato. No entanto, Castro et al. (2015) que avaliaram a
aplicacao de diferentes substratos para a producao de proteases por Aspergillus niger,
obtiveram valores de Km que variaram entre 0,44 e 1,92 mg azocaseina.mL™? e Vmax
entre 42,74 e 344,83 U.g™.

3.5. Energia de ativacédo e coeficiente de temperatura (Qu1o)

A energia de ativacéo (Ea) da protease foi calculada com temperaturas entre 30
°C e 45 °C. O gréfico de Arrhenius (Figura 6) mostrou uma variacao linear com o
aumento da temperatura, 0 que sugere que a serina protease do Mucor subtilissimus
URM 4133 possui uma conformacao Unica até atingir a faixa de transicdo para a
desnaturacdo. A Ea apresentou um valor positivo de 30,13 kJ.mol* (R? = 0,9988), ou
seja, as reagOes de catdlise suprimem a desativagdo enzimatica até o ponto de
temperatura 6tima. Esse resultado indica que a quantidade de energia necessaria

para que ocorra a formacédo do complexo enzimatico de hidrolise da azocaseina, &
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relativamente baixa, tornando sua capacidade hidrolitica eficaz. Hernandez-Martinez
et al. (2011) trabalharam com serina protease produzida por Aspergillus fumigatus e
apresentaram valor de Ea= 62,0 kJ.mol?. J& Souza et al. (2015), trabalharam com
uma protease sintetizada pelo Aspergillus foetidus e observaram uma energia de
ativacdo de 19,03 kJ.mol™.

O efeito da temperatura na taxa de reacdo da serina protease do Mucor
subtilissimus URM 4133 apresentou valor de Qio= 1,11, para a temperatura de 40 °C.
O coeficiente de temperatura (Q10) € um parametro cinético utilizado para inferir se as
reacOes cataliticas sdo controladas pela temperatura, ou por outros fatores.
Geralmente, as reacdes enzimaticas mostram que o valor de Q1o varia entre 1 e 2. Um
desvio destes valores indica um envolvimento de outros valores além da temperatura
no controle da taxa de reacdo. Além disso, os valores de Q1o ndo parecem diferir
significativamente entre as classes de enzimas, mesmo as termofilicas (ELIAS et al.
2014).

3.6. Termodinamica da rea¢do enzimatica

Os parametros termodindmicos de hidrolise do substrato (azocaseina) para
serina protease purificada do fungo Mucor subtilissimus URM 4133 estédo
apresentados na Tabela 6. Resumidamente, a entalpia de ativagao (AH*) apresentou
valor de 27,53 kJ.mol* e a entropia de ativagdo (AS*) um valor negativo de -110,61
J.mol1.K1, Segundo Bhatti et al. (2007), a correlagcdo entre uma baixa entalpia e um
valor negativo para entropia, sugere a formacao de um estado de transicéo eficiente
e mais ordenado para o complexo enzima-substrato (ES*). Silva et al. (2017)
trabalharam com uma protease do fungo Aspergillus tamarii URM 4634 e obtiveram
valores para o AH* de 31,90 kJ.mol* e 13,90 kJ.mol?, nos extratos bruto e purificado,
respectivamente. Ja, Lima et al. (2011) estudaram a protease produzida por
Penicillium aurantiogriseum URM 4622 e observaram valor para a entalpia de ativagao
de 108 kJ.mol%, resultado muito elevado em comparacdo ao obtido no presente
trabalho.

Segundo Riaz et al. (2007) a dimenséao e viabilidade de uma reacao enzimatica
€ melhor avaliada através da mensuracdo da mudanca na energia livre de ativacao
(AG*) para a conversao de um complexo enzima-substrato em produto. Dessa forma,
baixos valores de AG* indicam que a conversao do estado de transicdo do complexo

enzima-substrato em produto foi mais espontanea. Sendo assim, os baixos valores
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apresentados no presente trabalho (Tabela 6), tanto para a energia livre de transicao
(AG*e-T), quanto para a energia livre de ligagao (AG*e-s), sugerem que a serina
protease produzida por Mucor subtilissimus URM 4133 necessita de uma baixa
guantidade de energia para a formacdo do complexo ativado (transicdo) e para a
ligacdo do substrato ao estado de transi¢cdo, consequentemente, apresenta uma boa

eficiéncia de catalise devido a rapida estabilizacdo do complexo ES*.

3.7. Parametros cinéticos e termodinamicos de inativacao térmica

Para a determinacdo dos parametros cinéticos e termodindmicos de inativagédo
térmica irreversivel da serina protease purificada, foram utilizados os dados obtidos
durante o estudo de estabilidade térmica enzimatica. Neste caso, o grafico de
Arrhenius (Figura 7) foi plotado entre as temperaturas de 40 °C e 60 °C. Como ja é
conhecido, o tempo de meia vida (ti2) corresponde ao tempo necessario para que a
atividade enzimatica reduza 50% da sua atividade catalitica inicial quando submetida
a uma determinada temperatura. Este parametro é muito importante para a utilizacéo
de uma enzima em nivel industrial, uma vez que, quanto maior seu valor, maior € a
termoestabilidade enzimatica. Os resultados cinéticos apresentados na Tabela 7
mostram que o ty2 diminuiu progressivamente, atrelado ao aumento da taxa especifica
de primeira-ordem da inativacdo térmica da protease (kd), com 0 aumento gradativo
da temperatura, o que significa que a desnaturacdo irreversivel € cada vez mais
expressiva. No presente trabalho, o menor valor de kq foi obtido para a temperatura
de 40 °C (0,0297 h't) e o maior valor aos 60 °C (0,7916 ht), apresentando tempos de
meia vida (t2) de 23,34 e 0,88 horas, respectivamente. Resultados semelhantes
foram obtidos por Castro et al. (2015), através da protease produzida por Aspergillus
niger, que apresentaram valores de ti2 = 1386,29 min, ou, 23,1 horas. J&a, Hernandez-
Martinez et al. (2011), observaram um ti2 de apenas 34 min. para a serina protease
produzida por Aspergillus fumigatus. Portanto, a serina protease purificada no
presente trabalho parece ser tdo termoestavel quanto, ou mais, que algumas
proteases citadas na literatura.

O tempo de reducédo decimal (valor D), definido como o tempo necessario para
a reducédo de 90% na atividade enzimatica inicial, corresponde a outro parametro que
pode ser utilizado para averiguar a resisténcia da enzima a inativacado térmica e

fornecer informacdes essenciais para a utilizagao industrial. Pode ser observado na
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Tabela 7 que na temperatura de 40 °C a enzima apresentou boa estabilidade, uma
vez que, sao necessarias 77,54 horas para reduzir sua atividade a 10% do valor inicial.

O gréfico de Arrhenius (Figura 8) de In(kd) vs 1/T permitiu estimar uma energia
de ativacdo para a desnaturacéo térmica (Ed) de 123,26 kJ.mol? (R? = 0,9844). Este
valor é superior aos encontrados por Silva et al. (2017) que apresentaram uma Eqd =
49,7 kJ.mol! para a protease presente no estrato bruto produzido pelo fungo
Aspergillus tamarii URM 4634 e Eq = 28,8 kJ.mol* para a sua forma purificada. E por
Lima et al. (2011) que obtiveram uma Ed = 107,4 kJ.mol?! para uma protease
colagenolitica produzida pelo fungo Penicillium aurantiogriseum URM 4622. Isso
indica uma maior termoestabilidade da serina protease purificada estudada no
presente trabalho. Além disso, pode-se perceber a partir destas comparacées, que a
variabilidade dos dados de Ed4 é muito grande, provavelmente devido a grandes
diferencas na fonte e na pureza das enzimas juntamente com os substratos utilizados.

Além disso, a estabilidade de uma proteina em determinada temperatura
corresponde ao resultado do equilibrio entre forcas estabilizadoras e
desestabilizadoras, que séo influenciadas por interacdo hidrofébicas e eletrostaticas,
ligacdo de hidrogénio e de disulfeto e pelo grau de dobramento da molécula (ORTEGA
et al., 2004). Dessa forma, a investigacdo de parametros termodindmicos como
entalpia (AH), entropia (AS) e energia livre (AG) da serina protease purificada do fungo
Mucor subtilissimus URM 4133 foi realizada para entender o comportamento desta
molécula em diferentes condicdes e os resultados estdo apresentados na Tabela 7. O
AH é visto como uma medida do numero de ligagdes ndo covalentes quebradas para
a formacdo de uma estado de transicdo para a inativacdo enzimatica. Em geral,
grandes valores de AH estdo associados a uma maior estabilidade da enzima
(OLUSESAN et al., 2011; BATISTA et al., 2014). O AHq4 apresentou valor de 123,63
kJ.mol* aos 40 °C e foi superior ao encontrado por Melikoglu, Lina e Webb (2013)
para protease sintetizada pelo fungo Aspergillus awamori que apresentou um AHq4 =
80,4 kJ.mol! para a mesma temperatura. JA Souza et al. (2015), a partir de uma
protease termofilica proveniente do Aspergillus foetidus, obtiveram valor de AHq4 =
311,39 kJ.mol* aos 55 °C. Isto comprova que, quanto maior o AH, maior a estabilidade
térmica da enzima.

A extensao do processo de desnaturacdo térmica da enzima também depende
da entropia de desnaturacédo (ASd) que expressa a quantidade de energia por grau

envolvida na transigcdo de um estado nativo para um estado desnaturado. O AS
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representa a variacdo na extensdo da desordem local entre estado de transigéo e
estado fundamental. Assim, um AS mais elevado implica um aumento no numero de
moléculas de proteina no estado ativo de transicdo e um aumento na desordem que
pode ser do sitio ativo da enzima ou da sua estrutura, o que equilave a principal forca
motriz no processo de desnaturagcdo por calor (MARANGONI, 2003; SINGH;
CHHATPAR, 2011; MELIKOGLU; LINA; WEBB, 2013). Os valores de ASq4 foram
positivos em todas temperaturas as quais a serina protease do Mucor subtilissimus
URM 4133 foi testada e variou entre 120,24 kJ.mol* e 124,82 kJ.mol™. Isto sugere um
maior estado de desordem no processo de transicdo. Valores positivos de ASq
também foram apresentados por Castro et al., (2015) para a protease de Aspergillus
niger (222,47 < ASq < 227,58 J.mol1.K?) e por Souza et al. (2015) para a protease
secretada por Aspergillus foetidus (599,59 < ASq < 610,49 J.mol1.K1). Olusesan et al.
(2011) indicam que, valores positivos para o AS4 sdo encontrados se a taxa limitante
da reacgdo for o desdobramento da proteina, com resultados moderadamente altos
para o AH e menores para o AG, o que esta de acordo com o presente trabalho.

A energia livre de Gibbs (AG) é outro importante parametro termodinamico e
inclui ambas contribui¢cdes relatadas anteriormente (entalpia e entropia). Desta forma,
pode ser considerada como uma ferramenta mais precisa e confiavel para avaliar a
estabilidade de uma enzima. Quanto menor ou negativo for o seu valor mais
espontaneo é o processo, ou seja, a enzima se torna menos estavel e a desnaturacéo
ocorre mais facilmente, sendo o inverso, verdadeiro (MARANGONI, 2003; GOHEL;
SINGH, 2012). De forma consistente com 0s demais parametros ja discutidos
anteriormente, a serina protease purificada a partir de Mucor subtilissimus URM 4133
apresentou valores positivos para a AGd (Tabela 7), que variaram entre 82,54 e 85,97
kJ.mol?! na faixa de temperatura estudada. Valores semelhantes foram obtidos por
Silva et al. (2017) para a protease purificada proveniente de Aspergillus tamarii URM
4634 (91,8 < AGd< 98,0 kJ.mol?Y) e por Hernandez-Martinez et al. (2011) para a serina
protease purificada do Aspergillus fumigatus (89,2 < AGd < 91,4).

3.8. Prospeccdao peptidica por espectrometria de massa (MALDI-TOF)

A ferramenta utilizada para tentar identificar a serina protease purificada
produzida pelo fungo Mucor subtilissimus URM 4133 foi baseada na técnica de
“‘peptide mass fingerprinting (PMF)” com espectrometro de massa do tipo MALDI-

TOF/TOF. A massa dos peptideos digeridos com tripsina foi determinada e
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pesquisada em bancos de dados no “National Center for Biotechnology Information —
NCBI”, mais especificamente no “The Universal Protein Resource (UniProt)”, ndo
sendo combinadas com quaisquer proteases presentes neste banco de dados (Figura
9A). No entanto, a sequéncia obtida foi combinada com muitas proteinas hipotéticas
e néo caracterizadas de fungos da divisdo Mucoromycota (Figura 9B), como por
exemplo, uma proteina ndo caracterizada de Rhizopus delemar (N° de acesso:
I1CSQO0, Massa: 167476, Score: 59, Matches: 66), outra proteina ndo caracterizada
de Lichtheimia ramosa (N° de acesso: AOA077X1Z2, Massa: 170271, Score: 57,
Matches: 64) e um fragmento de uma proteina de choque térmico do fungo Rhizopus
stolonifer (N° de acesso: Q8J1X9, Massa: 55014, Score: 54, Matches: 28). Além disso,
a massa de peptideos derivada da serina protease do Mucor subtilissimus URM 4133
também foi combinada com outras proteinas néo caracterizadas de fungos da mesma
espécie e com massa molecular semelhante ao encontrado no presente trabalho,
como € o caso de uma proteina ndo caracterizada de Mucor circinelloides (N° de
acesso: S2JX18, Massa: 30010, Score: 50, Matches: 18). Esse resultado sugere que
a serina protease purificada obtida no presente trabalho pode se tratar de uma nova

serina protease.

4. CONCLUSAO

A utilizacdo de planejamento estatistico fatorial 24 para aumentar a producéo
da protease do fungo filamentoso Mucor subtilissimus URM 4133 se mostra uma
ferramenta eficiente. A utilizacao de sistema FPLC ¢ eficiente para a obtencdo de um
alto grau de pureza para a protease. A enzima é classificada como uma serina
protease pela inibicdo da sua atividade proteolitica apds a exposi¢cdo do seu sitio
catalitico ao inibidor fluoreto de fenilmetanosulfonil (PMSF) especifico de serina
proteases. Esta enzima apresenta estabilidade térmica a temperaturas maximas de
até 40°C durante 24 horas, porém nao ha grandes influéncias na atividade para ions
e substancias organicas estudadas no presente trabalho. Os parametros cinéticos
mostram que esta serina protease apresenta boa eficiéncia em catalisar o substrato
azocaseina e a termodinamica revela que a enzima pode ser utilizada em nivel
industrial em temperaturas medianas. A partir dos resultados obtidos na analise de
MALDI-TOF pode-se sugerir que esta serina protease pode ser uma enzima nova

ainda ndo catalogada nos bancos de dados especificos.
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TABELAS
Tabela 1 — Matriz do planejamento fatorial completo 24 para analisar os fatores de
influéncia na producéo de protease pelos fungos Mucor subtilissimus URM 4133.

Fatores Inferior (-1) Central (0) Superior (+1)
Temperatura °C 35 40 45
Farelo de trigo (Q) 0,25 0,375 0,50
Farelo de soja (Q) 0,20 0,30 0,40
KH2PO4 (g) 0,10 0,15 0,20

Tabela 2 — Matriz do planejamento fatorial fracionado 24, contendo quatro pontos
centrais associados com a variavel resposta atividade protedsica total do fungo Mucor
subtilissimus URM 4133.

Temperatura F.Trigo F.Soja KH2PO4

H -1
Ensaio (°C) (@) (@) () Jmb
1 35 0,25 0,2 0,1 7,687¢+0,165
2 45 0,25 0,2 0,1 1,173+0,058
3 35 0,5 0,2 0,1 6,8229+0,057
4 45 0,5 0,2 0,1 0,913k+0,032
5 35 0,25 0,4 0,1 4,978'+0,023
6 45 0,25 0,4 0,1 0,814%+0,070
7 35 0,5 0,4 0,1 4 5899+0,251
8 45 0,5 0,4 0,1 0,826k+0,015
9 35 0,25 0,2 0,2 8,9432+0,220
10 45 0,25 0,2 0,2 1,112i+0,021
11 35 0,5 0,2 0,2 8,173+0,032
12 45 0,5 0,2 0,2 0,856/&+0,035
13 35 0,25 0,4 0,2 6,8719+0,071
14 45 0,25 0,4 0,2 1,077+0,045
15 35 0,5 0,4 0,2 6,365%+0,112
16 45 0,5 0,4 0,2 0,9231k+0,035
17 40 0,375 0,3 0,15 3,905"+0,017
18 40 0,375 0,3 0,15 3,960"+0,017
19 40 0,375 0,3 0,15 3,963"+0,033
20 40 0,375 0,3 0,15 3,912"+0,015
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Tabela 3 — Analise de variancia (ANOVA), para verificar a influéncias dos parametros
utilizados no planejamento fatorial fracionado 2* sob a producéo de protease pelo
fungo Mucor subtilissimus URM 4133.

FV SQ GL QM F-valor p-valor

(1)Temperatura (°C) 136,6041 1  136,6041 136116,4 0,000000
(2)F.T. 0,6373 1 0,6373 6351 0,000137
(3)F.S. 5,3335 1 53335 5314,5 0,000006
(4)KH2PO4 2,6533 1 2,6533 2643,8 0,000016
1by 2 0,2167 1 0,2167  216,0 0,000683
1by 3 4,4287 1 4,4287  4412,9 0,000008

1by 4 2,2885 1 2,2885  2280,3 0,000020

1
1
1
6
3

2by3 0,0762 0,0762 76,0 0,003179
2by4 0,0026 0,0026 2,6 0,205062
3by4 0,1547 0,1547 154,2 0,001126
Falta de Ajuste 0,0486 0,0081 8,1 0,057418
Erro Puro 0,0030 0,0010

Total SQ 152,4474 19

FV = Fontes de Variacdo; SQ = Soma dos Quadrados; GL = Graus de Liberdade; QM =
Quadrado Médio. F.T. = Farelo de trigo; F.S. = Farelo de soja

Tabela 4 — Etapas de purificacdo para a protease do fungo Mucor subtilissimus URM
4133.

URM 4133 UmL! mgmL! Umg? mL R. (%) F.P.
Extrato Bruto 4,95 0,628 7,88 1,0 100 1
DEAE FF 4,85 0,404 12,00 1,0 98 2
DEAE FF [2X] 8,92 0,695 12,83 1,0
Exclusdo Molecular 5,56 0,020 278,00 1,0 62 22

U.mL? = Atividade Protedsica Total; mg.mL? = Proteina Total; U.mg? = Atividade
Especifica; mL = Volume; R = Rendimento e F.P. = Fator de Purificacao.



Tabela 5 — Efeito de ions metalicos, compostos organicos e inibidores na atividade da

protease purificada produzida por Mucor subtilissimus URM 4133.

lons Metalicos

Atividade Residual (%)
1mM 5 mM

CaCl2
MnCl2
MgCl2
FeCls
CdCl2
HgCl2
AgNO3
CuCl2
CoCl2
KCl2

Compostos Organicos

Triton X-100
Tween-20
Tween-80

DMSO
SDS

B-Mercaptoetanol

Inibidores

EDTA
Pespstatina-A
PMSF
E-64

109,32+1,21 100,93+2,18
124,35+2,91 128,45+1,78
105,80+1,54 114,30+0,67
105,28+1,93 93,89+0,91
106,84+1,97 104,14+1,28
93,06+2,20 38,76+0,87
86,63+0,72 28,60+1,87
98,55+2,17 79,59+2,43
61,14+0,43 60,62+0,69
111,40+2,11 112,64+1,65

Atividade Residual (%)
0,10% (m/v) 0,25% (m/v)

93,16+2,11 91,60+2,07
104,04+1,92 94,92+1,20
100,62+2,66 99,17+2,17
106,42+3,33 103,83%1,43
101,11+1,93 68,19+1,96
65,91+0,73 68,39+2,04

Atividade Residual (%)
0,5mM 1mM

101,55+2,55 101,97+0,95
89,57+1,72 88,15+1,99
2,38+0,49  1,14+0,46
103,32+0,21 101,97+1,02
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Tabela 6 — Parametros cinéticos e termodinamicos da serina protease produzida pelo
fungo Mucor subtilissimus URM 4133 em fermentacdo submersa utilizando farelo de
soja e farelo de trigo como substratos.

Parametros

M. subtilissimus URM 4133

Vmax (U.mg proteina)

Km (mg azocaseina.mL 1)

Keat (s72)
Kcat/Km (s mg mL™1)
Ea (kJ.mol?)
AH* (kJ.mol 1)
AG* (kJ.mol?Y)
AS* (J.mol1.K?1)
AG*e-1 (kJ.mol?)
AG*e-s (kJ.mol?)
Q10

333,33
2,35
277,78
104,17
30,13
27,53
62,17
-110,61
-12,09
2,22
1,11

Tabela 7 — Parametros cinéticos e termodinamicos de desnaturacdo térmica
irreversivel da serina protease purificada do Mucor subtilissimus URM 4133.

AHq AGq ASq Ed
T(°C) kda(h}) twz(h) D(h) R? (kJ.molY)  (kJ.molY) (J.moltK?) (kJ.mol?)
40 0,0297 23,34 77,54 0,9681 123,63 85,97 120,24 126,23
45 0,0951 7,29 24,22 0,9942 123,59 84,31 123,45
50 0,2127 3,26 10,83 0,9905 123,54 83,51 123,87
55 04952 1,40 4,65 0,9784 123,50 82,54 124,82
60 0,7916 0,88 2,90 0,9594 123,46 82,54 122,82
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FIGURAS

Figura 1 — Gréfico de Pareto para os efeitos das variaveis independentes
(Temperatura; Farelo de Trigo - F.T.; Farelo de Soja - F.S. e KH2PO4) na producéo de
protease pelo fungo Mucor subtilissimus URM 4133 de acordo com o planejamento

fatorial completo 24,

p—
OFS. 1 /)72 _
w3l |6

@KHPO, 51418
wyal 7 |73
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1by2 // 14,696
yal 12416
2003 18716
2by4 // 1,613

p=0,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
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Figura 2 — Determinacdo da massa molecular do extrato bruto e das fracdes
purificadas por SDS-PAGE (10%) e zimograma, das proteinas do fungo Mucor
subtilissimus URM 4133. (A). SDS-PAGE: Coluna 1, marcador molecular de proteina;
Coluna 2, extrato bruto. (B). SDS-PAGE: Coluna 1, marcador molecular de proteina;
Colunas 2 — 7, fracdes coletadas no FPLC utilizando coluna Superdex 75 10/300 GL
(GE Healthcare) de exclusédo molecular, com alto grau de pureza nas Colunas 6 e 7.
(C). Zimograma (10%) da protease purificada em FPLC.
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Figura 3 — (A). pH 6timo da protease purificada produzida por fermentacdo submersa
pelo Mucor subtilissimus URM 4133, nos tampdes citrato — fosfato (¢), Tris — HCI (m)
e carbonato — bicarbonato (A). (B). Estabilidade ao pH da protease purificada,
produzida por fermentacdo submersa pelo Mucor subtilissimus URM 4133, nos
tampdes citrato — fosfato (#), Tris — HCI (m) e carbonato — bicarbonato (A ), apos 24
horas de incubacéao.
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Figura 4 — (A). Temperatura 6tima da protease purificada, produzida por fermentacéo
submersa pelo Mucor subtilissimus URM 4133. (B). Estabilidade térmica da protease
purificada, produzida por fermentacédo submersa pelo Mucor subtilissimus URM 4133,
durante 1 hora (¢); 2 horas (m); 8 horas (A) e 24 horas (x).
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Figura 5 — Gréfico do duplo reciproco (Lineweaver-Burk) da taxa inicial de hidrélise
de azocaseina pela protease purificada do fungo Mucor subtilissimus URM 4133
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versus a concentracdo de azocaseina. As barras de erro representam o desvio
padréo.
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Figura 6 — Grafico de Arrhenius para a determinacdo da energia de ativacédo (Ea) da
serina protease purificada produzida pelo fungo Mucor subtilissimus URM 4133.
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Figura 7 — Grafico de primeira-ordem da desnaturacéo térmica irreversivel da serina
protease purificada do Mucor subtilissimus URM 4133.
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Figura 8 — Grafico de Arrhenius para calcular a energia de ativacao (Ed) da
inativacao/desnaturacao térmica irreversivel da serina protease purificada do fungo
Mucor subtilissimus URM 4133.
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Figura 9 — (A). Analise do espetro de massa MALDI-TOF da serina protease purificada
produzida por Mucor subtilissimus URM 4133. O PMF da massa observada foi
realizado utilizando o sistema de busca MASCOT.
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Figura 9 — (B) Algumas proteinas correspondentes do banco de dado UniProt com a
massa observada da serina protease purificada de Mucor subtilissimos URM 4133.

2 5 I1CSQ0 Mass: 167476 Score: 59 Expect: 0.36 Matches: 66
(strain RA 99-880 / ATCC MYA-4621 / FGSC 9543 / NRRL 43880)

Uncharacterized protein OS=Rhizopus delen

2. ADA077X1Z72 Mass: 170271 Score: 57 Expect: 0.63 Matches: 64
66 PE=4 sv=1

Uncharacterized protein OS=Lichtheimia ramosa GN=LRAMOSAQS

3. Q8J1X9 Mass: 55014 Score: 54 Expect: 1.3 Matches: 28

70 kDa heat shock protein 1 (Fragment) OS=Rhizopus stolonifer PE=3 SV=1

4. $2JX18 Mass: 30010 Score: 50 Expect: 2.8 Matches: 18
Uncharacterized protein 0S=Mucor circinelloides £. circinelloides

S AOA1X2G5U6 Mass: 21602 Score: 48 Expect: 4.9 Matches: 14
Uncharacterized protein OS=Hesseltinella vesiculosa GN=DMO1DRAFT_264443 PE=4 SV=1

6. AQAICTMWKS Mass: 69744 Score: 48 Expect: 5.3 Matches: 30

Iron-sulfur clusters transporter atml, mitochondrial (Fragment) OS=Choanephora cucurbitarum
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CAPITULO IV:

Uma nova serina protease de Mucor guilliermondii URM 5848:
Purificacdo, caracterizagdo bioquimica, parametros cinéticos e

termodinamicos
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Resumo: Para o aumento da producdo enzimatica foi utilizado planejamento
estatistico fatorial 24. A atividade proteolitica variou entre 0,51 e 10,33 U.mL™. A
protease foi purificada em sistema FPLC e apGs analise por SDS-PAGE e zimografia,
apresentou uma massa molecular de aproximadamente 25 kDa. A caracterizagao
bioquimica da enzima revelou uma capacidade de desempenho da atividade catalitica
em uma larga faixa de pH, tanto acido, quanto alcalino com atividade residual acima
dos 60% em tampéao Tris — HCI pH 9,0. No entanto, a enzima se mostrou sensivel a
temperaturas mais elevadas com atividade residual de 20% ap0s 24 horas aos 45 °C
e foi desnaturada logo ap6s uma hora em temperaturas acima de 65 °C. Além disso,
a protease perdeu 50% de sua atividade pela acdo dos ions Hg?* e Co?* e do B-
mercaptoetanol e foi completamente inibida pelo fluoreto de fenilmetanosulfonil
(PMSF). Para os parametros cinéticos de hidrélise do substrato azocaseina a serina
protease apresentou valor de Km= 2,00 mg azocaseina.mL? e de Vmax= 250,00 U.mg
proteinal. Também foram avaliados parametros termodinamicos de ativacdo como Ea

e Q1o e de desnaturacéo térmica irreversivel como ti2 e valor D além da entalpia (AH),
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entropia (AS) e energia livre de Gibbs (AG) para ambos os casos. Nado foram
encontradas sequéncias peptidicas com confiabilidade estatistica para a protease do
Mucor guilliermondii URM 5848 apés analise por MALDI-TOF, o que sugere se tratar

de uma nova enzima.

Palavras-chave: fungo filamentoso, enzima proteolitica, desnaturagdo térmica

1. INTRODUCAO

As enzimas proteoliticas de forma geral sédo fundamentais para o funcionamento
adequado e a sobrevivéncia de todos 0s seres vivos e apresentam uma participacéo
entre 2 e 4% do proteoma total. Estas moléculas sdo consideradas um grupo
complexo de enzimas que desempenham papeis regulatérios e nutricionais
importantes na natureza (PATEL, 2017). As proteases, podem ser utilizadas em varios
setores industriais como na indastria médica, farmacéutica, alimenticia, téxtil,
detergentes, cosméticos, isolamento celular e tratamento de residuos. Além disso, a
formacdo de produtos especificos por estas enzimas € um aspecto fundamental de
estudo na biotecnologia moderna (BHUNIA et al., 2013).

As proteases de origem fangica s@o bastante utilizadas pela industria devido a
sua grande diversidade bioquimica, possibilidade de manipula¢édo genética, aumento
na escala de producéo e por serem facilmente extraidas através de filtracdo simples.
Além disso, vérias estirpes de fungos séo classificadas como “Generally Regarded As
Safe” (GRAS) e a utlizacdo dos seus metabdlitos € considerada segura
(PAVLUKOVA; BELOZERSKY; DUNAEVSKY, 1998; GREEN; BEEZHOLD, 2011).

Dentre estas estirpes, encontra-se o Mucor guilliermondii que é um fungo
dimérfico do filo Zygomycota capaz de alternar seu crescimento entre estruturas
leveduriformes e filamentosas, o que depende do estimulo ambiental recebido. Este
fungo pertence a ordem Mucorales que compreende os géneros Rhizopus, Mucor,
Rhizomucor, Cunninghamella e Absidia, conhecidos por terem potencial para
producdo de proteases coagulantes de leite, lipases, amilases e outras proteases
extracelulares (YEGIN et al., 2011; INOKUMA; TAKANO; HOSHINO, 2013).

As serina proteases constituem um grande grupo de peptidases e sua atividade
catalitica depende basicamente da interacdo de um nucledfilo, uma base geral e um
acido. Neste caso, a triade catalitica das serina proteases € composta por residuos

de serina, histidina e aspartato, que apresentam arranjos espaciais semelhantes, mas,
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a ordem dos residuos na sequéncia de aminoacidos e na estrutura terciaria sdo
diferentes entre os grupos destas enzimas, como por exemplo, nas familias de
quimotripsina, tripsina e subtilisina (POLGAR, 2005).

A demanda industrial de proteases com especificidade adequada, estabilidade
ao pH, temperatura, ions metélicos, solventes organicos e compostos com
propriedades detergentes como 0s surfactantes aumenta a busca por novas enzimas.
As proteases que apresentam alta atividade em condi¢des alcalinas e sao estaveis a
temperatura por longos periodos séo interessantes tanto para aplicacdes bioquimicas,
quanto biotecnoldgicas. Em geral, as proteases microbianas sdo de natureza
extracelular e sdo secretadas diretamente no caldo de fermentacdo o que simplifica o
processo de extracao, purificacdo e recuperacdo destas moléculas em comparacao
as enzimas provenientes de plantas e animais (BENMRAD et al., 2016).

O estudo dos parametros cinéticos e termodinamicos também podem fornecer
informagdes importantes sobre a viabilidade econ6mica dos processos industriais
baseados na utilizacdo dessas enzimas, principalmente sobre a sua
termoestabilidade. A desnaturacéo térmica irreversivel € expressa cineticamente em
termos de meia-vida enzimatica e segue uma reacdo de desativacdo de primeira
ordem. Além disso, outros parametros como energia de ativacdo e as mudancas de
entalpia, entropia e energia livre de Gibbs, também s&o utilizados para descrever e
entender o processo de desnaturacdo térmica das enzimas. Portanto, uma alta
estabilidade enzimatica € considerada como vantagem econémica devido ao menor
consumo de enzimas (SOUZA et al., 2015).

Desta forma, no presente estudo sdo mostrados os processos de producéo,
purificacdo e caracterizacdo bioquimica, bem como, os parametros cinéticos e
termodindmicos de uma nova serina protease extracelular, produzida pelo fungo

filamentoso Mucor guilliermondii URM 5848.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Micro-organismo
O fungo filamentoso Mucor guilliermondii URM 5848 foi disponibilizado pela
Micoteca URM do Departamento de Micologia/Centro de Biociéncias da Universidade
Federal de Pernambuco. Este micro-organismo é descrito pela literatura como
produtor de protease e nao apresenta producdo de micotoxinas. Este fungo foi

mantido em tubo de ensaio que continha o meio de cultura agar extrato de malte e



131

repicado a cada trinta dias. O meio de cultura utilizado para esporulagéo foi o batata
dextrose agar (BDA).

2.2. Producéao de protease

Em frascos Erlenmeyers com capacidade para 125 mL, foi realizado
planejamento fatorial completo 24 (Tabela 1) com o propoésito de avaliar as melhores
condigbes e os fatores que influenciaram a producgéo de protease pelo fungo Mucor
guilliermondii URM 5848. O inéculo foi padronizado a 108 esporos.mL. A producéo
enzimatica ocorreu em sistemas de fermentacdo submersa durante 96 horas a 35 °C.
O extrato enzimatico bruto foi obtido por meio de filtragdo. A atividade proteolitica foi
utilizada como variavel resposta, e analisada pelo programa Statistica 8.0. As
diferencas estatisticamente significativas (P < 0,05) foram identificadas pelo método

de Tukey com a utilizacdo do software SPSS.

2.3. Atividade proteolitica e proteina total

A atividade proteolitica foi realizada de acordo com o método descrito por
Leighton et al. (1973), que utiliza a azocaseina 1% (m/v), diluida em tampéao Tris-HCI
0,2 M, pH 7,2, como substrato. Para a reagdo, 60 uL do extrato enzimatico foram
adicionados a 100 uL do substrato e a mistura reacional incubada na auséncia de luz
durante 1 hora. Posteriormente, 480 pyL de &cido tricloroacético 10% (m/v) foram
adicionados e os ensaios centrifugados durante 5 minutos a 3000 x g e 4 °C. Logo
apos, 320 uL do sobrenadante foram misturados a 560 uL de hidroxido de sédio 1 M.
A atividade enzimética foi definida como a variacédo de 0,01 na absorvancia a 440 nm
durante uma hora. As dosagens enzimaticas foram expressas em U.mL™, e todos os
ensaios realizados em triplicata.

Para determinar as proteinas totais das amostras foi utilizado o método descrito
por Bradford (1976). Neste caso, 50 uL do extrato enzimatico foram adicionados a 1,5
mL do reagente de Bradford. A curva de calibrag&o foi realizada com soro albumina
bovina (BSA) como padréo, processada em uma gama de concentragdes (10-1000
ug.mL1). Estes ensaios foram lidos em espectrofotdmetro a 595 nm. As dosagens de

proteina foram expressas em mg.mL e todos as analises realizadas em triplicata.

2.4. Eletroforese SDS-PAGE e zimograma
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As eletroforeses SDS-PAGE tanto do extrato bruto, quanto das aliquotas da
enzima purificada, foram realizadas de acordo com o método descrito por Laemmli
(1970). As amostras foram liofilizadas, concentradas 10 vezes e ressuspendidas em
tampéao (2X Laemmli Sample Buffer) da Bio-Rad Laboratories. O gel de empilhamento
foi elaborado com 3% de poliacrilamida em tamp&o Tris-HCI 0,125 M pH 6,8 e o gel
de separagéo 10% em tampao Tris-HCI 0,37 M, pH 8,8. O padrao de massa molecular
(SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Broad Range) da Bio-Rad Laboratories era
composto por miosina (200 kDa), B-galactosidase (116,25 kDa), fosforilase b (97,4
kDa), albumina sérica (66,2 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase carbdnica (31 kDa),
inibidor de tripsina (21,5 kDa), lisozima (14,4 kDa) e aprotinina (6,5 kDa). A corrida
das amostras no gel foi realizada a 150 V durante 100 minutos. As bandas foram
reveladas através do processo de coloracdo com nitrato de parata.

A atividade enzimética foi detectada por técnica de zimografia, segundo o
método de Egito et al. (2007) em condi¢cBes ndo desnaturantes. A eletroforese SDS-
PAGE foi realizada mediante géis de poliacrilamida que continham 1% de caseina
como substrato enzimatico. Para esta finalidade, a amostra purificada também foi
liofilizada, concentrada 10 vezes e ressuspendida em tampao (Zymogram Sample
Buffer) da Bio-Rad Laboratories. Ap6s a migracao eletroforética o gel foi lavado com
Triton X-100 2,5% por 30 min. a 4 °C. A reacao de hidrdlise foi realizada no interior do
gel durante a incubacéo a 37 °C por 48 horas em um banho de Tris-HCI 0,05 M, pH
7,5. Posteriormente, a deteccdo das proteases, ocorreu através da solucao corante
com 40% (v/v) de etanol, 10% (v/v) de acido acético e 0,1% (m/v) de Coomassie
Briliant Blue (Sigma Aldrich), durante 60 minutos. Logo apads, foi adicionado a solugéo
descorante composta por 30% (v/v) de etanol e 7,5% (v/v) de acido acético até o

surgimento de bandas transldcidas.

2.5. Purificacdo da protease
Para a purificacdo da enzima, utilizou-se o sistema FPLC (Fast Protein Liquid
Chromatography - Akta Purifier 900 GE Healthcare) e o processo foi divido em duas
etapas. Na primeira etapa, foi acoplado ao sistema FPLC uma coluna HiTrap DEAE
FF, 1mL (HiTrap IEX Selection Kit — GE Healthcare) e utilizado como eluente A o
tampéo Tris-HCI 20 mM pH 8,5 e, como eluente B, o tampéao Tris-HCI 20 mM pH 8,5

com 1 M de NaCl. Foi utilizado gradiente linear e fluxo de 1 mL.mint. O extrato
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parcialmente purificado foi liofilizado, concentrado 2 vezes, ressuspendido em tamp&o
Tris-HCI 20 mM pH 8,5, com 100 mM de glicina.

Para a segunda etapa de purificacao, foi feito uso de uma coluna Superdex 75
10/300 GL (GE Healthcare) de exclusdo molecular. Nesse caso, o tampéao Tris-HCI 20
mM pH 8,5, que continha 100 mM de glicina foi utilizado como Unico eluente com um
fluxo de 0,5 mL.mint e um fracionamento de 0,5 mL por microtubo. Posteriormente,
foi realizada eletroforese SDS-PAGE, como descrito no item 2.4., para verificar o grau

de pureza do processo.

2.6. Caracterizacdo bioquimica da protease
2.6.1. Temperatura e pH 6timos
Para a realizacédo dos ensaios de pH 6timo, o substrato reacional azocaseina
foi diluido nos seguintes tampdes: citrato — fosfato 0,2 M (pH: 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0;
7,5 e 8,0); Tris — HCI 0,2 M (pH: 7,5; 8,0; 8,5 e 9,0) e carbonato — bicarbonato 0,2 M
(pH: 8,5; 9,0; 9,5; 10,0 e 10,5) e a atividade proteolitica realizada para cada pH.
Posteriormente, no estudo da temperatura 6tima da protease purificada, o substrato
foi utilizado no pH 6timo obtido na analise anterior e a atividade proteolitica realizada
em uma faixa de temperatura que variou entre 30 °C e 85 °C. As atividades

enzimaticas foram expressas em atividade relativa (%).

2.6.2. Estabilidade a temperatura e ao pH

Para verificar a estabilidade térmica da protease, a enzima purificada foi
incubada nas temperaturas entre 30 °C e 70 °C. E para a estabilidade ao pH, a enzima
foi diluida (1:1 v/v) nos mesmos tampdes utilizados no estudo do pH 6étimo. Em ambos
0S casos, a estabilidade da protease foi avaliada ao longo do tempo, portanto, foram
aliquotadas amostras no periodo de 0, 1, 2, 8 e 24 horas.

O monitoramento da atividade proteolitica, tanto para o estudo de estabilidade a
temperatura, quanto para o estudo de estabilidade ao pH, foi avaliado pela incubacgéao
das aliquotas retiradas em seus respectivos tempos, nas condi¢cdes de temperatura e
pH otimo obtidos anteriormente. As atividades enzimaticas foram expressas em

atividade residual (%).

2.6.3. Efeito de ions metéalicos, surfactantes e inibidores na atividade

proteasica
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Para avaliar a interferéncia dos ions metalicos sobre a atividade proteasica,
foram utilizados sais nas concentragdes finais de 1 mM e 5 mM com 0s seguintes ions
metalicos: K*, Mg?*, Ca?*, Fe?*, Cu?®*, Mn?*, Cd?*, Hg?*, Ag*, Co?*. Substancias
especificas conhecidas como inibidoras de protease, foram testadas. Deste modo, os
seguintes inibidores foram utilizados, nas concentracdes finais de 0,5 e 1 mM: fluoreto
de fenilmetanosulfonil (PMSF), um inibidor de serina-proteases; acido etilenodiamino
tetra acético (EDTA), que apresenta acdo de inibichio em metalo-proteases;
pepstatina-A, com inibicdo para aspartico proteases e o inibidor E-64, utilizado na
inibicéo de cisteino-proteases.

Além disso, substancias organicas como o dodecil sulfato de sodio (SDS) Triton
X-100, Tween-20, Tween-80, B-mercaptoetanol e DMSO, foram utilizadas nas
concentracdes finais de 0,1% e 0,25% (m/v) e analisadas para verificar se causam

interferéncia na atividade enzimética.

2.7. Determinacédo dos parametros cinéticos Km € Vmax

Azocaseina (tampéo Tris-HCI 0,2 M, pH 8,0) foi utilizada como substrato, em
uma gama de concentragGes que variou de 1 — 20 mg.mL?, para determinar os
parametros cinéticos Vmax € Km da protease produzida pelo fungo Mucor guilliermondii
URM 5848. Os ensaios de atividade proteolitica foram realizados a 40 °C. Tanto a
velocidade méaxima (Vmax), quanto a constante de Michaelis-Menten (Km) foram
obtidas por meio da equacao de Lineweaver-Burk (equacao 1), plotando-se um gréfico
de regressao linear a partir das velocidades de reacéo nas diferentes concentracoes

de substrato.

1 Ky 1 1 (1)
VO Vmax [S] Vmax

A constante catalitica (kcat), que representa quantas moléculas do substrato
uma enzima consegue catalisar por segundo e também é conhecida como turnover
number, foi calculada de acordo com a equacao 2. Além disso, a eficiéncia da enzima

em converter o substrato, mesmo em baixas concentracbes, em produto, foi

Kcat

representada de acordo com o quociente da divisao entre

m

Vmax
kear = W (2)
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Onde [E], é a concentragdo de proteinas em mg.mL™.

2.8. Energia de ativacao e coeficiente de temperatura (Qu1o)

Para a determinacdo da energia de ativacao (Ea), a enzima foi incubada com
1% (m/v) de azocaseina em tampdao Tris-HCI 0,2 M, pH 8,0 e a temperatura variou
entre 30 — 40 °C. A lei de Arrhernius foi utilizada para considerar a dependéncia das
constantes de velocidade com a temperatura e a Ea foi calculada a partir da inclinacao
do grafico de In (atividade proteasica) versus 1000/T. Onde, Ea = - slopexR, R
corresponde a constante universal dos gases (8,314 J. K t.mol™) e T é a temperatura
absoluta em Kelvin (K) (CASTRO et al., 2015).

O efeito da temperatura sobre a taxa de reacao foi expresso em termos de
coeficiente de temperatura (Qio), que corresponde a taxa de aumento da reacao
enzimatica com o aumento da temperatura a cada 10 °C. Este coeficiente foi
determinado pela equacao 3, sugerida por Dixon e Webb (1979).

Q10 = AntilogE = (E, x 10/RT?) (3)

Onde E é igual a energia de ativacéo (Ea).

2.9. Termodinamica da reacdo enziméatica

Os parametros termodindmicos para a compreensao do comportamento
reacional da protease antes do seu estado de desnaturacdo foram calculados
segundo Javed et al., (2009), que usaram a equacao de taxa absoluta de Eyring
(equacao 4), derivada a partir da teoria do estado de transicdo (EYRING; STEARN,
1939).

kear = (kaT) X e(%g*) X e(A%*) 4)

Onde, kb corresponde a constante de Boltzmann (1,38x102 J.KY); T é
equivalente a temperatura absoluta em Kelvin (K); h compreende a constante de
Planck (6,626x10-3* Js); R é a constante universal dos gases (8,314 J.K*.mol?); AH"
€ a entalpia de ativagdo e AS" a entropia de ativacao.

Para os calculos da entalpia de ativagdo (AH"), entropia de ativacado (AS") e
energia livre de ativagao de Gibbs (AG"), do sistema de reacdo enzimatica, foram
utilizadas as seguintes equacoes:

AH* = E, — RT (5)
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(kcath

AG* = —RTIn *»*T

(6)
_ (AH*;AG*) (7)

)

AS*

Além disso, a energia livre de ligacdo com o substrato (AG’e-s) e da formacao
do estado de transi¢cao (AG’e.t), que indicam se a conversao espontanea do substrato

em produto requer uma baixa energia ou néo, foram calculadas através das seguintes

derivagoes:
AGj_s = —RTIn(=) (8)
AGh_y = —RTln(];C—::) (9)

2.10. Determinacdo dos parametros cinéticos e termodinamicos de
inativagdo térmica

O estudo de inativacdo térmica da protease foi realizado na auséncia do
substrato. A enzima foi incubada em tampéo Tris-HCI (20 mM, pH 8,0) em vérias
temperaturas (45 °C a 65 °C), as aliquotas foram retiradas nos tempos 0, 1, 2, 8 e 24
horas e imediatamente arrefecidas em banho de gelo durante 30 minutos. A atividade
residual da amostra foi determinada com o substrato padréo dentro das condi¢des de
pH e temperatura 6timos.

O valor da constante de velocidade de desativacao (kq) foi expressa como um
decaimento exponencial e encontrada plotando In (A/Ao) versus o tempo. A energia
de desnaturacdo (Ed) foi determinada pelo grafico de Arrhenius, plotanto In (kd) em
funcdo de 1000/T em Kelvin (ABDEL-NABY et al., 2017).

O tempo aparente de meia-vida da enzima, definido como o tempo em que a
atividade residual atinge 50%, foi estimado pela relacédo de 0,693/kd. O tempo de
reducdo decimal (valor D), definido como o tempo requerido para a reducao de 90%
ou um-log 10 da atividade enzimatica inicial em uma determinada temperatura, esta
relacionado com a constante de desativacao (kd) e foi calculado como mostrado na
equacao 10:

D = 2,303/k, (10)



137

A termodindmica de desnaturacdo enzimatica foi determinada através do
rearranjo da equacdo de taxa absoluta de Eyring, derivada da teoria do estado de

transicdo, como mostrado na equacao 11:

—AH 4 ASgq

ka = (27) x () x Y (11)

Onde AHd4, AGd e AS4 de desnaturacao, foram calculados de acordo com as
equacdes 5, 6 e 7, com as modificacbes que na equacao 5, Eq foi usado ao invés de

Ea, assim como na equacao 6, kd, foi usado no lugar de Kcat.

2.11. Prospeccao peptidica por espectrometria de massa (MALDI-TOF)

A andlise da sequéncia peptidica da protease foi realizada por espectrometria
de massa MALDI-TOF/TOF (4800 Plus, SCIEX). Para isto, a amostra foi preparada
segundo a metodologia proposta por Osério e Reis (2013). A banda do gel que
continha a enzima purificada foi submetida ao processo de digestdo com tripsina.
Posteriormente, a amostra foi enriquecida por cromatografia em C18 de fase reversa
(ZipTips, Millipore) seguindo as instru¢cdes do fabricante e eluida na placa de MALDI
com uma solucao de eluicdo do acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico da matriz MALDI a
8 mg.mlt em 50% de acetonitrila (ACN), 0,1% de acido trifluoroacético (TFA) e fosfato
de ambnio 6 mM. Os espectros de massa das sequéncias foram adquiridos em modo
reflector positivo na faixa de massa de m/z 700-5000. Os picos com maior intensidade
foram selecionados para determinar a sequéncia de peptideo por MS/MS. As
proteinas foram identificadas pela abordagem Peptide Mass Fingerprint + MS/MS com
o software Mascot (v2.5.1, Matrix Science) usando o banco de dados da sequéncia
de proteina UniProt para a selecdo taxonémica Mucoromycota (versdo 2017 _08). As
configuracdes de pesquisa de proteinas foram a oxidacao da metionina (modificacéo
variavel), zero clivagens perdidas e tolerancia maxima de erro de 50 ppm (MS) e 0,5
Da (MS/MS). As pontuacdes de proteinas superiores a 67 foram consideradas

significativas (p <0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Producéo de proteases
Os resultados experimentais obtidos a partir da utilizagédo de planejamento
fatorial completo 24 (Tabela 2), mostram que o ensaio 9 foi estatisticamente diferente
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dos demais e apresentou a melhor combinacdo de variaveis para a producdo de
protease pelo fungo Mucor guilliermondii URM 5848, com valor maximo de atividade
proteolitica de 10,334+0,073 U.mL"t. Nascimento et al. (2015) avaliaram a producéo
de proteases com diferentes composi¢cdes no meio de fermentacdo e observaram
atividade proteolitica para a enzima produzida por Mucor subtilissimus UCP 1262, que
variou entre 9,87 e 38,08 U.mL™. J4, Yegin, Goksungur e Fernandez-Lahore (2012),
trabalharam com a producéo de protease a partir de Mucor mucedo DSM 809, atraves
de sistema de fermentacdo submersa e meio composto por caseina, glicose e uma
solucdo de minerais com fosfato de potassio monobdsico e atingiu uma producdo
maxima de 5,4+0,8 U.mL™.

A andlise de variancia mostrou que todas as interacfes foram significativas
(Tabela 3). O ajuste do modelo, medido pelo coeficiente de determinacdo (R?2),
apresentou valor de 0,99977 e R2ajuste = 0,99951, ou seja, 99,99% da variagdo total da
producéo de protease foi explicada pelo modelo estatistico e a falta de ajuste, também
nao foi significativa.

Uma menor temperatura no processo de fermentacéo foi determinante para o
aumento da producédo de proteases como ilustrado na Figura 1. A varidvel apresentou
um efeito extremamente negativo e foi o principal fator de influéncia na producéao da
enzima. Este comportamento pode ser explicado devido ao fato de que, em geral, as
condicBes 6timas para o crescimento de espécies de fungos filamentosos do género
Mucor spp. encontram-se em temperatura ambiente em torno de 25 °C, como foi
observado por Sautour et al. (2002), para Mucor racemosus. E também por Morin-
Sardin et al. (2016), que apresentaram resultados de temperatura Otima para
crescimento de diversas espécies de Mucor entre 21,4 °C e 29,2 °C e temperatura
maxima entre 25,8 °C e 40,9 °C.

Além disso, Blanco et al. (2016), trabalharam com design experimental para a
producdo de protease por Bacillus subtilis e obtiveram resultados bastante dispares
entre 0s ensaios, com atividades proteoliticas que variam entre 2,64 e 9,48+0,00
U.mLL. Isto mostra que, a utilizacédo de planejamentos estatisticos como ferramenta
de producdo enzimatica, ja resulta em influéncias significativas, uma vez que,
possibilita a observacdo de quais variaveis apresentam influéncia direta sobre a

sintese das enzimas.

3.2. Purificacao das proteases
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O perfil eletroforético por SDS-PAGE das proteinas presentes no extrato bruto
do fungo Mucor guilliermondii URM 5848, revelou a presenca de bandas densas com
massa molecular que variou entre 95 kDa e 6,5 kDa aproximadamente (Figura 2A).
Os procedimentos de purificacdo em sistema FPLC foram eficientes no grau de pureza
como pode ser observado nas Figura 2B e na Tabela 4. A técnica de zimografia
também revelou que a protease do fungo URM 5848, apresenta massa molecular de
aproximadamente, 25 kDa (Figuras 2C).

A diversidade de enzimas proteoliticas presentes em extratos de origem fungica
estimula diretamente a busca de novas proteases a partir da utilizagdo destes micro-
organismos. Hsiao et al. (2014) trabalharam com o fungo Rhizopus oryzae e
observaram a presenca de uma aspartico protease com massa molecular em torno de
39 kDa. Enquanto que, Yadav et al. (2015) trabalharam com o fungo Aspergillus flavus
MTCC 9952 e observaram a presenca de uma serina protease com massa molecular
de 38 kDa. Desta forma, pode-se observar a variedade de enzimas proteoliticas que

podem ser produzidas por diferentes espécies fungicas.

3.3. Caracterizacdo bioquimica das proteases purificadas
3.3.1. Efeito do pH na atividade enzimética e estabilidade

O efeito do pH utilizando sistema tampéao na atividade da protease, sugere que,
o intervalo de pH influenciou a atividade enzimatica e ndo a composicédo do tampao.
O maior valor de atividade relativa foi obtido em pH 8,0 (100%+0,00) em tampéao Tris
— HCI. No entanto, pode-se observar na Figura 3A que a protease apresentou
resultados satisfatérios ao longo de toda a faixa de pH, com menor atividade
proteolitica em pH 10,5 (68,08%+3,34) tampao carbonato-bicarbonato.

Kumar et al. (2005), obtiveram uma protease com pH 6timo de 5,5 produzida
por Rhizopus oryzae. Salihi, Asoodeh e Aliabadian (2017), utilizaram o fungo
filamentoso Aspergillus oryzae CH93 e detectaram a producdo de uma protease
alcalina com pH 6timo de 8,0. JA Yegin, Goksungur e Fernandez-lahore (2012)
trabalharam com o fungo Mucor mucedo DSM 809 e obtiveram uma protease acida,
com pH 6timo de 5,0 e com inativacéo da protease em pH 7,0. Desta forma, pode-se
observar que a protease produzida pelo micro-organismo do presente trabalho,
apresenta bom desempenho para atividade proteolitica em largas faixas de pH, tanto

acidas, quanto alcalinas.
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Com relagéo ao estudo de estabilidade ao pH, a protease produzida pelo fungo
Mucor guilliermondii URM 5848, apresentou boa estabilidade na faixa de pH entre 5,0
e 8,5 e permaneceu acima de 70% de atividade residual em tampéao Tris — HCI apos
24 horas de incubacédo (Figura 3B). Entretanto, a enzima ndo apresentou boa
estabilidade em tamp&o carbonato — bicarbonato e foi desnaturada em pH 10,0 e 10,5.
Desta forma, com relacdo ao pH, ndo é aconselhavel que a biomolécula em questao
seja utilizada em pHs muito alcalinos.

Shirasaka et al. (2012) trabalharam com protease produzida por Aspergillus
oryzae KSK3A e observaram apoés 4 horas de incubacdo em uma faixa de pH entre
3,0 e 11,0, melhor atividade residual entre os pHs 5 e 9. As atividades permaneceram
acima dos 40% e ndo houve desnaturacdo enzimatica. JaA Nascimento et al. (2017),
apresentaram como melhores resultados para a estabilidade de uma protease

sintetizada por Mucor subtilissimus UCP 1262 na faixa de pH entre 6,0 e 8,5.

3.3.2. Efeito da temperatura na atividade enzimatica e estabilidade

O estudo de temperatura 6tima revelou que a protease purificada a partir de
Mucor guilliermondii URM 5848 foi ativa acima dos 60% na faixa de temperatura entre
30 °C — 45 °C e apresentou atividade maxima aos 40 °C (100%z+0,00). Entretanto,
pode-se observar na Figura 4A que a atividade enzimatica foi comprometida a partir
dos 50 °C com uma queda brusca aos 55 °C (19,52%z0,48) e com valor minimo de
9,90%:=0,89 aos 85 °C.

Preetha e Boopathy (1997), trabalharam com uma protease sintetizada pelo
fungo Rhizomucor miehei e observaram condic6es de temperatura 6tima aos 35 °C
assim como Nascimento et. al (2016) que avaliaram uma protease com capacidade
fibrinolitica produzida pelo Mucor subtilissimus UCP 1262. J& Nouani et al. (2009),
apresentaram melhor condicédo de temperatura 6tima aos 50 °C para a protease do
fungo Mucor pusillus, entretanto, a enzima foi completamente desnaturada aos 65 °C,
0 que nao ocorreu no presente trabalho.

Para o estudo de estabilidade térmica, a protease purificada se manteve com
100% de atividade residual até os 40 °C ap0s 2 horas, entretanto, um aumento de 5
°C na temperatura fez com que a atividade proteolitica caisse para 63,79%z=1,07 ap0os
2 horas de incubacédo (Figura 4B). Apesar disso, a enzima se manteve ativa até 8
horas ap0s sua exposicdo a faixa de temperatura aplicada e apresentou atividade

residual de 2,17%+0,95 aos 65 °C. ApOs 24 horas de incubacdo, a enzima foi



141

desnaturada em temperaturas superiores a 55 °C. Dessa forma, a enzima pode ser
considerada como termoldbel, ou seja, que € inativada quando exposta a
temperaturas mais elevadas.

Sun et al. (2018) trabalharam com uma protease do fungo Rhizomucor miehei
expressa em Pichia pastoris e observaram que a enzima foi completamente
desnaturada aos 65 °C. Assim como Areces et al. (1992) que trabalharam com a
protease de Mucor bacilliformes, uma espécie mesofilica, que apresentou atividade
residual de 29% a 55 °C e de apenas 8% apés 30 minutos de incubacédo a 60 °C. Ja
Nascimento et al. (2015), trabalharam com uma protease sintetizada por Acremonium
sp. L1-4B e observaram desnaturacao enzimatica somente apds 3 horas de incubacéo
a 50 °C.

3.3.3. Efeito de ions metalicos, compostos organicos e inibidores

Foi avaliado o efeito de varias substancias sob a atividade da enzima purificada,
dentre elas, varios ions metéalicos nas concentracfes de 1 mM e 5 mM, compostos
organicos (0,10% e 0,25%), assim como inibidores especificos para proteases (0,5
mM e 1 mM), como apresentado na Tabela 5. Apenas o ion Mn?* foi capaz de
aumentar ligeiramente a atividade enzimatica. Enquanto que, houve inibicdo
acentuada da atividade para o ion Hg?* em ambas as concentragdes e para o ion Co?*
apenas na concentracdo de 5 mM.

Resultados semelhantes foram encontrados por Sun et al. (2018), que
apresentaram drastica inibicdo da atividade enzimatica com a utilizacdo de uma
concentracdo de 1 mM de Hg?* para a protease do fungo Rhizomucor miehei expressa
em Pichia pastoris. Assim como para Yadav et al. (2015), que trabalharam com uma
serina protease alcalina produzida por Aspergillus flavus MTCC 9952 e também
observaram ativacdo para o ion Mn?* na maior concentracéo e inibicdo da atividade
proteolitica pelo mercurio.

Dentre os compostos organicos avaliados, o dodecil sulfato de sédio (SDS) foi
responsavel por inibicdo parcial da atividade apenas em sua maior concentracao,
diferente do B-mercaptoetanol, uma substancia com acao desnaturante de proteinas,
que inibiu parcialmente a protease em todas as concentracbes avaliadas (0,10%-
0,25%). Os surfactantes Triton X-100, Tween-20 e Tween-80, assim como o solvente
polar dimetilsulféxido (DMSO), ndo apresentaram efeitos consideraveis na atividade

residual da enzima. Souza et al. (2017), também observaram que uma baixa
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concentracdo de SDS (1 mM) néo foi capaz de afetar a atividade da protease
produzida pelo fungo Aspergillus foetidus. Uma serina protease proveniente do fungo
Myceliophthora sp. apresentou resultados semelhantes para Triton X-100 e Tween-
20, entretanto, para o Tween-80 a atividade proteolitica foi reduzida a 20%, e
completamente desnaturada em SDS (ZANPHORLIN et al., 2011).

No estudo de inibidores enzimaticos para proteases pode-se observar que a
enzima foi completamente inibida pelo fluoreto de fenilmetanosulfonil (PMSF), um
inibidor irreversivel para serina proteases. Isto confere uma visdo primaria sobre a
natureza da enzima e do seu sitio ativo e leva a concluir que esta protease purificada,
pertence a esta familia de enzimas. S&o retratados na literatura, outros tipos de
espécies de Mucor que secretam serina proteases, como a protease excretada pelo
fungo Mucor racemosus (DI SANTO et al., 1992) e a protease fibrinolitica produzida

pelo Mucor subtilissimus UCP 1262, utilizado por Nascimento et al. (2016).

3.4. Parametros cinéticos Km € Vmax

Para a estimativa dos parametros cinéticos Vmax € Km da protease purificada do
fungo Mucor guilliermondii URM 5848, os testes adicionais foram realizados a
temperatura de 40 °C e pH 8,0, com variagdo na concentragédo de substrato entre 1-
20 mg.mL*. Os resultados foram plotados de acordo com o grafico do duplo reciproco
(Lineweaver-Burk) apresentado na Figura 5. A enzima mostrou seguir, com boa
correlacdo (R?=0,996), a cinética do tipo Michaelis-Menten com valores de Km= 2,00
mg azocaseina.mL* e Vmax = 250,00 U.mg proteina, como pode ser observado na
Tabela 6. E dificil comparar estes resultados com os da literatura uma vez que, a
atividade enziméatica depende do tipo de substrato utilizado e ndo ha relatos destes
parametros cinéticos para proteases de fungo do género Mucor utilizando azocaseina.
No entanto, Negi e Banerjee (2009), avaliaram a producao de protease por Aspergillus
awamori e obtiveram valores de Km = 1,08 mg azocaseina.mL™? € Vmax = 8,834 mg.mL"
Lmint. J4 Castro e Sato (2014), trabalharam com diferentes substratos para a
producdo de protease por Aspergillus niger e observaram valores de Km € Vmax que
variam entre 0,44-1,32 mg azocaseina.mL! e 126,51-223,13 U.mg proteina?,

respectivamente.

3.5. Energia de ativacao e coeficiente de temperatura (Quio)
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A energia de ativagéo (Ea) da protease foi calculada com temperaturas entre 30
°C e 40 °C. O grafico de Arrhenius (Figura 6) mostrou uma variacdo linear com o
aumento da temperatura, o que sugere que a serina protease do Mucor guilliermondii
URM 5848 possui uma conformacao Unica até atingir a faixa de transicdo para a
desnaturagdo. A Ea apresentou valor positivo de 19,91 kJ.mol* (R?2=0,9877), ou seja,
as reacg0Oes de catélise suprimem a desativacdo enzimatica até o ponto de temperatura
otima. Esse resultado indica que a quantidade de energia necessaria para que ocorra
a formacdo do complexo enziméatico de hidrélise da azocaseina, ndo € alta, o que
torna sua capacidade hidrolitica eficaz. Souza et al. (2015), trabalharam com uma
protease sintetizada pelo Aspergillus foetidus e observaram uma energia de ativacao
semelhante (Ea = 19,03 62,0 kJ.mol ). J& Lario et al. (2015), observaram uma maior
energia de ativacdo (Ea = 45,5 kJ.mol?) para a protease sintetizada por uma levedura
Rhodotorula mucilaginosa L7 isolada da Antartica.

O efeito da temperatura na taxa de reagédo da serina protease sintetizada por
Mucor guilliermondii URM 5848 apresentou valor de Qio = 1,07 aos 45 °C. O
coeficiente de temperatura (Q10) € um parametro cinético utilizado para inferir se as
reacfes cataliticas sdo controladas pela temperatura, ou por outros fatores.
Geralmente, as reacdes enzimaticas mostram que o valor de Q1o varia entre 1 e 2. Um
desvio destes valores indica um envolvimento de outros valores além da temperatura
no controle da taxa de reacdo. Além disso, os valores de Q1o ndo parecem diferir
significativamente entre as classes de enzimas, mesmo para as termofilicas (ELIAS
et al. 2014).

3.6. Termodinamica da reacdo enziméatica

Os parametros termodinamicos de hidrolise do substrato (azocaseina) para
serina protease purificada do fungo Mucor guilliermondii URM 5848 estéo
apresentados na Tabela 6. Resumidamente, a entalpia de ativagao (AH*) apresentou
valor de 17,30 kJ.mol e a entropia de ativagdo (AS*) um valor negativo de -142,07
J.mol1.K1. Segundo Bhatti et al. (2007), a correlacdo entre uma baixa entalpia e um
valor negativo para entropia, sugere a formacdo de um estado de transicéo eficiente
e mais ordenado para o complexo enzima-substrato (ES*). Silva et al. (2017)
trabalharam com uma protease do fungo Aspergillus tamarii URM 4634 e obtiveram
valores para o AH* de 31,90 kJ.mol* e 13,90 kJ.mol?, nos extratos bruto e purificado,

respectivamente. Ja, Lima et al. (2011) estudando a protease produzida por
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Penicillium aurantiogriseum URM 4622, observaram valor para a entalpia de ativacao
de 108 kJ.mol?, resultado muito elevado em comparacdo ao obtido no presente
trabalho.

Segundo Riaz et al. (2007), a dimensdo e a viabilidade de uma reacao
enzimatica é melhor avaliada pela mensuragcdo da mudanca na energia livre de
ativacdo (AG*) para a conversdo de um complexo enzima-substrato em produto.
Dessa forma, baixos valores de AG* indicam que a conversao do estado de transi¢ao
do complexo enzima-substrato em produto foi mais espontanea.Desta forma, os
baixos valores apresentados no presente trabalho (Tabela 6), tanto para a energia
livre de transicdo (AG*e-1), quanto para a energia livre de ligagado (AG*e-s), sugerem
gue a serina protease produzida por Mucor guilliermondii URM 5848 necessita de uma
baixa quantidade de energia para a formacao do complexo ativado (transi¢cao) e para
a ligacao do substrato ao estado de transicao, consequentemente, apresenta uma boa

eficiéncia de catalise devido a rapida estabilizacdo do complexo ES*.

3.7. Parametros cinéticos e termodinamicos de inativacdo térmica

Para a determinacdo dos parametros cinéticos e termodinamicos de inativacao
térmica irreversivel da serina protease purificada do Mucor guilliermondii URM 5848,
foram utilizados os dados obtidos durante o estudo de estabilidade térmica enzimética
e o grafico de Arrhenius (Figura 7) foi plotado entre as temperaturas de 45 °C e 65 °C.
Como ja é conhecido, o tempo de meia vida (t12) corresponde ao tempo necessario
para que a atividade enzimatica reduza 50% da sua atividade catalitica inicial quando
submetida a uma determinada temperatura. Este € um parametro importante para a
utilizacdo de uma enzima a nivel industrial, uma vez que, quanto maior seu valor,
maior € a termoestabilidade enzimatica. Os resultados cinéticos apresentados na
Tabela 7 mostram que o ti2 diminuiu progressivamente, atrelado ao aumento da taxa
especifica de primeira-ordem da inativacao térmica da protease (kd), com 0 aumento
gradativo da temperatura, o que significa que a desnaturacgéo irreversivel € cada vez
mais expressiva. No presente trabalho, o menor valor de ks foi obtido para a
temperatura de 45 °C (0,0513 h'!) e o maior valor aos 65 °C (0,7523 h''), com tempos
de meia vida (ti2) de 13,51 e 0,92 horas, respectivamente. Castro et al. (2015),
utilizaram farelo de trigo como substrato de fermentacéo para a produgao de protease
por Aspergillus niger, e obtiveram valor de ti2 = 433,22 min., ou, 7,22 horas aos 45

°C. JA& Wang et al. (2013) observaram um tiz méximo aos 45 °C de apenas 84,5 min.
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para a protease produzida por Aspergillus oryzae. Portanto, a serina protease
purificada no presente trabalho parece ser tdo termoestavel quanto, ou mais, que
algumas proteases citadas na literatura.

O tempo de reducédo decimal (valor D), definido como o tempo necessario para
a reducdo de 90% na atividade enzimatica inicial, corresponde a outro parametro que
pode ser utilizado para averiguar a resisténcia da enzima a inativacao térmica e
fornecer informacdes essenciais para a utilizacao industrial. Pode ser observado na
Tabela 7 que na temperatura de 45 °C a enzima apresentou boa estabilidade, uma
vez que, sao necessarias 44,89 horas para reduzir sua atividade a 10% do valor inicial.

O gréfico de Arrhenius (Figura 8) de In(kd) vs 1/T permitiu estimar uma energia
de ativacdo para a desnaturacéo térmica (Ed) de 139,34 kJ.mol? (R? = 0,9768). Este
valor € superior aos encontrados por Silva et al. (2017) que apresentaram uma Eq =
49,7 kJ.mol! para a protease presente no estrato bruto produzido pelo fungo
Aspergillus tamarii URM 4634 e Eq = 28,8 kJ.mol* para a sua forma purificada. E por
Lima et al. (2011) que obtiveram uma Ed¢ = 107,4 kJ.mol! para uma protease
colagenolitica produzida pelo fungo Penicillium aurantiogriseum URM 4622. Desta
forma pode-se observar uma maior termoestabilidade da serina protease purificada
estudada no presente trabalho. Além disso, pode-se perceber a partir destas
comparacdes, que a variabilidade dos dados de Ed € muito grande, provavelmente
devido a grandes diferencas na fonte e na pureza das enzimas juntamente com 0s
substratos utilizados.

Além disso, a estabilidade de uma proteina em determinada temperatura
corresponde ao resultado do equilibrio entre forcas estabilizadoras e
desestabilizadoras, que séo influenciadas por interacdo hidrofébicas e eletrostaticas,
ligacdo de hidrogénio e de disulfeto e pelo grau de dobramento da molécula (ORTEGA
et al., 2004). Dessa forma, a investigacdo de parametros termodindmicos como
entalpia (AH), entropia (AS) e energia livre (AG) da serina protease purificada do fungo
Mucor guilliermondii URM 5848 foi realizada para entender o comportamento desta
molécula em diferentes condigfes. Os resultados estdo apresentados na Tabela 7. O
AH é visto como uma medida do numero de ligagbes ndo covalentes quebradas para
a formacdo de um estado de transicdo para a inativacdo enzimatica. Em geral,
grandes valores de AH estdo associados a uma maior estabilidade da enzima
(OLUSESAN et al., 2011; BATISTA et al., 2014). O AHq4 apresentou valor de 136,70

kJ.mol* aos 45 °C e foi superior ao encontrado por Melikoglu, Lina e Webb (2013)
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para protease sintetizada pelo fungo Aspergillus awamori que apresentou um AH =
80,4 kJ.mol! para a mesma temperatura. J4 Souza et al. (2015), trabalharam com
uma protease termofilica proveniente do Aspergillus foetidus e obtiveram valor de AHq
= 311,39 kJ.mol! aos 55 °C. Isto comprova que, quanto maior o AH, maior a
estabilidade térmica da enzima.

A extensao do processo de desnaturagdo térmica da enzima também depende
da entropia de inativagcdo (ASd) que expressa a quantidade de energia por grau
envolvida na transicdo de um estado nativo para um estado desnaturado. O AS
representa a variacdo na extensdo da desordem local entre estado de transi¢céo e
estado fundamental. Assim, um AS mais elevado implica um aumento no nimero de
moléculas de proteina no estado ativo de transicdo e um aumento na desordem que
pode ser do sitio ativo da enzima ou da sua estrutura. Esta é a principal forca motriz
no processo de desnaturacéo por calor (MARANGONI, 2003; SINGH; CHHATPAR,
2011; MELIKOGLU; LINA; WEBB, 2013). Os valores de ASq4 foram positivos em todas
as temperaturas que a serina protease do Mucor guilliermondii URM 5848 foi testada
e variaram entre 155,45 kJ.mol* e 160,25 kJ.mol%, o que sugere um maior estado de
desordem no processo de transicdo. Valores positivos de ASq também foram
apresentados por Castro et al., (2015) para a protease produzida por Aspergillus niger
(222,47 < ASq < 227,58 J.molt.K?) e por Souza et al. (2015) para a protease do
Aspergillus foetidus (599,59 < AS4< 610,49 J.mol1.K1). Olusesan et al. (2011) indicam
que, valores positivos para o ASq sdo encontrados se a taxa limitante da reacéo for o
desdobramento da proteina, com resultados moderadamente altos para o AH e
menores para o AG, estando de acordo com o presente trabalho.

A energia livre de Gibbs (AG) é outro importante parametro termodinamico,
inclui ambas contribuicdes relatadas anteriormente (entalpia e entropia). Portanto, &
considerada uma ferramenta mais precisa e confiavel para avaliar a estabilidade de
uma enzima. Quanto menor ou negativo for o seu valor mais espontaneo é o processo,
ou seja, a enzima se torna menos estavel e a desnaturacdo ocorre mais facilmente,
sendo o inverso, verdadeiro (MARANGONI, 2003; GOHEL,; SINGH, 2012). De forma
consistente com os demais parametros ja discutidos anteriormente, a serina protease
purificada do Mucor guilliermondii URM 5848 apresentou valores positivos para a AGd
(Tabela 7), que variaram entre 83,85 e 85,94 kJ.mol! na faixa de temperatura
estudada. Valores semelhantes foram obtidos por Silva et al. (2017) para a protease
purificada do Aspergillus tamarii URM 4634 (91,8< AGqd <98,0 kJ.mol?') e por
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Hernandez-Martinez et al. (2011) para a serina protease purificada do Aspergillus
fumigatus (89,2< AGd<91,4).

3.8. Prospeccao peptidica por espectrometria de massa (MALDI-TOF)

A ferramenta utilizada para tentar identificar a serina protease purificada
produzida pelo fungo Mucor guilliermondii URM 5848 foi baseada na técnica de
“‘peptide mass fingerprinting (PMF)” com espectrébmetro de massa do tipo MALDI-
TOF/TOF. A massa dos peptideos digeridos com tripsina foi determinada e
pesquisada em bancos de dados no “National Center for Biotechnology Information —
NCBI”, mais especificamente no “The Universal Protein Resource (UniProt)”. Nao
houve combinacao significativa (Score superior a 67) com proteases presentes neste
banco de dados (Figura 9A). No entanto, a sequéncia obtida foi combinada com
algumas proteinas de fungos da divisdo Mucoromycota (Figura 9B), como por
exemplo, uma proteina ndo caracterizada de Parasitella parasitica (N° de acesso:
AOAOB7NTF2, Massa: 162487, Score: 57, Matches: 48), uma metaloprotease de
Hesseltinella vesiculosa (N° de acesso: AOA1X2GVWO, Massa: 76713, Score: 55,
Matches: 38). Além disso, a massa de peptideos derivada da serina protease do
Mucor guilliermondii URM 5848 também foi combinada com outras proteinas de
fungos da mesma espécie como é o caso da DNA-helicase do Mucor circinelloides
(N° de acesso: AOA1681924, Massa: 80682, Score: 54, Matches: 38). Portanto, a falta
de um proteoma adequado nos bancos de dados para a protease do fungo utilizado
no presente trabalho e de resultados com confianca estatistica, sugere que a serina
protease produzida por Mucor guilliermondii URM 5848, pode se tratar de uma nova

enzima.

4. CONCLUSAO

A utilizacdo de planejamento estatistico fatorial 24 para aumentar a producéo
da protease do fungo filamentoso Mucor guilliermondii URM 5848 se mostra uma
ferramenta eficiente. A utilizagdo de sistema FPLC para a purificacdo enziméatica €
eficiente para conseguir um alto grau de pureza da serina protease estudada no
presente trabalho. A enzima é classificada como uma serina protease devido a
inibicdo da sua atividade proteolitica apds a exposi¢ado do seu sitio catalitico ao inibidor
fluoreto de fenilmetanosulfonil (PMSF) especifico de serina proteases. Esta enzima

apresenta boa estabilidade térmica a temperaturas maximas de até 40°C e nao ha
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grandes influéncias de atividade aos ions e substancias organicas estudadas. Os
parametros cinéticos mostram que esta serina protease apresenta boa eficiéncia em
catalisar o substrato azocaseina e a termodinamica revela que a enzima pode ser
utilizada a nivel industrial em temperaturas medianas. A partir dos resultados obtidos
na analise de MALDI-TOF pode-se sugerir que esta serina protease pode ser uma
enzima nova ainda ndo catalogada nos bancos de dados especificos.
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Tabela 1 — Matriz do planejamento fatorial completo 24 para analisar os fatores de

influencia na producéo de protease pelos fungos Mucor guilliermondii URM 5848.

Fatores

Inferior (-1) Central (0) Superior (+1)

Farelo de Trigo (g)
Farelo de Soja (g)

Temperatura °C

KH2POa (g)

35
0,25
0,2
0,1

40
0,375
0,3
0,15

45
0,5
0,4
0,2

Tabela 2 — Matriz do planejamento fatorial fracionado 24, contendo quatro pontos
centrais associados com a variavel resposta atividade proteasica total do fungo Mucor
guilliermondii URM 5848.

Temperatura

F. Trigo F.Soja KH2PO4

. -1
=nsaio C) @ (@ @ o-mt
1 35 0,25 0,2 0,1 8,066°+0,152
2 45 0,25 0,2 0,1 0,9721+0,045
3 35 0,5 0,2 0,1 7,3159+0,087
4 45 0,5 0,2 0,1 0,511/+0,036
5 35 0,25 0,4 0,1 3,6109+0,059
6 45 0,25 0,4 0,1 0,9741+0,066
7 35 0,5 0,4 0,1 3,153h+0,049
8 45 0,5 0,4 0,1 0,6501+0,066
9 35 0,25 0,2 0,2 10,3342+0,073
10 45 0,25 0,2 0,2 0,9271+0,035
11 35 0,5 0,2 0,2 9,332b+0,068
12 45 0,5 0,2 0,2 0,578/+0,028
13 35 0,25 0,4 0,2 5,750%+0,096
14 45 0,25 0,4 0,2 0,986'+0,055
15 35 0,5 0,4 0,2 5,013%+0,136
16 45 0,5 0,4 0,2 0,514i+0,030
17 40 0,375 0,3 0,15 3,6969+0,052
18 40 0,375 0,3 0,15 3,6319+0,022
19 40 0,375 0,3 0,15 3,6409+0,043
20 40 0,375 0,3 0,15 3,6959+0,034
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Tabela 3 — Analise de variancia (ANOVA), para verificar a influéncia dos parametros
utilizados no planejamento fatorial fracionado 2* sob a producdo de protease pelo
fungo Mucor guilliermondii URM 5848.

FV SQ GL QM F-valor p-valor

(I)Temperatura (°C) 134,6245 1  134,6245 131340,9 0,000000
(2)F.T. 1,2782 1 1,2782  1247,0 0,000050
(3)F.S. 18,7730 1 18,7730 18315,1 0,000001

(4)KH2PO4 4,1593 1 4,1593  4057,9 0,000009
1by 2 0,1024 1 0,1024 99,9  0,002131
1by3 19,4089 1 19,4089 189355 0,000001

1by 4 4,4100 1 4,4100  4302,4 0,000008

1
1
1
6
3

2by3 0,0163 0,0163 15,9 0,028172
2by4 0,0178 0,0178 17,3 0,025189
3by4 0,0107 0,0107 10,4 0,048304
Falta de Ajuste 0,0391 0,0065 6,4 0,078822
Erro Puro 0,0031 0,0010
Total SQ 182,8432 19

FV = Fontes de Variacdo; SQ = Soma dos Quadrados; GL = Graus de Liberdade; QM =
Quadrado Médio. F.T. = Farelo de trigo; F.S. = Farelo de soja

Tabela 4 — Etapas de purificacdo para a protease do fungo Mucor guilliermondii URM
5848.

URM 5848 UmL?! mgmL! Umg? mL R. (%) F.P.
Extrato Bruto 4,17 0,470 8,87 1,0 100
DEAE FF 2,14 0,071 30,14 1,0 51 3
Exclusédo Molecular 1,77 0,005 354,00 1,0 42 40

U.mL? = Atividade Protedsica Total; mg.mL? = Proteina Total; U.mg? = Atividade
Especifica; mL = Volume; R = Rendimento e F.P. = Fator de Purificagéo.
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Tabela 5 — Efeito de ions metalicos, compostos organicos e inibidores na atividade da
protease purificada produzida pelo fungo Mucor guilliermondii URM 5848.

fons Metalicos Atividade Residual (%)

URM 5848
1mM 5mM

CaCl 94,44+1,40 96,56+0,95
MnCl2 112,07+1,83 116,22+1,57
MgCl2 94,06+1,40 99,81+3,15
FeCls 100,19+3,39 89,52+2,58
CdCl2 93,87+1,40 88,36+2,51
HgCl2 59,19+1,29 41,60+1,12
AgNOs 86,01+1,79 81,11+0,84
CuCl2 90,04+1,37 74,62+1,33
CoCl2 59,96+1,79 47,52+1,13

KCl2 99,04+2,32 91,41+0,98

Compostos Organicos

Atividade Residual (%)

URM 5848
0,10% (m/v) 0,25% (m/v)
Triton X-100 95,40+2,60 94,85+2,00
Tween-20 100,00+1,152 98,47+0,86
Tween-80 99,5540,21 98,47+1,19
DMSO 95,98+2,04 98,09+0,64
SDS 95,21+1,81 66,79+0,67
B-Mercaptoetanol 51,72+2,27 54,96+1,75

Inibidores Atividade Residual (%)
URM 5848
0,5 mM 1mM
EDTA 93,29+0,37 93,32+0,78
Pespstatina-A 87,69+1,43 88,85+0,84
PMSF 3,83+1,24 1,53+0,69
E-64 97,32+1,64 98,85+0,57
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Tabela 6 — Parametros cinéticos e termodinamicos da serina protease produzida pelo
fungo Mucor guilliermondii URM 5848 em fermentacdo submersa utilizando farelo de
soja e farelo de trigo como substratos.

Parametros M. guilliermondii URM 5848
Vmax (U.mg proteinat) 250,00
Km (mg azocaseina.mL™) 2,00
Kcat (S2) 320,51
Kcat/Km (St mg mL1) 160,26
Ea (kJ.mol?) 19,91
AH* (kJ.mol 1) 17,30
AG* (kJ.mol?) 61,79
AS* (J.molt.K?1) -142,07
AG*e-1 (kJ.mol?) -13,22
AG*e-s (kJ.mol?) 1,80
Q10 1,07

Tabela 7 — Parametros cinéticos e termodindmicos de desnaturacdo térmica
irreversivel da serina protease purificada do Mucor guilliermondii URM 5848.

AHd AGq ASq Ed
T(°C) ka(h) tuz2(h) D(h) R? (kJ.mol?t) (kJ.mol?Y) (J.moltK?) (kJ.mol?)
45 0,0513 13,51 44,89 0,9422 136,70 85,94 159,53 139,34
50 0,0945 7,33 24,37 0,9553 136,66 85,69 157,70
50,2875 241 8,01 0,9816 136,61 84,03 160,25
60 0,4931 1,41 4,67 0,942 136,57 83,85 158,24

65 0,7523 0,92 3,06 0,9347 136,53 83,97 155,45
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FIGURAS

Figura 1 — Gréfico de Pareto para os efeitos das variaveis independentes
(Temperatura; Farelo de Trigo - F.T.; Farelo de Soja - F.S. e KH2PO4) na producéo de
protease pelo fungo Mucor guilliermondii URM 5848 de acordo com o planejamento
fatorial completo 24,

(1)Temperatura °C -362,4
7
1by3 7 137,606
(3)F.S. -135,333
1by4 -65,593
(4)KHzPO, 63,701
(2)F.T. -35,312
%
lby2
9,995
2by4
44,164
2by3
Y ,991
3by4 8,227
p=0,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
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Figura 2 — Determinacdo da massa molecular do extrato bruto e das fracdes
purificadas por SDS-PAGE (10%) e zimograma, das proteinas do fungo Mucor
guilliermondii URM 5848. (A). SDS-PAGE: Coluna 1, marcador molecular de proteina;
Coluna 2, extrato bruto. (B). SDS-PAGE: Coluna 1, marcador molecular de proteina;
Colunas 2 — 5, fracdes coletadas no FPLC utilizando coluna Superdex 75 10/300 GL
(GE Healthcare) de exclusdo molecular, com alto grau de pureza na Coluna 5. (C).
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Figura 3 — (A). pH 6timo da protease purificada produzida por fermentacdo submersa
pelo Mucor guilliermondii URM 5848, nos tampdes citrato — fosfato (¢), Tris — HCI (m)
e carbonato — bicarbonato (A). (B). Estabilidade ao pH da protease purificada,
produzida por fermentacdo submersa pelo Mucor guilliermondii URM 5848, nos
tampdes citrato — fosfato (#), Tris — HCI (m) e carbonato — bicarbonato (A ), apos 24
horas de incubacéao.
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Figura 5 — Gréfico do duplo reciproco (Lineweaver-Burk) da taxa inicial de hidrdlise
de azocaseina pela protease do fungo Mucor guilliermondii URM 5848 versus a
concentracdo de azocaseina. As barras de erro representam o desvio padréo.
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Figura 6 — Grafico de Arrhenius para a determinacédo da energia de ativacdo (Ea) da
serina protease purificada produzida pelo fungo Mucor guilliermondii URM 5848.
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Figura 7 — Grafico de primeira-ordem da desnaturacéo térmica irreversivel da serina
protease purificada do Mucor guilliermondii URM 5848.
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Figura 8 — Grafico de Arrhenius para calcular a energia de ativacao (Ed) da
inativacao/desnaturacao térmica irreversivel da serina protease purificada do fungo
Mucor guilliermondii URM 5848.
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Figura 9 — (A). Analise do espetro de massa MALDI-TOF da serina protease purifica
produzida pelo Mucor guilliermondii URM 5848. O PMF da massa observada foi
realizado utilizando o sistema de busca MASCOT.
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Figura 9 — (B). Algumas proteinas correspondentes do banco de dado UniProt com a
massa observada da serina protease purificada de Mucor guilliermondii URM 5848.
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CAPITULO V:

Prospeccdo de peptideos multifuncionais por hidrolise da
caseina caprina com protease do fungo Mucor subtilissimus URM
4133: Avaliacao das atividades antimicrobianas, antioxidantes

e anti-hipertensivas
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Prospeccdo de peptideos multifuncionais por hidrélise da caseina caprina com
protease do fungo Mucor subtilissimus URM 4133: Avaliacdo das atividades

antimicrobianas, antioxidantes e anti-hipertensivas
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Resumo: A hidrélise enzimética da caseina caprina com a protease purificada do
fungo filamentoso Mucor subtilissimus URM 4133 foi realizada para obtencdo de
hidrolisados com massa molecular < 3 kDa e avaliacdo do potencial destes peptideos
nas atividades antimicrobianas, antioxidantes e anti-hipertensivas. O maior grau de
hidrélise (GH) obtido a partir do planejamento fatorial 22 foi de 46,02% no ensaio 7
(Enzima/Substrato = 1:5; 40 °C; 5 h). J4 a avaliacdo do grau de hidrélise do ensaio 7
em funcdo do tempo, revelou maximo de 64,19% apds as 24 horas, entretanto, a
avaliacdo das atividades biolégicas apresentou melhores resultados para 0s
hidrolisados no tempo de 12 horas (Enzima/Substrato = 1:5; 40 °C; GH - 59,95%),
principalmente para a atividade anti-hipertensiva, que apresentou 92,57% de inibicao
da enzima conversora de angiotensina (ECA). Cinco fracdes (P1, P2, P3, P4 e P5)
deste mesmo ensaio foram separadas por cromatografia de exclusdo molecular em
sistema FPLC, estas fracOes apresentaram diferentes niveis de atividades biologicas.
Foram identificados por MALDI-TOF/TOF, em meédia 10 peptideos para cada uma das

fracOes (53 sequéncias), com algumas, inéditas.

Palavras-chave: leite de cabra, enzimas proteoliticas, peptideos bioativos
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1. INTRODUCAO

Diversas substancias com propriedades bioativas sdo descritas junto com a sua
funcionalidade na fisiologia do organismo entre elas tém-se o0s peptideos
biologicamente ativos, moléculas derivadas de proteinas complexas que podem
desempenhar diversos beneficios e funcionalidades para a homeostase do organismo
(UDENIGWE; ALUKO, 2012). Os principais efeitos fisiologicos atribuidos a estas
moléculas, abrangem atividades do tipo imunomodulatéria, anti-hipertensiva,
antitrombdtica, antimicrobiana, antioxidante e efeitos opiddes (ARTEMOVA et al.,
2010; DI BERNARDINI et al., 2011; ROJAS-RONQUILLO et al., 2012; CHALAMAIAH
et al., 2014).

Outras atividades como potencial anti-inflamatério e atividade anticancer
também foram relatadas como responsaveis por efeitos auxiliares na manutencéo da
saude dos consumidores (VO; RYU; KIM, 2013; UMAYAPARVATHI et al., 2014).
Diversos trabalhos ja tratam dos estudos e beneficios associados a este tipo de
molécula, como por exemplo, os gerados a partir de proteinas de leite e derivados
(MADUREIRA et al., 2010; CHOI et al., 2012).

Os peptideos antimicrobianos (PAMSs) provenientes da caseina sao geralmente
moléculas catibnicas que contém de 12 a 50 residuos de amino&cidos e interagem
com os fosfolipidios anibénicos da membrana microbiana, conferindo seletividade a
estes peptideos. Além da seletividade, a rara inducéo a resisténcia microbiana e a
capacidade de sinergia com antibidticos convencionais tornam os PAMs atrativos,
como agentes antimicrobianos (PALUMBO et al., 2010). Estas moléculas podem
retardar o crescimento de bactérias e possuem um papel importante no sistema de
defesa de muitas espécies animais (WU et al., 2013).

J& os peptideos com atividades antioxidantes sdo capazes de inativar espécies
reativas de oxigénio, eliminar os radicais livres, quelar metais, reduzir hidroperéxidos
e eliminar oxidantes especificos dos alimentos. Estas moléculas séo utilizadas como
antioxidantes potencialmente multifuncionais, o que confere um aumento do valor
nutricional das dietas (CASTRO; SATO, 2014).

Em geral, peptideos antioxidantes derivados de alimentos apresentam massa
molecular que varia entre 500-1800 Da e contém em sua maioria residuos de valina
ou leucina na extremidade N-terminal, que, por serem hidrofobicos, se concentram na
interface entre as camadas lipidicas e o contetdo aquoso, o que facilita o acesso e a
eliminacao dos radicais livres (SAMARANAYAKA; LI-CHAN, 2011).
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Com relacdo aos peptideos com capacidade de inibir a enzima conversora de
angiotensina (ECA), os medicamentos sintéticos como o captopril, enalapril e
benazepril sdo vastamente utilizados para esta finalidade, entretanto, podem
apresentar efeitos secundarios, como reacdes alérgicas, erupcdes cutaneas e
alteracdes do paladar. Portanto, é de fundamental interesse a descoberta de novas
moléculas inibidoras da ECA que possam ser utilizadas de forma alternativa ou como
coadjuvantes as drogas sintéticas (RAWENDRA et al., 2013).

Em geral, a maioria dos peptideos que apresentam atividade inibidora da ECA
possuem entre 2 e 12 aminoacidos, uma vez que estudos de cristalografia realizados
por Natesh et al. (2003), demonstraram que o sitio ativo da enzima nédo é capaz de se
acoplar a moléculas peptidicas grandes. Dessa forma, a intensidade da atividade anti-
hipertensiva esta diretamente relacionada a estrutura do peptideo, ou seja, a
sequéncia dos trés primeiros aminoacidos presentes na porcao C-terminal
desempenha a principal resposta na ligagdo com o sitio ativo da ECA (HERNANDEZ-
LEDESMA; CONTRERAS; RECIO, 2011).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar as atividades biologicas de
hidrolisados e peptideos multifuncionais provenientes da caseina caprina a partir da
hidrélise realizada por uma protease purificada sintetizada pelo fungo filamentoso
Mucor subtilissimus URM 4133.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Obtencao do caseinato de sddio caprino
O leite cru foi coletado de um rebanho leiteiro de cabras da raca Saanen e

imediatamente armazenado a 4 °C. O processo de obtencéo da caseina caprina, na
forma de caseinato de sédio, ocorreu através da metodologia proposta por Egito et al.
(2006), com modificagdes. Inicialmente, o leite foi desnatado por centrifugagao (2100
x g por 30 min. a 32 °C) e a caseina total obtida mediante precipitagéo isoelétrica em
pH 4,2 com HCI 1M. O precipitado foi separado por centrifugacdo a 2200 x g por 20
min., a 10 °C, lavado trés vezes com agua destilada e solubilizado em pH 7,0 através
da adicdo de NaOH 1M. Esse ciclo de precipitacdo-lavagem-dissolucéo se repetiu por
mais duas vezes. O precipitado de caseina, denominado de caseinato de sodio, foi
dialisado contra agua ultrapura a 4 °C, por 72h, posteriormente liofilizado e estocado
a-20 °C.
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2.2. Determinacdo da atividade proteolitica

A atividade proteolitica da protease purificada produzida pelo fungo filamentoso
Mucor subtilissimus URM 4133, foi monitorada de acordo com o método descrito por
Leighton et al. (1973), com a utilizacdo de azocaseina 1% (m/v), diluida em tampéao
Tris-HCI 0,2 M, pH 8,5, como substrato. Para a reagéo, 60 yL da enzima purificada
foram adicionados a 100 yL do substrato e incubados na auséncia de luz durante 1
hora. Posteriormente, 480 uyL de acido tricloroacético 10% (m/v) foi adicionado a
mistura reacional e os ensaios centrifugados durante 5 minutos (3000 x g — 4 °C). Logo
apods, 320 uL do sobrenadante foram misturados a 560 yL de NaOH 1 M. A atividade
enzimatica foi definida como a variacéao de 0,01 na absorvancia a 440 nm durante uma
hora. As dosagens enzimaticas foram expressas em U.mL%, e todos os ensaios

realizados em triplicata.

2.3. Hidrélise da caseina caprina

A caseina caprina foi dissolvida para uma concentragdo de 10 mg.mL* em
tampéo fosfato de sédio 0,1 M, pH 6,5, seguindo a metodologia proposta por Egito et
al. (2007). Para a hidrélise da caseina foi utilizada a protease purificada produzida
pelo fungo filamentoso Mucor subtilissimus URM 4133. Inicialmente, foi realizado
planejamento fatorial 23 (Tabela 1), com o intuito de verificar as melhores condi¢ctes
de atuacdo da enzima para a degradacdo da caseina. Posteriormente, o ensaio que
apresentou maior grau de hidrdlise foi avaliado de forma a monitorar a hidrélise da
caseina ao longo do tempo (1, 3, 5, 8, 12 e 24 horas) e s6 assim, verificar qual o tempo
de hidrélise proporcionou a liberacdo de peptideos com as melhores atividades
bioldgicas. Apos a realizacdo de cada hidrolise, a reacdo enziméatica foi interrompida
por choque térmico e as amostras submetidas a banho fervente durante 10 minutos

para a desnaturacao das proteases.

2.4. Determinacado do grau de hidrélise (GH)

O grau de hidrdlise, definido como a quantidade de ligagbes peptidicas
clivadas, ou o numero de grupos amino formados durante o processo de hidrdlise, foi
determinado de acordo com a metodologia proposta por Adler-Nissen (1979), com o
acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfénico (TNBS). Para a reacdo, 250 puL das amostras do
hidrolisado de caseina, foram incubados com 2 mL de tampao fosfato de sédio, 0,2125

M, pH 8,2 e 2 mL do TNBS 0,1% (v/v) diluido em agua ultra pura. A reacao ocorreu a
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50 °C durante 60 minutos. Transcorrido este periodo, foram adicionados 4 mL de HCI
0,1IN para interromper a reacdo. A mistura reacional foi mantida em temperatura
ambiente durante 30 minutos e posteriormente, analisada em espectrofotdmetro a 340
nm. Para a curva de calibracdo a L-leucina foi utilizada como aminoacido padréo e as
suas concentracdes variaram entre 0,25 — 10 mM. O GH (%) foi calculado de acordo
com a equacgéo 1:

0 _ ANZ - AN1
GH(%) = |—=——=] %100

Nyp

(1)

AN: corresponde ao contetdo de nitrogénio amino antes da hidrélise em mg.g-
! de proteina, ANz corresponde ao conteldo de nitrogénio amino depois da hidrélise
em mg.g?! de proteina. E Npb, corresponde ao conteldo total de nitrogénio amino
presente contido nas ligacdes peptidicas do substrato proteico. Vale salientar que, 0s
valores de AN1 e ANz foram obtidos com base na curva padréo gerada com L-leucina,
e Npb, de acordo com a metodologia de Micro-Kjeldahl (AOAC, 1990).

2.5. Eletroforese Tricina-SDS-PAGE dos hidrolisados

As amostras para a eletroforese foram preparadas com uma quantidade de 20
uL de cada solucédo dos hidrolisados e 480 pyL de tampédo de amostra (2x Sample
Buffer — Sigma S3047), composto por tampao Tris-HCI 100 mM, pH 6,8, 24% (v/v) de
glicerol, 1% de dodecil sulfato de sddio, 4% (v/v) de B-mercaptoetanol e 0,02% de
Coomassie Brilliant Blue G. Foi utilizado o marcador molecular (Ultra Low Range
Molecular Weight Marker — Sigma M3546) composto por triosefosfato isomerase
(26,600 Da); mioglobina (17,000 Da); a-lactalbumina (14,200 Da); aprotinina (6,500
Da); insulina B (3,496 Da) e bradicinina (1,060 Da). A eletroforese Tricina-SDS-PAGE
dos hidrolisados e da caseina néo hidrolisada transcorreu segundo Schagger e Jagow
(1987), com algumas modificacdes. O gel de concentracao foi composto por 4,9% de
poliacrilamida (29:1) e o gel de corrida 15,4%. A corrida das amostras no gel foi
realizada a 150 V durante 60 minutos.

ApoGs a migracao eletroforética o gel foi submetido ao processo de coloragao.
Inicialmente, foi utilizada uma solucéo fixadora com 40% (v/v) de metanol e 10% (v/v)

de &cido acético, durante 30 minutos. O gel foi corado com uma solucao que continha
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10% (v/v) de &cido acético e 0,25 g (m/v) de Coomassie Brilliant Blue G-250 durante

1 hora e descorado em uma solugéo de 10% (v/v) de acido acético.

2.6. Determinacao de proteina total
O Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) foi usado para a
determinacdo da concentracdo de proteinas nos experimentos das atividades
bioldgicas. Foi utilizado soroalbumina bovina como proteina padrdo em concentracées

que variaram entre 0 e 2000 pg.mL™2.

2.7. Avaliacdo das atividades biolégicas dos hidrolisados

A avaliacéo das atividades bioldgicas dos hidrolisados ocorreu de duas formas
distintas. Primeiro, os ensaios que hidrolisaram a caseina caprina em diferentes
tempos (1, 3, 5, 8, 12 e 24 horas) foram centrifugados a 5000 x g a 4 °C e 0o
sobrenadante utilizado para obtencédo de um pool de peptideos fracbes com massas
moleculares menores que 3 kDa, com a utilizacdo de Amicon Ultra-15 (Merck
Millipore). Posteriormente, o ensaio que apresentou melhores resultados de atividade
foi utilizado para o processo de purificacdo por exclusdo molecular em sistema FPLC
e posteriormente realizada uma nova avaliacdo do potencial de atividade das fragbes
coletadas neste processo.

2.8. Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana das fracdes de peptideos (< 3 kDa) foi realizada pelo
método de turbidez descrito por Mine, Ma e Lauriau (2004) com modificagdes. Foram
utilizadas as bactérias Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 10145), Staphylococcus aureus meticilino-resistente (MRSA) (CCUG 60578),
Staphylococcus aureus meticilino-sensivel (MSSA) (ATCC 25923), Bacillus cereus
(NCTC 2599) e Listeria monocytogenes (ESB 3572).

Para a determinagédo da atividade antimicrobiana, as colénias de bactérias
foram ativadas em 10 mL de caldo triptona de soja (TSB) e incubadas a 37 °C durante
15 horas. A suspenséo de cada bactéria foi inoculada em caldo TSB até atingir escala
logaritmica de crescimento determinada por absorvancia a 620 nm e padronizada uma
quantidade de 108 UFC.mL™. Microplacas de 96 pocos de fundo plano, de poliestireno
e estéreis (Corning®), foram utilizadas para o ensaio. A mistura de 50 yL (500 pg.mL"

1) das amostras com os peptideos, 45 pL de caldo Mueller Hinton (CMH) e 5 pL da
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suspensao bacteriana foi realizada. O controle positivo apresentou apenas CMH e
suspensao bacteriana. J& no controle negativo utilizou-se cloranfenicol na
concentragdo de 300 pg.mL 1. Apés a incubacéo das placas a 37 °C durante 24 horas
procedeu-se a leitura com leitora de microplaca Multiskan GO Microplate

Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) a 620 nm.

2.9. Avaliacado da atividade antioxidante total
2.9.1. Atividade sequestradora de radicais ABTS* e DPPH
A atividade sequestradora de radicais livres das fragcbes de peptideos foi
determinada com o radical cétion ABTS*, gerado a partir do 2,2-azinobis-3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS) de acordo com Re et al. (1999)
modificada. Para formacdo do radical ABTS™, persulfato de potassio e ABTS foram
preparados a uma concentracao final de 2,45 e 7 mM, respectivamente, e incubado
ao abrigo da luz por 16 h a temperatura ambiente. A absorvancia da solugéo do radical
foi ajustada para 0,70 £ 0,02 a 734 nm, com espectrofotbmetro, por diluicdo em
tampao fosfato-salino 100 mM (PBS), pH 7,4. Para a reagao, 50 uL (250 ug.mL™) das
amostras foram misturados com 950 puL da solugéo do radical ABTS*. Os ensaios
foram incubados a 30 °C durante seis minutos e lidos a 734 nm, em triplicata. A curva
padrao foi obtida com Trolox (1-500 uM) como substancia antioxidante padrao. A
atividade antioxidante (%) foi calculada em relacdo a atividade de eliminacdo do

radical, de acordo com a seguinte equacao 2:

Acontrole - Aamostra

Atividade antioxidante (%) = ( )x 100

Acontrole

(2)

Onde, Acontrole representa a absorvancia inicial do ABTS e Aamostra @ absorvancia
apos a adicao da respectiva amostra com os peptideos.

Outro radical livre utilizado para avaliar o potencial de atividade antioxidante foi
o 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). A avaliacdo da atividade sequestradora do
DPPH foi realizada segundo a metodologia descrita por Li et al. (2013), com algumas
modificacdes. O radical DPPH (0,2 mM) foi preparado através de uma solucao
composta por 30% agua e 70% etanol. Neste caso, 750 uL de amostra (250 ug.mL™)
foram misturados a 750 pL da solug&o que continha o radical DPPH. A reac&o ocorreu

durante 30 minutos ao abrigo de luz e a leitura foi realizada em espectrofotbmetro a
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517 nm. A curva padrdo foi preparada com &cido ascoérbico (1-100 uM) como
antioxidante padrdo. A atividade antioxidante (%) foi calculada através da mesma

equacao da metodologia de ABTS.

2.9.2. Capacidade de absorcao de radicais oxigénio (ORAC)

O teste de capacidade de absorcao radical de oxigénio (ORAC) foi baseado
pelo método proposto por Contreras et al. (2011). Resumidamente, a reacéo foi
realizada a 40 °C em tampao fosfato-salino (PBS) 75 mM (pH 7,4) e a mistura de
ensaio final (200 pL) continha fluoresceina (70 nM), 2,2-Azobis(2-
metilpropianomidina) dihidroclorido — AAPH (14 mM) e o antioxidante padrao Trolox
(0,2-1,6 nmol.mL) ou amostra (em diferentes concentracdes). A fluorescéncia foi
registrada durante 137 minutos (104 ciclos) em leitor de placas FLUOstar OPTIMA
(BMG Labtech, Offenburg, Alemanha) com a utilizac&o de filtros de excitacao de 485
nm e de emissdo de 520 nm. O equipamento foi controlado pela versédo do software
FLUOstar Control (1.32 R2) para medicdo de fluorescéncia. Foram utilizadas
microplacas de 96 pocos de poliestireno preto (Nunc, Dinamarca). As solucdes de
AAPH e Trolox foram preparadas diariamente e a fluoresceina foi diluida a partir de
uma solucgéo de reserva (1,17 mM) em tampéo fosfato-salino 75 mM (pH 7,4). Todas
as misturas reacionais foram preparadas em duplicata e pelo menos trés corridas
independentes realizadas para cada amostra. Os valores finais de ORAC-FL foram

expressos em umol de Trolox equivalente (TE).mg de proteina.

2.9.3. Atividade quelante de ions metélicos

A atividade quelante de cobre (Cu?*) foi determinada de acordo com Saiga et
al. (2003) com modificacbes propostas por Sanchez-Vioque et al. (2013). Para a
reacdo, 0,5 mL (250 ug.mL') de amostra foi misturado com 2 mL de tampé&o acetato
de sddio 50 mM, pH 6,0 e 50 uL de CuSO4 5 mM. Apds 30 min. de incubacdo em
temperatura ambiente foram adicionados 50 uL de pirocatecol violeta (PV) 4 mM. A
mistura reacional foi homogeneizada e a reacdo continuada por mais 30 min.,
posteriormente, foi mensurada a 620 nm. Agua deionizada foi utilizada como controle
negativo, em substituicdo a amostra e uma solucdo de EDTA 0,045% utilizada como
substancia quelante padrédo. A porcentagem de inibicado de formacéo do complexo PV-
Cu?* calculada da seguinte forma: [(Ao-A1)/Ag]x100. Onde, Ao corresponde a

absorvancia do controle negativo, e A; a absorvancia das amostras.
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A atividade quelante de ferro (Fe?*) foi determinada de acordo com a
metodologia proposta por Sdnchez-Vioque et al. (2013). Para a reac¢édo, 0,5 mL (250
pg.mL?1) de amostra foi misturado com 2 mL de tampé&o acetato de s6dio 100 mM, pH
4,9 e 50 uL de cloreto de ferro (I1) 2 mM. Apds 30 min. de incubagao em temperatura
ambiente foram adicionados 200 pyL de ferrozina 5 mM. A mistura reacional foi
homogeneizada e a reagao continuada por mais 30 min., posteriormente, mensurada
a 562 nm. Agua deionizada foi utilizada como controle negativo, em substituicio a
amostra e uma solucao de EDTA 0,045% utilizada como substancia quelante padréo.
A porcentagem de inibicéo de formagdo do complexo ferrozina-Fe?* foi calculada da
seguinte forma: [(Ao-A1)/A0]x100. Onde, Ao corresponde a absorvancia do controle

negativo, e A; a absorvancia das amostras.

2.10. Atividade inibitéria da enzima conversora de angiotensina (ECA)
A atividade anti-hipertensiva foi realizada segundo a metodologia descrita por
Holmquist et al. (1979) com modificacBes propostas por Asoodeh, Yazdi e Chamani
(2012), com a utilizacdo do N-[3-(2-Furil)acriloil]-Phe-Gly-Gly (FAPGG) como
substrato. Em cada teste das amostras o ensaio foi realizado com 22 uL da ECA (50
mU.mL"), 50 uL da amostra (250 yg.mLt), 100 uL de FAPGG (0,5mM) e 150 uL de
tampao ECA (Tris-HCI 50mM, pH 7,5, 0,3 M de NaCl e 1 mM de ZnCl2). A mistura
reacional foi incubada durante 60 min e a reacdo monitorada a cada 10 min. em leitora
de microplaca Multiskan GO Microplate Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific)
a 340 nm. A amostra controle foi feita substituindo a amostra por tampéo ECA. Para
o calculo da atividade anti-hipertensiva (%), foi utilizada a equacéao 3:

AAinibidor

Inibicido da ECA (%) = [1 — ( )] * 100

AAcontrole

3)

O valor de ICs0 da amostra que apresentou melhores resultados prévios foi
definido como a concentracdo necessaria para inibir 50% da atividade da ECA. Para
isto, um total de cinco diferentes concentragfes da amostra que continha os peptideos
inibidores foram utilizadas para avaliar a % de inibicdo da ECA. O ICso foi obtido por
regressao linear plotando a % de inibicdo contra as diferentes concentracdes da

amostra. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
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2.11. Avaliacdo do processo de digestdo in vitro sob as atividades
biol6gicas

O ensaio de hidrdlise em funcéo do tempo (< 3 kDa) que apresentou melhores
resultados para as atividades biologicas no geral, foi submetido ao processo de
digestdo in vitro com a finalidade de avaliar as atividades biologicas residuais e
verificar dessa forma o comportamento e a resisténcia dos peptideos frente as
enzimas digestivas. Para isso, 0 ensaio de digestdo in vitro foi realizado de acordo
com a metodologia proposta por Wang, Wang e Li (2016) com algumas modificagdes.
Inicialmente, 10 mL da amostra (1 mg.mL* de proteina) foram misturados com 12 mL
da fase oral que continha 100 U.mL! de a-amilase porcina (Sigma- Aldrich) e CaClz 1
mM com pH entre 5,6 — 6,9, durante 10 minutos a 37 °C, apds este periodo, uma
aliquota foi coletada. Em seguida, o pH foi ajustado para 2,0 com HCI| 100 mM e
adicionada pepsina porcina (Sigma- Aldrich) em uma proporcéo de enzima/substrato
de 1:50. A mistura reacional foi incubada em banho-maria durante duas horas a 37 °C
com agitacao de 200 rpm. Neste periodo, duas aliquotas foram retiradas nos tempos
de 60 e 120 minutos. Posteriormente, o pH foi ajustado para 5,3 com NaHCO30,9 M
e, subsequentemente, ajustado para pH 7,5 com NaOH 2 M. A pancreatina foi
adicionada ao ensaio na propor¢cédo enzima/substrato de 1:25 e a reagao continuou
por mais 2 horas a 37 °C em banho-maria com agitacao constante de 200 rpm. Mais
duas aliquotas foram retiradas nos tempos de 60 e 120 minutos. Todas as aliquotas
foram submersas em banho fervente durante 10 minutos para a inativacdo das
enzimas e passadas pelo processo de ultrafiltragcdo por Amicon Ultra-15 (Merck
Millipore) com membrana de corte < 3 kDa. Posteriormente, foram liofilizadas e
ressuspendidas nas mesmas concentracdes utilizadas para as atividades biolégicas

e armazenadas em -80 °C para analises posteriores.

2.12. Cromatografia de exclusdo molecular
A purificagédo parcial da amostra do ensaio com melhores resultados para as
atividades biolégicas foi realizada por meio da distribuicdo da massa molecular dos
peptideos presentes no pool de hidrolisados, através da cromatografia de excluséo
molecular em sistema FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography — AktaPurifier GE
Healthcare) com coluna Superdex Peptide 10/300 GL acoplada. O sistema foi operado
com uma taxa de fluxo de 0,5 mL.min"! e utilizou-se como eluente o tampéo fosfato de

sédio 50 mM, pH 6,5. Foi injetado um volume de 0,5 mL por corrida e 0s picos
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coletados para a realizacdo das atividades biologicas. As corridas foram monitoradas

com uma absorvancia de 280 nm e duracao de 75 minutos.

2.13. Analise por espectrometria de massa

A identificagdo dos peptideos foi realizada por espectrometria de massa
MALDI-TOF/TOF (4800 Plus, SCIEX). Os picos coletados no FPLC foram
enriquecidos e purificados por cromatografia em C18 de fase reversa (ZipTips,
Millipore) seguindo as instru¢bes do fabricante e eluidos na placa de amostra de
MALDI com uma solucdo de eluicdo do acido alfa-ciano-4-hidroxicindAmico da matriz
MALDI a 8 mg.mL* em 50% de acetonitrila, 0,1% de &cido trifluoroacético e fosfato de
amoénio 6 mM. Os espectros de massa dos peptideos foram adquiridos em modo
reflector positivo na faixa de massa de m/z 700-5000. Os picos com maior intensidade
foram selecionados para o sequenciamento peptidico por MS/MS. As proteinas foram
identificadas pela abordagem Peptide Mass Fingerprint + MS/MS com o software
Mascot (v2.5.1, Matrix Science) com a utilizacdo do banco de dados de sequéncias
de proteina UniProt para a selecdo taxondmica Mucorales e Caprinae (versao
2017_08). As configuracdes de pesquisa de proteinas foram a oxidacdo da metionina
(modificagdo variavel), zero clivagens perdidas e tolerancia maxima de erro de 50 ppm
(MS) e 0,5 Da (MS/MS). As pontuacbes de proteinas superiores a 67 foram

consideradas significativas (p < 0,05).

2.14. Anélise estatistica
A analise estatistica, teve como variavel resposta o grau de hidrolise dos
ensaios e foi realizada por meio da Analise de Variancia (ANOVA), obtida por meio do
software Statistica 8.0, para verificar as variaveis com efeitos estatisticamente
significativos (p < 0,05) e o ajuste do modelo aos dados experimentais. Nas demais
analises utilizou-se como teste de comparacao de meédias o Teste de Tukey com nivel
de 5% de probabilidade, através do programa SPSS Statistics. Todos 0s ensaios

foram realizados em ordem aleatoria.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Grau de hidrélise (GH)
O maior GH da caseina caprina hidrolisada pela protease do fungo Mucor

subtilissimus URM 4133 para o planejamento fatorial completo 23, ocorreu no ensaio
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7 (46,02%+0,46), que apresentou diferenca estatistica entre os demais, como pode
ser observado na Figura 1A, no qual a relacao E/S foi de 1:5, a 40 °C durante 5 horas.
A ANOVA (Tabela 2) demonstrou que, todas as variaveis e suas interac6es foram
estatisticamente significativas. O ajuste do modelo foi medido pelo coeficiente de
determinacao (R?) = 0,985 e R2ajuste = 0,967 e indicou que 98,5% da variacéo total do
grau de hidrolise foi explicado pelo modelo estatistico. A varidvel tempo, apresentou
a maior influéncia de efeito positivo no processo de hidrolise (Figura 2), dessa forma,
guanto maior o tempo, maior 0 GH. As interacdes entre a variaveis independentes
exerceram pouca influénica no processo, mesmo que positivas.

O monitoramento do grau de hidrolise do ensaio 7 (Figura 1B) em fun¢éo do
tempo demonstrou que o maior GH da caseina caprina, ocorreu no ensaio de 24 horas
(64,19%=0,90), entretanto, ndo houve diferenca estatistica entre os tempos de 12
horas (59,95%+0,81) e 24 horas. Isso indica que, apds as 12 horas de hidrolise, a
protease perdeu sua eficiéncia de catdlise influenciada principalmente pela
temperatura.

Smialowska, Matia-Merino e Carr (2017) hidrolisaram caseinato caprino a 37
°C com tripsina comercial e obtiveram grau de hidrolise de 26,3%=0,8 apos 18 horas,
a partir de uma concentracéo de 35 mg.mL* de caseina e uma relacdo E/S de 1:200.
Tagliazucchi et al. (2017) utilizaram varias enzimas comerciais para a hidrélise de
caseina dentro de um ensaio de digestdo in vitro e apresentaram GH final de
82,7%x1,2 apds 4 horas. Essas variacdes demonstram a influéncia direta de fatores
como o tipo de enzima e sua propor¢do com relacdo ao substrato, além do tempo, no

processo de degradacéo da caseina e consequentemente seu GH.

3.2. Eletroforese Tricina-SDS-PAGE

Além da determinacdo do GH do caseinato caprino, o perfil de degradacao
protéica foi acompanhado pelo processo de eletroforese Tricina-SDS-PAGE. As
diferentes condi¢cdes de hidrolise em que a caseina foi submetida com relacdo a
proporcdo de E/S, tempo e temperatura de hidrolise influenciou diretamente na
atuacdo da protease frente ao substrato, com maior hidrolise e concentracdo de
peptideos de massas moleculares menores que 10 kDa principalmente no ensaio 7
(Figura 3A), o mesmo que apresentou o maior GH. A Figura 3B mostra a degradacao
da caseina em funcdo do tempo, que foi mais acentuada a partir das 8 horas de

hidrolise. Segundo Elzoghby, El-Fotoh e Elgindy (2011), a facilidade de clivagem da
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caseina ocorre pelo fato desta proteina apresentar uma estrutura aberta devido a alta
concentracéo dos residuos de prolina, os quais dificultam a formacdo de uma grande
guantidade de estruturas secundarias e terciarias, uma vez que os residuos de prolina
interrompem a formacao de a-hélice e folhas 3, além de n&o haver pontes de dissulfeto
na estrutura na caseina, o que as torna mais frageis e mais susceptiveis ao ataque

das proteases.

3.3. Atividade antimicrobiana

A avaliagcdo da atividade antimicrobiana frente a bactérias patogénicas mostrou
que, o maior potencial de liberacdo de peptideos com capacidade de inibir o
crescimento destes micro-organismos, ou seja, com acao bacteriostatica, ocorreu nos
maiores tempos de hidrolise (Tabela 3). Os melhores resultados foram obtidos para
as bactérias Staphylococcus aureus meticilino-resistente (CCUG 60578),
Staphylococcus aureus meticilino-sensivel (ATCC 25923), e Listeria monocytogenes
(ESB 3572). Nao foi constatado potencial de inibicdo para a Escherichia coli (ATCC
25922) na concentracdo utilizada neste estudo. Pode-se observar claramente o
aumento da atividade em funcdo do tempo, entretanto, ndo houve diferencas
estatisticas entre os tempos 12 horas e 24 horas, isso esta relacionado ou com a
estabilizacdo do GH, ou com a degradacao de peptideos devido ao elevado tempo de
hidrolise, havendo perda de sua funcionalidade.

As fracdes menores que 3 kDa, separadas por cromatografia de excluséo
molecular em FPLC, foram provenientes do ensaio de 12 horas. Um total de cinco
fragOes foi avaliado para a atividade antibacteriana. A fragdo P4 apresentou melhores
resultados de inibicdo (Tabela 4) e foi a Unica capaz de inibir o crescimento de Bacillus
cereus (NCTC 2599) em 43,56%+0,80. Todas as fracbes apresentaram atividade
contra as bactérias Staphylococcus aureus meticilino-resistente (CCUG 60578),
Staphylococcus aureus meticilino-sensivel (ATCC 25923), e Listeria monocytogenes
(ESB 3572). Nao houve potencial de inibicdo para nenhuma das fragcdes contra o
crescimento de Escherichia coli (ATCC 25922) na concentracao utilizada, no entanto,
trés fragbes (P1, P3 e P5) apresentaram potencial de inibicdo para Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 10145). Tang et al. (2015), trabalharam com hidrolisados de
caseina por pepsina comercial e obtiveram resultados de inibicdo para
Staphylococcus aureus ATCC 25923 com concentracdo de 15 mg.mL%, e para o

peptideo purificado Cpepl1, a concentracéo de inibicédo foi de 125 ug.mL?. J& para a
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Escherichia coli (ATCC 25922) os autores também n&do conseguiram inibicdo de
crescimento no pool de hidrolisados. Aguilar-Toala et al. (2017), obtiveram taxas de
sobrevivéncia para as bactérias Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli
ATCC 25922 e Listeria innocua 33090 de 54,41%+2,87, 67,54%+2,12 e 72,76%=+1,34,
respectivamente no pool de hidrolisados < 3 kDa de caseina, obtidos a partir das
proteases produzidas por Lactobacillus plantarum. Também foram obtidos resultados
de inibicdo contra Listeria monocytogenes por hidrolisados de caseina caprina a partir
de proteases do trato gastrointestinal (ALMAAS et al., 2008).

3.4. Atividade antioxidante
3.4.1. Atividade sequestradora de radicais ABTS* e DPPH

A avaliacdo da atividade sequestradora de radicais mostrou maior eficiéncia
dos peptideos na eliminacao do radical livre ABTS™ em comparac¢ao ao DPPH no pool
de hidrolisados em funcdo do tempo (Figura 4A). O ensaio de 24 horas foi
estatisticamente diferente dos demais, porém, apdés as oito horas de hidrélise a
atividade antioxidante do ABTS™ foi superior aos 90%. Para a atividade de eliminacao
do radical DPPH, a variacdo no sequestro do radical ficou entre 26 e 32%, com
algumas diferengas significativas entre os tempos. A atividade antioxidante
equivalente ao trolox (EQT) e equivalente ao acido ascorbico (EQAA) apresentada na
Figura 4B, foi calculada de acordo com a curva padrdo de cada atividade
sequestradora de radicais livres e mostra uma EQT para o ABTS, superior a 400
UM.mL! logo apds as 3 horas de hidrélise. J& a EQAA para o DPPH teve um valor
maximo de 29,69+0,56 uM.mLtem uma curva com maxima de 100 uM.mL.

Para as cinco fracdes < 3 kDa provenientes do ensaio de 12 horas, separadas
no FPLC, a maior atividade ocorreu na fracdo P4 (Figura 4C) tanto na eliminacdo do
ABTS™ (86,05%0,075), quando na do DPPH (67,13%0,45). As fracdes P2, P3 e P5
apresentaram atividade superior a 50% para o ABTS e a 40% para o DPPH. Com
relacdo a atividade equivalente, os resultados acima de 400 uM.mL* de EQT foram
observados nas fracoes P4 e P5 e para a EQAA as fracdes P3, P4 e P5 apresentaram
o dobro de equivaléncia em comparacdo a analise dos hidrolisados em funcéo do
tempo, com equivaléncias de 63,15+0,52 uM.mL™, 75,28+0,48 uM.mL! e 66,10+0,51
uM.mL2, respectivamente (Figura 4D).

Li et al. (2013) utilizaram proteases comerciais para hidrolise de caseina

caprina e observaram que os peptideos apresentaram sensibilidade maior ao teste de
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ABTS, em comparacdo aos teste com DPPH para a avaliagdo da atividade
antioxidante. Chang et al. (2013), trabalharam com proteases de Bifidobacterium
longum KACC 91563 e observaram que a atividade dos peptideos hidrolisados da
caseina apresentaram uma maior atividade antioxidante apés 24 horas de hidrélise.
De Gobba et al. (2014), trabalharam com hidrolisados de proteinas do leite caprino a
partir de diferentes combinac¢des de proteases e obtiveram atividade de eliminacdo do
radical ABTS* acima de 80%. Além disso, as fracdes < 3 kDa separadas em FPLC e
HPLC também apresentaram atividade superior aos 50%. Ja Ahmed et al. (2015),
observaram atividade de eliminagcdo do radical DPPH a partir de peptideos
provenientes de proteinas do leite caprino, hidrolisadas com pepsina.

3.4.2. Capacidade de absorcao de radicais oxigénio (ORAC)

Neste método foi avaliada a capacidade de eliminacdo de moléculas oxidativas
como os radicais peroxila, gerados pelo AAPH a partir da degradagao oxidativa da
fluoresceina. Esta reacdo foi mensurada como a area sob a curva de decaimento
(AUC), conforme descrito por Ou et al. (2001). A capacidade de eliminacdo dos
radicais peroxila aumentou ao longo do tempo de hidrdlise (Figura 5A) assim como
para a atividade do ABTS. Apés as 8 horas de hidrélise, pode-se observar uma
atividade superior a 2,0 pmol TE.mg de proteina?, ndo houve diferencas
estatisticamente significativas entre os tempos de 12 e 24 horas, com maxima
atividade de 2,91+0,04 umol TE.mg de proteinal. Ja para as fracdes separadas < 3
kDa, provenientes do ensaio de hidrélise de 12 horas, foi constatada maior capacidade
de eliminac&o na amostra P3 (Figura 5B) que foi estatisticamente diferente das demais
e apresentou atividade maxima de 1,68+0,08 pumol TE.mg de proteinal. Estes
resultados foram maiores que os encontrados por Moreno-Montoro et al. (2017) que
trabalharam com peptideos provenientes da hidrélise do leite de cabra fermentado e
obtiveram atividade maxima entorno de 1,0 umol TEAC.mg de proteina! nas frages
de peptideos < 3 kDa. Assim como, Tavares et al. (2011), que trabalharam com
hidrolisados de proteina do soro de leite, que obtiveram atividade maxima de
1,061+0,07 pmol TE.mg de proteina™.

3.4.3. Atividade quelante de ions metalicos
Os estudos da complexacéo de ions metalicos como Cu?* e Fe?* sdo realizados

como mecanismos indiretos de atividade antioxidante, uma vez que, ap0s a
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complexacdo destes metais, as reacdes que envolvem a formacdo de radicais
oxidativos sao inibidas. Deste modo, o processo de oxidacdo é retardado. Como
exemplo, a presenca destes ions estimulam a formacédo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), como os radicais hidroxila (OH") formados pela reacdo de Fenton e
no caso especifico do Fe?* pela reacdo de Haber-Weiss na presenca de anions
superperéxidos (CANABADY-ROCHELLE et al., 2018).

Neste trabalho, foi obtida maior taxa de atividade quelante apos as 24 horas de
hidrélise (Tabela 5) tanto para o Cu?* (59,61%+0,86), quanto para o Fe?*
(75,33%=1,64), com resultados que diferiram estatisticamente dos demais. Os tempos
de hidrélise de 1 hora e 3 horas ndo apresentaram diferenca estatistica entre si, desta
forma, ndo ha influéncia do GH entre estes tempos para a atividade quelante de Cu?*.
Diferentemente do que ocorreu na atividade quelante de Fe?*, que apresentou
diferengas estatisticas entre todos os ensaios. A partir da analise das atividades de
complexacdo das amostras < 3 kDa provenientes do ensaio de 12 horas (Tabela 5),
foi possivel constatar que a fracdo P4 foi estatisticamente diferente das demais e
apresentou os maiores resultados de quelagédo para ambos os ions metélicos. Pode-
se observar também que as amostras foram mais eficientes na atividade quelante de
Fe2* com todos os resultados acima dos 40%. Li e Zhao. (2011), avaliaram a eficiéncia
da atividade quelante do Fe?* em funcéo da variagédo nas concentracdes de FeClz, a
partir de hidrolisados de caseina. Estes autores utilizaram o dobro da concentracéo
final de proteina do presente trabalho, em sua reacdo e obtiveram atividade maxima
de 65%. Ou seja, os peptideos gerados na hidrélise da caseina caprina pela protease
do fungo Mucor subtilissimus URM 4133, foram mais eficientes na complexacao do

Fe2+,

3.5. Atividade inibitéria da enzima conversora de angiotensina (ECA)
Os testes de inibicdo da ECA por peptideos gerados a partir da hidrélise do
caseinato caprino através da protease utilizada no presente trabalho revelaram um
grande potencial de atividade inibitéria contra esta enzima, como apresentado na
Figura 6A. A atividade aumentou com o passar do tempo de hidrdlise até as 12 horas
e apresentou maxima atividade de 92,57%+0,63. Em 24 horas, o potencial de inibicdo
caiu significativamente para 46,85%0,57, isto pode ter ocorrido devido a agédo de
degradacdo da protease nas sequéncias peptidicas com potencial de inibi¢cdo. Estes

resultados séo maiores que os encontrados por Ibrahim, Ahmed e Miyata (2017), que
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hidrolisaram a caseina caprina com pepsina comercial e obtiveram atividade de
inibicdo contra a ECA em torno de 80% no pool de hidrolisados.

Todas as fracdes separadas do ensaio de 12 horas apresentaram resultados
superiores aos 50%, com destaque para a fracdo P5 que desempenhou maior
atividade de inibicdo da ECA (89,88%=0,78) e diferiu estatisticamente das demais
(Figura 6B). As fracdes P2 e P4 nao foram diferentes entre si e apresentaram
resultados de inibicdo de 75,77%=1,51 e 78,57%+1,43, respectivamente. Na analise
do ICso das fragOes (Tabela 6), pode-se observar uma variagdo entre 153,67+1,92
pug.mL?t (P3) e 35,42+1,03 ug.mL* (P5). Esta variacdo se encontra dentro do que é
relatado na literatura. Tagliazucchi et al. (2016), estudaram o potencial de inibicdo da
ECA das proteinas do leite caprino hidrolisadas a partir do processo de digestao in
vitro, separaram 9 fragdes por HPCL e obtiveram ICso entre 1156,3+10,5 e 14,1+0,8
ug.mL1. J4 Espejo-Carpio et al. (2016), avaliaram também a hidrélise de proteinas do
leite caprino no processo de digestéo in vitro a partir de diferentes combinacdes de
proteases e observaram uma variacéo no ICso entre 399,8+15,3 ug.mL* e 212,0+12,7

pg.mL2.

3.6. Avaliacdo do processo de digestdo in vitro sob as atividades
biol6gicas
Apbs o processo de digestao in vitro, pode-se observar as atividades bioldgicas
residuais do pool de peptideos < 3 kDa, provenientes do ensaio de 12 horas, na Tabela
7. De forma geral, ndo houve alteracdes significativas entre a amostra néo digerida
(Tabela 3) e a saliva, consequentemente, pode-se constatar que a a-amilase nao
apresentou efeitos sobre os peptideos bioativos. Para a atividade antimicrobiana, esse
processo foi capaz de gerar peptideos que apresentaram uma pequena atividade de
inibicdo contra Escherichia coli (ATCC 25922) apds os 120 minutos de digestao
gastrica, com um incremento dessa atividade ao passar do tempo da digestao
intestinal. Ja com relacdo as demais bactérias, a atividade de inibicdo ndo apresentou
alteracdes consideraveis e permaneceu relativamente constante ao longo do tempo,
ou seja, o0 ensaio de digestédo gastrointestinal agiu de forma sinérgica e contribuiu com
a acao dos peptideos bioativos. O mesmo néo ocorreu com Gough et al. (2017), que
avaliaram a resisténcia da nisina, um dos peptideos mais conhecidos com atividade

antimicrobiana, frente ao processo de digestao gastrointestinal e observaram reducéo
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dessa atividade principalmente no ensaio com pancreatina, com a constatagcao de que
a nisina, apresenta maior degradacao no intestino delgado.

Na avaliacdo da atividade antioxidante total pode-se concluir que o processo
de digestdo in vitro gerou alteracbes no perfil peptidico do pool de hidrolisados,
entretanto, estas alteracdes foram positivas. Uma vez que, a capacidade dos
peptideos em sequestrar o radical ABTS* nao foi afetada e permaneu acima dos 95%
ao longo de todo ensaio, com atividade maxima de 97,67%z=0,78. Dessa forma, néo
houve interferéncias significativas nem da saliva, nem das proteases presentes no
trato gastrointestinal. J& para o radical DPPH, a pepsina foi responsavel por um
aumento consideravel de 11,01% na atividade de sequestro deste radical apos os 120
minutos, no entanto, esse incremento foi perdido com o passar do tempo da digestao
intestinal e a atividade terminou menor que a inicial. O teste de ORAC revelou que a
capacidade dos peptideos em absorver radicais de oxigénio aumentou
consideravelmente ao longo do tempo e passou de 2,85+0,05 para méaxima atividade
de 3,87+0,10 umol TE.mg de proteina, apés os 60 minutos da digestéo intestinal.

O potencial quelante dos peptideos frente aos ions metalicos Cu?* e Fe?* nédo
foi afetado de forma significativa e as atividades variaram entre 43,75%+1,25 e
49,73%0,74 para o Cu?* e para o Fe?* entre 58,24%+1,71 e 65,25%+1,32. Ao e Li
(2013), avaliaram a estabilidade da atividade antioxidante de duas fragbes de
peptideos provenientes da hidrdlise de caseina por uma protease comercial (alcalase)
e observaram que uma das fracdes foi mais resistente, tanto para a atividade de
sequestro do radical ABTS*, quanto para atividade do ORAC, ao longo do tempo de
hidrélise, mesmo assim, ao final do processo de digestao as fracdes apresentaram
menor atividade antioxidante que a inicial, em ambas as analises.

A capacidade de inibicdo da enzima conversora de angiotensina (ECA)
permaneceu acima dos 78% de atividade, mesmo com uma reducao de 12,59% ao
longo do ensaio de digestdo. Isso mostrou que as proteases presentes no trato
gastrointestinal foram capazes de degradar alguns peptideos que agem contra a ECA,
entretanto, o pool de peptideos continuou eficiente para esta atividade e € capaz de
agir no processo de controle da pressdo arterial, caso estes peptideos sejam
absorvidos pelo organismo. Resultados semelhantes foram observados por Petrat-
Melin et al. (2015), que avaliaram a resisténcia de fragBes peptidicas provenientes da
hidrolise da caseina e obtiveram atividade inibitoria da ECA em torno de 70% ap0s

120 minutos de digestao.
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3.7. Cromatografia de exclusdo molecular

O procedimento de exclusdo molecular do pool de peptideos < 3 kDa
provenientes do ensaio de 12 horas, em sistema FPLC, foi capaz de separar fracdes
com picos bem definidos, portanto, a coluna utilizada apresentou uma alta resolucéo
para a separagdo das moléculas de acordo com sua massa molar, como mostra a
Figura 7A. Um total de cinco fragGes foi coletado (P1, P2, P3, P4 e P5) para a
realizacdo das atividades bioldgicas, bem como para o sequenciamento aminoacidico
por espectrometria de massa em MALDI-TOF/TOF. Ja na Figura 7B, pode-se observar
as alteracdes geradas pelo processo de digestdo in vitro no perfil peptidico deste
mesmo pool de hidrolisados, com destaque para a degradacdo que ocorreu
principalmente nos peptideos com maior massa molecular, ou seja, aqueles que séao

eluidos primeiro.

3.8. Espectrometria de massa

Foram realizadas as analises por MALDI-TOF/TOF de todas as fracdes < 3
kDa, separadas em FPLC a partir do pool de hidrolisados de mesma massa molecular,
obtidos no ensaio de 12 horas de hidrélise do caseinato caprino. A identificacdo da
sequéncia de aminoacidos por PMF-MS/MS foi realizada com confiabilidade > 95% e
levou em consideracdo 0s peptideos mais predominantes, ou seja, com maior
intensidade nos espectros de massa de cada fracdo. Um total de 53 peptideos foram
identificados para todas as fracdes, com uma média de 10 peptideos para cada, como
pode ser observado na Tabela 8. A busca pelas sequéncias no banco de dados
BIOPEP (http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/pl/biopep) revelou que a

maioria das sequéncias ainda néo foi relatada na literatura.

A composicdo, estrutura e grau de hidrofobicidade das sequéncias de
peptideos, levam as diferencas nas atividades biol6gicas e suas intensidades. As
propriedades antioxidantes estao relacionadas principalmente com aminoacidos como
Tyr (Y), Trp (W), Met (M), Lys (L), Cys (C) e His (H). Dessa forma, os aminoacidos
com residuos aromaticos podem atuar como doadores de protons em radicais
deficientes em elétrons, o que confere propriedades de eliminacdo de radicais,
especialmente quando estao no terminal carboxila (Sarmadi e Ismail, 2010). Todos os
peptideos identificados apresentaram alguns destes aminoacidos em sua estrutura,

com destaque para as fracdes P4 e P5, que possuem peptideos mais ricos destes
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aminoacidos em suas sequéncias, com residuos aromaticos localizados
principalmente no terminal carboxila.

Ja para a atividade anti-hipertensiva, foi demonstrado que a inibicdo da ECA é
mais eficaz quando ha presenca de aminoacidos como Tyr (Y), Phe (F), Trp (W), Pro
(P), lleu () e VaL (V), além de residuos de Leu (L), que aumentam significativamente
0 processo de inibicdo da ECA. Dados da literatura demonstram ainda que o potencial
positivo de residuos de Arg (R) e Lys (K) também contribuem para potencializar este
efeito inibidor (HERNANDEZ-LEDESMA; CONTRERAS; RECIO, 2011). Vale salientar
que, foram identificadas varias sequéncias com estes residuos de aminoacidos em
sua composicao, o que provavelmente conferiu os resultados expressivos de inibicéo

da ECA obtidos no presente trabalho.

4. CONCLUSAO

A utilizacdo de planejamento estatistico fatorial 23 é eficiente para avaliar a
forma com que os parametros testados influenciam na hidrélise da caseina caprina
pela serina protease produzida pelo fungo Mucor subtilissimus URM 4133, o que
acarreta em um aumento consideravel no GH. Os peptideos liberados apresentam
potencial para todas as atividades bioldgicas avaliadas, com destaque para as
atividades antioxidantes e principalmente anti-hipertensiva. Os testes de digestao
in vitro proporcionam um melhor entendimento sobre a resisténcia destes
peptideos frente as enzimas proteoliticas presentes no trato gastro intestinal. A
identificacdo da sequéncia aminoacidica por espectrometria de massas permite a
identificacdo confidvel dos peptideos, muitos deles ainda ndo catalogados nos

bancos de dados especificos.
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TABELAS

Tabela 1 — Matriz do planejamento fatorial 22 para analisar os fatores de influéncia no
grau de hidrolise (GH) da caseina caprina por protease purificada do fungo Mucor
subtilissimus URM 4133

Fatores Inferior (-1) Central (0) Superior (+1)
Relacéo E/S 1:15 1:10 15
Temperatura (°C) 30 35 40
Tempo (h) 1 3 5

Tabela 2 — Andlise de variancia (ANOVA), para o GH da caseina caprina por
proteases do fungo Mucor subtilissimus URM 4133 de acordo com o planejamento
fatorial 23.

FV SQ GL QM F-valor p-valor

(1)Relagéo E/S 189,654 1 189,6543 3295,98 0,000012

(2)Temperatura (°C) 47,580 1 47,5801 826,89 0,000092

(3)Tempo (h) 857,758 1 857,7582 14906,89 0,000001

1by2 6,252 1 6,2515 108,64 0,001885

1by3 7,434 1 7,4336 129,19 0,001461

2 by 3 5,699 1 5,6989 99,04 0,002159

Falta de Ajuste 16,711 2 8,3553 145,21 0,001034
Erro Puro 0,173 3 0,0575

Total SQ 1131,260 11

FV = Fontes de Variacdo; SQ = Soma dos Quadrados; GL = Graus de Liberdade; QM =
Quadrado Médio.
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Tabela 3 — Atividade antimicrobiana em %, contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, dos hidrolisados (< 3 kDa) da caseina caprina, em funcdo do tempo.

Concentracéo de 500 pug.mL2.

Micro- Tempo (horas)

organismo 1 3 5 8 12 24
S. aureus MR 10,3+1,4¢ 28,7+2,69 35,9+1,8° 49,19+1,8° 62,3+2,72 67,3+2,22
S. aureus MS 14,9+2,6° 25,7+1,7¢9 37,1#3,1¢ 52,64+2,2° 65,1+1,22 66,6+2,52
B. cereus - - 13,8+2,6° 18,27+3,1° 29,6+2,32 25,9+1,12
E. coli - - - - - -
P. aeruginosa - 11,3+2,19 18,4+1,6° 25,61+1,2> 37,842,423 28,3+25b
L.monocytogenes 7,3+1,69 18,4+2,3° 22,7+1,9° 32,98+1,4° 4584202 47,5+1,32

MR: meticilino-resistente. MS: meticilino-sensivel.

Tabela 4 — Atividade antimicrobiana em %, contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, das fracdes (< 3 kDa) de peptideos, provenientes do ensaio de 12 horas

de hidrélise. Concentracdo de 500 pg.mL.

Micro-organismo

P1

P2

Fracdes

P3

P4

PS5

. aureus MR
. aureus MS
. cereus

. coli

. aeruginosa

—r U m W n um

60,86+4,10 37,29+3,49 35,21+2,77 86,73+1,53 59,68+2,44
55,95+3,27 30,88+1,37 35,72+3,13 86,04+1,64 43,83+1,51
43,56+0,80 -

15,91+1,04 -

23,96+0,95 -

18,73+0,43

. monocytogenes 15,42+0,46 51,24+1,39 39,34+1,08 54,14+2,42 35,81+1,41

MR: meticilino-resistente. MR: meticilino-sensivel.
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Tabela 5 — Atividade quelante de Cu?* e Fe?* em %, dos hidrolisados (< 3 kDa) da

caseina caprina e das fracbes (< 3 kDa) de peptideos provenientes do ensaio de 12

horas de hidrélise. Concentracdo de 250 pug.mL™.
Tempo Quelante de Quelante de

Quelante de  Quelante de

(h) Cu? Fe?* Fracédo Cu? Fe?*
1 15,84+0,53¢ 25,92+0,57f P1 17,51+0,69¢ 46,17+1,87°¢
17,59+0,27¢ 37,83+0,49¢ P2 30,36+0,40P 47,23%1,54°¢
5 28,85+0,429 43,19+1,084 P3 27,14+0,32°¢ 41,05+1,1449
39,64+0,73° 51,67+0,55° P4 35,65+1,062 59,751,442
12 52,35+0,12°> 67,28+1,19° P5 30,78+0,58° 52,24+2,74°
24 59,61+0,862 75,33x1,642

Tabela 6 — ICso da atividade anti-hipertensiva das fracdes (< 3 kDa) de peptideos
provenientes do ensaio de 12 horas de hidrélise.

Fragdo ICso (ug.mL1)
P1 89,12+1,64
P2 55,38+2,35

P3 153,67+1,92
P4 49,28+2,17
P5 35,42+1,03
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Tabela 7 — Atividades biologicas residuais do pool de hidrolisados (< 3 kDa) da
caseina caprina, provenientes do ensaio de 12 horas, ap0s o0 ensaio de digestédo

gastrointestinal.

Atividade Antimicrobiana (%)

Micro-organismos
S. aureus MR
S. aureus MS

B. cereus

E. coli

P. aeruginosa

L. monocytogenes

ABTS (%)
DPPH (%)
ORAC-FL*
Cu?* (%)
Fe?* (%)

Saliva
10 min.
65,82+2,11
64,53+3,57
32,19+2,80
35,49+1,28
47,91+0,73

Digestdo Gastrica Digestéo Intestinal
60 min. 120 min 60 min. 120 min.
63,15+1,93 60,57+2,62 67,29+3,05 72,94+2,73
62,22+2,14 65,17+1,46 63,38+1,24 67,61+3,27
28,35+1,78 33,81+1,29 38,46+3,57 35,94+2,33

- 8,53+1,83 10,34+2,79 12,45+1,64
38,74+2,65 42,37+2,50 39,94+2,08 41,89+1,26
45,11+1,93 48,20+1,34 52,03+1,72 54,61+2,59

Atividade Antioxidante

Saliva
10 min.
95,1740,03
35,68+0,81
2,85+0,05
47,95+0,24
61,71+1,04

Digestdo Gastrica Digestao Intestinal
60 min. 120 min 60 min. 120 min.
95,61+0,01 95,45+0,25 97,67+0,78 96,12+0,62
42,14+0,27 46,69+1,49 38,79+1,69 33,97+0,76
2,98+0,04 3,59+0,06 3,87+0,10 3,80+0,01
45,97+0,31 43,75+1,25 49,55+0,46 49,73+0,74
65,25+1,32 63,55+1,31 58,24+1,71 59,98+1,17

Atividade Anti-hipertensiva (%)

Saliva
10 min.
91,28+1,36

Digestdo Gastrica Digestao Intestinal
60 min. 120 min 60 min. 120 min.
85,63+1,04 81,71+1,21 77,43+0,43 78,69+1,08

*= umol de TE.mg de proteina*
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Tabela 8 — Peptideos identificados por espectrometria de massa (MS/MS) das fracbes
(< 3 kDa) provenientes do ensaio de 12 horas de hidrolise da caseina caprina.

Massa Exp. Massa Calc.

Fracdo Sequéncia (Da) (Da) Fonte de Proteina
P1 RDMPIQAF 976,49 976,48 B-caseina (196-203)
~ AVPQRDMPIQAF 1371,70 1371,70 B-caseina (192-203)
MGVPKVKETMVPKHKEMPF* 2228,07 2228,15 B-caseina (108-126)
DKIHPFAQAQSLVYPFTGPI 2228,07 2228,16 B-caseina (62-81)
EQEELNVVGETVESLSSSEES 2279,97 2280,01 B-caseina (17-37)
HKEMPFPKYPVEPFTESQS* 2293,05 2293,07 B-caseina (121-139)
MPFPKYPVEPFTESQSLTLT 2311,04 2311,14 B-caseina (124-143)
SQPKVLPVPQKAVPQRDMPIQAF  2573,44 2573,42 B-caseina (181-203)
MVPKHKEMPFPKYPVEPFTESQ  2645,32 2645,30 B-caseina (117-138)
P2 FPKYPVEPFTES 1439,67 1439,70 B-caseina (126-137)
~ DELQDKIHPFAQ 1439,67 1439,70 B-caseina (58-69)
EMPFPKYPVEPF 1479,69 1479,71 B-caseina (123-134)
KVKETMVPKHKEM 1583,81 1583,85 B-caseina (112-124)
LQPEIMGVPKVKET* 1583,81 1583,86 B-caseina (103-116)
VKETMVPKHKEMPF 1699,95 1699,88 B-caseina (113-126)
HKEMPFPKYPVEPF 1744,84 1744,86 B-caseina (121-134)
YQEPVLGPVRGPFPIL 1780,97 1780,99 B-caseina (206-221)
YQEPVLGPVRGPFPILV 1880,04 1880,06 B-caseina (206-222)
LLYQEPVLGPVRGPFPILV 2106,22 2106,22 B-caseina (204-222)
PKHKEMPFPKYPVEPFTE 2200,11 2200,10 B-caseina (119-136)
MVPKHKEMPFPKYPVEPF 2200,11 2200,12 B-caseina (117-134)
P3 HLPLPLVQ 915,55 915,55 B-caseina (149-156)
~ RDMPIQAF 976,49 976,48 B-caseina (196-203)
VVPQRDMPIQ* 1197,57 1197,62 B-caseina (192-201)
KEMPFPKYPV 1250,63 1250,64 B-caseina (122-131)
YQEPVLGPVRGP 1310,65 1310,70 B-caseina (206-217)
EMPFPKYPVEPF 1479,71 1479,71 B-caseina (123-134)
ETMVPKHKEMPF** 1504,71 1504,71 B-caseina (115-126)
SWMHQPPQPLSPT 1504,71 1504,71 B-caseina (157-169)
TVPAKSCQDQPTTLARHPHP 2183,12 2183,09 k-caseina (103-122)
FPKYPVEPFTESQSLTLTDV 2297,18 2297,15 B-caseina (126-145)
P4 IFTCLL 708,38 708,39 asz-caseina (5-10)

KFPQYL 794,44 794,43 Osz-caseina (107-112)



PS5

VLSRYPS
NMAIHPR*
AIPYVRYL
HPHLSFMAI*
KFPQYLQY
NPWDQVKRN
NYYQQRPVAL
SYGLNYYQQRPV
CQDQPTTLARHPH
TTMPLW

FYPQLF
PSGAWYY
SGAWYYL
NENLLRF
ELSKDIGSE
MKEGNPAHQ
DAYPSGAWY
DQAMEDAKQ*
FSDIPNPIGSENSG
YQLDAYPSGAWY

820,43
853,46
993,57
1067,53
1085,56
1155,59
1250,65
1486,72
1502,71
747,37
813,41
842,38
858,40
904,48
976,49
1010,47
1028,43
1050,41
1432,64
1432,64

820,44
853,42
993,56
1067,52
1085,55
1155,58
1250,64
1486,72
1502,70
747,36
813,41
842,36
858,39
904,48
976,47
1010,46
1028,42
1050,43
1432,65
1432,63

194

K-caseina (52-58)
asz-caseina (41-47)
as2-caseina (216-223)
K-caseina (121-129)
as2-caseina (107-114)
Osz-caseina (123-131)
K-caseina (62-71)
K-caseina (58-69)
K-caseina (109-121)
asi-caseina (209-214)
asi-caseina (160-165)
asi-caseina (175-181)
asi-caseina (176-182)
asi-caseina (32-38)
asi-caseina (54-62)
asi-caseina (138-146)
asi-caseina (172-180)
asi-caseina (66-74)
asi-caseina (194-207)
asi-caseina (169-180)

* + Oxidag&o (M). ** 2+ Oxidagao (M)
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FIGURAS

Figura 1 — (A). Grau de hidrélise da caseina caprina no planejamento fatorial 23. (B).
Grau de hidrélise da caseina caprina a partir do ensaio 7 em funcdo do tempo. As
barras de erro representam o desvio padrao.
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Figura 2 — Grafico de Pareto dos efeitos estimados para as variaveis no GH da
caseina caprina hidrolisada pela protease purificada do fungo Mucor subtilissimus
URM 4133 de acordo com o planejamento fatorial 23.
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Figura 3 — (A). Gel de Tricina-SDS-PAGE do planejamento fatorial 23 da caseina
caprina hidrolisada, sendo os nimeros 1-12 correspondentes aos seus respectivos
ensaios, M.M.: Marcador Molecular e NHC: Caseina nédo hidrolisada. (B). Gel de
Tricina-SDS-PAGE do ensaio 7 da hidrélise da caseina caprina em fungéo do tempo,
sendo 0s numeros 1-6 referentes aos temposLlh, 3h, 5h, 8h, 12h e 24h.

MM. NHC 1 2 3 4 £ 6 o
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Figura 4 — (A). Atividade antioxidante (%) do ABTS e DPPH dos hidrolisados (< 3 kDa)
da caseina caprina em funcdo do tempo. (B). Atividade antioxidante Equivalente
(uM.mL"1) do ABTS e DPPH dos hidrolisados (< 3 kDa) da caseina caprina em funcéo
do tempo. (C). Atividade antioxidante (%) do ABTS e DPPH das fra¢des (< 3 kDa) de
peptideos, provenientes do ensaio de 12 horas. (D) Atividade antioxidante Equivalente
(uM.mL?) do ABTS e DPPH das fracdes (< 3 kDa) de peptideos, provenientes do
ensaio de 12 horas.
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Figura 5 — (A). Atividade de ORAC-FL dos hidrolisados (< 3 kDa) da caseina caprina
em funcao do tempo. (B). Atividade de ORAC-FL das fracdes (< 3 kDa) de peptideos,
provenientes do ensaio de 12 horas. As barras de erro representam o desvio padréo.
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Figura 6 — (A). Atividade anti-hipertensiva (%) dos hidrolisados (< 3 kDa) da caseina
caprina em funcao do tempo. (B). Atividade anti-hipertensiva das fragcbes (< 3 kDa) de
peptideos provenientes do ensaio de 12 horas. As barras de erro representam o

desvio padréo.
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Figura 7 — (A). Cromatograma de exclusdo molecular das fragbes (< 3 kDa) dos
peptideos provenientes do ensaio de 12 horas de hidrélise da caseinca caprina. (B).
Cromatografia de exclusédo molecular da fragdes (< 3 kDa) dos peptideos provenientes
do ensaio de 12 horas de hidrdlise ao final da digestéo intestinal de 120 minutos.
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CAPITULO VI

Propriedades bioativas de peptideos obtidos a partir da hidrélise
da caseina caprina por uma serina protease produzida pelo fungo
Mucor guilliermondii URM 5848
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Propriedades bioativas de peptideos obtidos a partir da hidrélise da caseina
caprina por uma serina protease produzida pelo fungo Mucor guilliermondii URM
5848
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Resumo: A hidrélise enzimética da caseina caprina com a protease purificada do
fungo filamentoso Mucor guilliermondii URM 5848 foi realizada para obtencdo de
hidrolisados com massa molecular < 3 kDa e avaliacdo do potencial destes peptideos
nas atividades antimicrobianas, antioxidantes e anti-hipertensivas. O maior grau de
hidrélise (GH) obtido a partir do planejamento fatorial 22 foi de 22,81% no ensaio 7
(Enzima/substrato = 1:5; 40 °C; 5 h). A avaliacdo do grau de hidrdlise deste ensaio em
funcado do tempo revelou maximo de 41,45% ap0s as 24 horas, entretanto, a avaliacédo
das atividades biol6gicas apresentou melhores resultados para os hidrolisados no
tempo de 12 horas (Enzima/substrato = 1:5; 40 °C; GH — 36,72%), principalmente para
a atividade anti-hipertensiva, com resultado de 83,42% de inibicdo da enzima
conversora de angiotensina (ECA). Cinco fragbes (P1, P2, P3, P4 e P5) deste mesmo
ensaio foram separadas por cromatografia de exclusdo molecular em sistema FPLC
e apresentaram diferentes niveis de atividades biologicas. Foram identificados por
MALDI-TOF/TOF, em média, 10 peptideos para cada uma das fracbes (47

sequéncias), com algumas, inéditas.

Palavras-chave: leite de cabra, enzimas proteoliticas, atividades bioldgicas
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1. INTRODUCAO

As caseinas, particulas de dimensfes coloidais, representam as proteinas
predominantes no leite, aproximadamente 80% do conteddo proteico. Sao
constituidas por um grupo heterogéneo de fosfoproteinas que estabilizam o fosfato de
calcio em estruturas micelares. E compostas por quatro fragdes principais (asi-, Os2-,
B- e k-caseina). Estas micelas apresentam nano particulas de fosfato de calcio,
ligadas aos grupos fosfoserina das fragdes asi-, as2- € B-caseina e estdo em equilibrio
com as concentracdes de calcio e fosfato presentes na fase soluvel. Além disso, a k-
caseina € responsavel por formar uma camada na superficie das micelas para auxiliar
no processo de estabilizacdo (NAIR et al., 2014).

A hidrélise da caseina por a¢do enzimatica € capaz de liberar moléculas com
atividades bioldgicas variadas. Os peptideos bioativos derivados da caseina
apresentam diversas atividades biolégicas e podem auxilar varias fun¢des fisiol6gicas
dos organismos. Atividades antimicrobianas e antioxidantes, fun¢des antitrombdbticas,
anti-hipertensivas e imunomoduladoras sédo descritas para estas moléculas. Estas
substancias sdo obtidas principalmente por hidrélise enzimética e sdo adicionadas
com frequéncia nos alimentos, para a melhoria funcional das suas propriedades
nutricionais. Muitas enzimas comerciais como a tripsina, quimotripsina e pepsina, sao
utilizadas para hidrolisar caseinas e obter peptideos bioativos essenciais (SU et al.,
2012).

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) apresentam diferentes comprimentos,
sequéncia de aminoacidos, cargas anibnicas ou catidnicas e diferencas estruturais.
Apesar dessas diversidades, essas moléculas possuem algumas caracteristicas em
comum, como por exemplo, a natureza anfipatica dos seus sitios ativos. Devido as
suas propriedades antimicrobianas de largo espectro, estes peptideos foram
rapidamente propostos como substancias com acdo antimicrobiana para o tratamento
de infec¢cbes causadas por bactérias resistentes a antibidticos (BROGDEN;
BROGDEN, 2011).

A caseicidina € um dos primeiros peptideos antimicrobianos descritos e
purificados que apresentou efeito de inibicdo contra estirpes de Staphylococcus spp.,
Sarcina spp., Bacillus subtilis, Diplococcus pneumoniae e Streptococcus pyogenes
(SILVA; MALCATA, 2005). A israicidina, derivada da fragcao asi-da caseina (F1-23:
Arg-Pro-Lis-His-Pro-lle-Lis-His-GIn-Gli-Leu-Pro-GIn-Glu-Val-Leu-Asn-Glu-Asn-Leu-
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Arg-Phe) apresenta além de sua atividade antimicrobiana, funcdes
imunomoduladoras e podem atuar também como peptideo opibdide no sistema nervoso
(PHELAN et al., 2009).

Além dos peptideos antimicrobianos, o interesse em encontrar compostos
antioxidantes, encontra-se em constante crescimento ao longo dos anos,
principalmente aqueles presentes em alimentos, pois estas substancias podem
proteger o corpo humano contra o ataque dos radicais livres e retardar o progresso de
muitas doencas crénicas, bem como impedir a oxidacéo lipidica em alimentos (KADRI
et al., 2011).

Das proteinas de origem animal, a caseina, bem como seus hidrolisados e
peptideos, é muito estudada quanto a atividade antioxidante. Alguns autores sugerem
a importancia de residuos de leucina, que pode estar relacionada a eliminacédo de
radicais (KIM et al., 2007; XIE et al., 2013), a atividade quelante de ions e a inibicdo
da oxidacao em lipidios (PHELAN et al., 2009).

Outro beneficio importante dos peptideos derivados da caseina ocorre na sua
capacidade de auxiliar no controle da presséo arterial, ja que, os disturbios da presséo
arterial corpérea representam um dos principais problemas de saide na atualidade.
Neste caso, a hipertensdo arterial possui proporcbes epidémicas e afeta
aproximadamente cerca de 30% da populacdo adulta mundial. Esta enfermidade é
considerada uma alteracdo fisioldgica crbnica que carrega um fator de risco para
outros disturbios, como por exemplo, a arteriosclerose, infarto do miocardio, acidente
vascular cerebral e insuficiéncia renal (BALTI et al., 2015).

Os peptideos inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA),
responsavel pelo aumento da pressao arterial, desempenham um importante papel
fisiolégico na regulacdo da hipertensdo. Pois, uma vez que a concentracdo de
angiotensina diminui no sistema circulatério, tem-se uma diminuicdo da pressao
arterial. Algumas evidéncias sugerem gque, 0 aumento na ingestao de proteinas, reduz
a pressao sanguinea, o que fundamenta as alternativas ndo-farmacoldgicas tanto para
a prevencao, quanto para o controle da pressao arterial sistémica (COSTA; GONTIJO;
NETTO, 2007; WU et al., 2013). Os principais peptideos descritos que apresentam
elevada atividade de inibicdo da ECA séao o IPP e o VPP, derivados da fragao [3-
caseina a partir da fermentacéo de Lactobacillus helveticus (NAKAMURA et al., 1995;
HERNANDEZ-LEDESMA et al., 2014).
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O objetivo do presente trabalho foi avaliar as atividades biologicas de
hidrolisados e peptideos multifuncionais provenientes da caseina caprina a partir da
hidrolise realizada por uma protease purificada sintetizada pelo fungo filamentoso
Mucor guilliermondii URM 5848.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Obtencao do caseinato de sodio caprino
O leite cru foi coletado de um rebanho leiteiro de cabras da raca Saanen e

imediatamente armazenado a 4 °C. O processo de obtencdo da caseina caprina, na
forma de caseinato de sddio, ocorreu através da metodologia proposta por Egito et al.
(2006), com modificacdes. Inicialmente, o leite foi desnatado por centrifugacéo (2100
x g por 30 min a 32 °C) e a caseina total obtida mediante precipitacdo isoelétrica em
pH 4,2 com HCI 1 M. O precipitado foi separado por centrifugacédo a 2200 x g por 20
min, a 10 °C, lavado trés vezes com agua destilada e solubilizado em pH 7,0 através
da adicdo de NaOH 1 M. Esse ciclo de precipitacao-lavagem-dissolucao se repetiu
por mais duas vezes. O precipitado de caseina, denominado de caseinato de sédio,
foi dialisado contra agua ultrapura a 4 °C, por 72h, posteriormente liofilizado e
estocado a -20 °C.

2.2. Determinacdo da atividade proteolitica

A atividade proteolitica da protease purificada produzida pelo fungo filamentoso
Mucor guilliermondii URM 5848, foi monitorada de acordo com o método descrito por
Leighton et al. (1973), utilizando a azocaseina 1% (m/v), diluida em tampé&o Tris-HCI
0,2 M, pH 8,0, como substrato. Para a reag¢ao, 60 uL da protease purificada foram
adicionados a 100 uL do substrato e incubados na auséncia de luz durante 1 hora.
Posteriormente, 480 uL de acido tricloroacético 10% (m/v) foram adicionados a
mistura reacional e 0os ensaios centrifugados durante 5 minutos (3000 x g - 4 °C). Logo
apos, 320 uL do sobrenadante foram misturados a 560 yL de NaOH 1 M. A atividade
enzimatica foi definida como a variacéo de 0,01 na absorvancia a 440 nm durante uma
hora. As dosagens enzimaticas foram expressas em U.mL*?, e todos os ensaios

realizados em triplicata.

2.3. Hidrdélise da caseina caprina
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A caseina caprina foi dissolvida para uma concentracdo de 10 mg.mL?* em
tampéao fosfato de sédio 0,1 M, pH 6,5, seguindo a metodologia proposta por Egito et
al. (2007). Para a hidrdlise da caseina foi utilizada uma protease purificada produzida
pelo fungo filamentoso Mucor guilliermondii URM 5848. Inicialmente, foi realizado
planejamento fatorial 23 (Tabela 1), com o intuito de verificar as melhores condi¢cdes
de atuacdo da enzima para a degradacdo da caseina. Posteriormente, o ensaio que
apresentou maior grau de hidrdlise foi avaliado de forma a monitorar a hidrélise da
caseina ao longo do tempo (1, 3, 5, 8, 12 e 24 horas) e s06 assim, verificar qual o tempo
de hidrélise proporcionou a liberacdo de peptideos com as melhores atividades
biologicas. Apds a realizacdo de cada hidrélise, a reacdo enzimatica foi interrompida
por choque térmico e as amostras submetidas a banho fervente durante 10 minutos

para a desnaturacéo das proteases.

2.4. Determinacao do grau de hidrdlise (GH)

O grau de hidrolise, definido como a quantidade de ligacdes peptidicas
clivadas, ou o niumero de grupos amino formados durante o processo de hidrélise, foi
determinado de acordo com a metodologia proposta por Adler-Nissen (1979), que
utiliza o acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfénico (TNBS). Para a reacdo, 250 uL das
amostras do hidrolisado de caseina, foram incubados com 2 mL de tampao fosfato de
sédio, 0,2125 M, pH 8,2 e 2 mL do TNBS 0,1% (v/v) diluido em agua ultra pura. A
reacdo ocorreu a 50 °C durante 60 minutos. Transcorrido este periodo, foram
adicionados 4 mL de HCI 0,1 N para interromper a reacdo. A mistura reacional foi
mantida em temperatura ambiente durante 30 minutos e posteriormente analisada em
espectrofotometro a 340 nm. Para a curva de calibracao, a L-leucina foi utilizada como
aminoéacido padrdo, com variacao nas concentracdes entre 0,25 — 10 mM. O GH (%)

foi calculado de acordo com a equagéao 1:

_ ANZ - AN1
GH(%) = [————] % 100

Nyp

(1)

AN corresponde ao conteudo de nitrogénio amino antes da hidrélise em mg.g-
! de proteina, ANz corresponde ao conteddo de nitrogénio amino depois da hidrélise

em mg.g?! de proteina. E Npb, corresponde ao conteldo total de nitrogénio amino



206

presente contido nas ligacdes peptidicas do substrato proteico. Vale salientar que, 0s
valores de AN1 e ANz foram obtidos com base na curva padréo gerada com L-leucina,
e Npb, de acordo com a metodologia de Micro-Kjeldahl (AOAC, 1990).

2.5. Eletroforese Tricina-SDS-PAGE dos hidrolisados

As amostras para a eletroforese foram preparadas com uma quantidade de 20
uL de cada solucédo dos hidrolisados e 480 pL de tampédo de amostra (2x Sample
Buffer — Sigma S3047), composto por tampéao Tris-HCI 100 mM, pH 6,8, 24% (v/v) de
glicerol, 1% de dodecil sulfato de sodio, 4% (v/v) de B-mercaptoetanol e 0,02% de
Coomassie Brilliant Blue G. Foi utilizado o marcador molecular (Ultra Low Range
Molecular Weight Marker — Sigma M3546) composto por triosefosfato isomerase
(26,600 Da); mioglobina (17,000 Da); a-lactalbumina (14,200 Da); aprotinina (6,500
Da); insulina B (3,496 Da) e bradicinina (1,060 Da). A eletroforese Tricina-SDS-PAGE
dos hidrolisados e da caseina ndo hidrolisada transcorreu segundo Schagger e Jagow
(1987), com algumas modificacGes. O gel de concentracdo foi composto por 4,9% de
poliacrilamida (29:1) e o gel de corrida 15,4%. A corrida das amostras no gel foi
realizada a 150 V durante 60 minutos.

Apos a migracao eletroforética o gel foi submetido ao processo de coloragéo.
Inicialmente foi utilizada uma solugéo fixadora com 40% (v/v) de metanol e 10% (v/v)
de acido acético, durante 30 minutos. Posteriormente, o gel foi corado com uma
solucéo que continha 10% (v/v) de acido acético e 0,25 g (m/v) de Coomassie Brilliant
Blue G-250 durante 1 hora e descorado em uma solucdo de 10% (v/v) de &cido

acético.

2.6. Determinacao de proteina total
O Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) foi usado para a
determinacdo da concentracdo de proteinas nos experimentos das atividades
biolégicas. Foi utilizado soroalbumina bovina como proteina padrdo em concentragdes

gue variam entre 0 — 2000 pg.mL™2.

2.7. Avaliacdo das atividades bioldgicas dos hidrolisados
A avaliacdo das atividades biolégicas dos hidrolisados ocorreu de duas formas
distintas. Primeiro, os ensaios que hidrolisaram a caseina caprina em diferentes

tempos (1, 3, 5, 8, 12 e 24 horas) foram centrifugados a 5000 x g a 4 °C e o
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sobrenadante utilizado para obtencdo de um pool de peptideos com massas
moleculares menores que 3 kDa, utilizando Amicon Ultra-15 (Merck Millipore).
Posteriormente, 0 ensaio que apresentou melhores resultados de atividade foi
utilizado para o processo de purificacdo por exclusdo molecular, em sistema FPLC e
posteriormente, realizada uma nova avaliacdo do potencial de atividade das fracoes
coletadas neste processo.

2.8. Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana das fracdes de peptideos (< 3 kDa) foi realizada pelo
método de turbidez descrito por Mine, Ma e Lauriau (2004) com modificagdes. Foram
utilizadas as bactérias Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 10145), Staphylococcus aureus meticilino-resistente (MRSA) (CCUG 60578),
Staphylococcus aureus meticilino-sensivel (MSSA) (ATCC 25923), Bacillus cereus
(NCTC 2599) e Listeria monocytogenes (ESB 3572).

Para a determinacdo da atividade antimicrobiana, as colénias de bactérias
foram ativadas em 10 mL de caldo triptona de soja (TSB) e incubadas a 37 °C durante
15 horas. A suspensdao de cada bactéria foi inoculada em caldo TSB até atingir escala
logaritmica de crescimento determinada por absorvancia a 620 nm e padronizada uma
quantidade de 108 UFC.mL™. Microplacas de 96 pocos de fundo plano, de poliestireno
e estéreis (Corning®), foram utilizadas para o ensaio. A mistura de 50 uL (500 pg.mL"
1) de cada fracéo de peptideos foi realizada com 45 pL de caldo Mueller Hinton (CMH)
e 5 pL da suspensédo bacteriana. O controle positivo apresentou apenas CMH e
suspensao bacteriana. Ja no controle negativo foi utilizado o cloranfenicol na
concentragdo de 300 pg.mL 1. Apés a incubacéo das placas a 37 °C durante 24 horas
procedeu-se a leitura em leitora de microplaca Multiskan GO Microplate

Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) a 620 nm.

2.9. Avaliacao da atividade antioxidante total
2.9.1. Atividade sequestradora de radicais ABTS* e DPPH
A atividade sequestradora de radicais livres das fracbes de peptideos foi
determinada com o radical cation ABTS™, gerado a partir do 2,2-azinobis-3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS) de acordo com Re et al. (1999)
modificada. Para formacé&o do radical ABTS*, persulfato de potassio e ABTS foram

preparados a uma concentracao final de 2,45 e 7 mM, respectivamente, e incubado
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ao abrigo da luz por 16 h a temperatura ambiente. A absorvancia da solucao do radical
foi ajustada para 0,70 £ 0,02 a 734 nm, com espectrofotometro, por diluigdo em
tampao fosfato-salino 100 mM (PBS), pH 7,4. Para a reagao, 50 uL (250 ug.mL™?) das
amostras foram misturados com 950 L da solucédo do radical ABTS*. Os ensaios
foram incubados a 30 °C durante seis minutos e lidos a 734 nm, em triplicata. A curva
padrao foi obtida com Trolox (1-500 yM) como substéncia antioxidante padrao. A
atividade antioxidante (%) foi calculada em relacdo a atividade de eliminacdo do

radical, de acordo com a seguinte equacao 2:

A —A
Atividade antioxidante (%) = ( controle amoma) x 100

Acontrole

(2)

Onde, Acontrole representa a absorvancia inicial do ABTS e Aamostra @ absorvancia
apos a adicao da respectiva amostra que continha os peptideos.

Outro radical livre utilizado para avaliar o potencial de atividade antioxidante foi
o 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). A avaliacdo da atividade sequestradora do
DPPH foi realizada segundo a metodologia descrita por Li et al. (2013), com algumas
modificacdes. O radical DPPH (0,2 mM) foi preparado através de uma solucao
composta por 30% agua e 70% etanol. Neste caso, 750 uL de amostra (250 ug.mL™?)
foram misturados a 750 pL da solugao com o radical DPPH. A reacédo ocorreu durante
30 minutos ao abrigo de luz e a leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 517 nm.
A curva padréo foi preparada com acido ascoérbico (1-100 yM) como antioxidante
padrdo. A atividade antioxidante (%) foi calculada seguindo a mesma formula da
metodologia de ABTS.

2.9.2. Capacidade de absorcao de radicais oxigénio (ORAC)

O teste de capacidade de absorcéo radical de oxigénio (ORAC) foi baseado
pelo método proposto por Contreras et al. (2011). Resumidamente, a reacao foi
realizada a 40 °C em tampéao fosfato-salino (PBS) 75 mM (pH 7,4) e a mistura de
ensaio final (200 pL) continha fluoresceina (70 nM), 2,2-Azobis(2-
metilpropianomidina) dihidroclorido — AAPH (14 mM) e o antioxidante padréo Trolox
(0,2-1,6 nmol.mL?) ou amostra (em diferentes concentracdes). A fluorescéncia foi

registrada durante 137 minutos (104 ciclos) em leitor de placas FLUOstar OPTIMA
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(BMG Labtech, Offenburg, Alemanha) com filtros de excitacdo de 485 nm e de
emisséo de 520 nm. O equipamento foi controlado pela verséo do software FLUOstar
Control (1.32 R2) para medicéo de fluorescéncia. Foram utilizadas microplacas de 96
pocos de poliestireno preto (Nunc, Dinamarca). As solucdes de AAPH e Trolox foram
preparadas diariamente e a fluoresceina foi diluida a partir de uma solucéo de reserva
(1,17 mM) em tampéo fosfato-salino 75 mM (pH 7,4). Todas as misturas reacionais
foram preparadas em duplicata e pelo menos trés corridas independentes realizadas
para cada amostra. Os valores finais de ORAC-FL foram expressos em umol de Trolox

equivalente (TE).mg de proteina™.

2.9.3. Atividade quelante de ions metalicos

A atividade quelante de cobre (Cu?*) foi determinada de acordo com Saiga et
al. (2003) com modificacdes propostas por Sanchez-Vioque et al. (2013). Para a
reacdo, 0,5 mL (250 yg.mL') de amostra foi misturado com 2 mL de tampé&o acetato
de sédio 50 mM, pH 6,0 e 50 pL de CuSO4 5 mM. Apos 30 min. de incubacdo em
temperatura ambiente foram adicionados 50 uL de pirocatecol violeta (PV) 4 mM. A
mistura reacional foi homogeneizada e a reacdo continuada por mais 30 min.,
posteriormente, mensurada a 620 nm. Agua deionizada foi utilizada como controle
negativo, em substituicdo a amostra e uma solucao de EDTA 0,045% utilizada como
substancia quelante padrao. A porcentagem de inibicdo de formacao do complexo PV-
Cu?* foi calculada da seguinte forma: [(Ao-A1)/Ag]x100. Onde, Ao corresponde a
absorvancia do controle negativo, e A; a absorvancia das amostras.

A atividade quelante de ferro (Fe?*) foi determinada de acordo com a
metodologia proposta por Sanchez-Vioque et al. (2013). Para a reacédo, 0,5 mL (250
ug.mL1) de amostra foi misturado com 2 mL de tampé&o acetato de s6dio 100 mM, pH
4,9 e 50 uL de cloreto de ferro (I1) 2 mM. Apds 30 min. de incubagado em temperatura
ambiente foram adicionados 200 uyL de ferrozina 5 mM. A mistura reacional foi
homogeneizada, a reagao continuada por mais 30 min. E posteriormente, mensurada
a 562 nm. Agua deionizada foi utilizada como controle negativo, em substituicdo a
amostra e uma solucao de EDTA 0,045% utilizada como substancia quelante padréo.
A porcentagem de inibicdo de formacgdo do complexo ferrozina-Fe?* foi calculada da
seguinte forma: [(Ao-A1)/Ag]x100. Onde, Ao corresponde a absorvancia do controle

negativo, e A; a absorvancia das amostras.
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2.10. Atividade inibitéria da enzima conversora de angiotensina (ECA)

A atividade anti-hipertensiva foi realizada segundo a metodologia descrita por
Holmquist et al. (1979) com modificacdes (ASOODEH; YAZDI; CHAMANI, 2012), que
utiliza o N-[3-(2-Furil)acriloil]-Phe-Gly-Gly (FAPGG) como substrato. Em cada teste
das amostras o ensaio foi realizado com 22 yL da ECA (50 mU.mL1), 50 yL da
amostra (250 ug.mL1), 100 yL de FAPGG (0,5 mM) e 150 uL de tampao ECA (Tris-
HCI 50 mM, pH 7,5, 0,3 M de NaCl e 1 mM de ZnCl2). A mistura reacional foi incubada
durante 60 min. e a reacdo monitorada a cada 10 min. em leitora de microplaca
Multiskan GO Microplate Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) a 340 nm. A
amostra controle foi feita substituindo a amostra por tampao ECA. Para o célculo da

atividade anti-hipertensiva (%), foi utilizada a equacao 3:

Y.
Inibicio da ECA (%) = [1 — (M)] « 100

AAcontrole

3)

O valor de ICso da amostra que apresentou melhores resultados prévios foi
definido como a concentracdo necessaria para inibir 50% da atividade da ECA. Para
isto, um total de cinco concentracdes diferentes de amostra que continha os peptideos
inibidores foram utilizadas para avaliar a % de inibicdo da ECA. O ICso foi obtido por
regressao linear plotando a % de inibicdo contra as diferentes concentracdes da

amostra. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

2.11. Avaliacdo do processo de digestao in vitro sob as atividades
biol6gicas
O ensaio de hidrdlise em funcéo do tempo (< 3 kDa) que apresentou melhores
resultados para as atividades biologicas no geral, foi submetido ao processo de
digestdo in vitro com a finalidade de avaliar as atividades biologicas residuais e
verificar dessa forma, o comportamento e a resisténcia dos peptideos frente as
enzimas digestivas. Para isso, 0 ensaio de digestao in vitro foi realizado de acordo
com a metodologia proposta por Wang, Wang e Li (2016) com algumas modificagcdes.
Inicialmente, 10 mL da amostra (1 mg.mL* de proteina) foram misturados com 12 mL
da fase oral que continha 100 U.mL* de a-amilase porcina (Sigma- Aldrich) e CaClz 1

mM com pH entre 5,6 — 6,9, durante 10 minutos a 37 °C, ap0s este periodo uma
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aliquota foi coletada. Em seguida, o pH foi ajustado para 2,0 com HCI 100 mM e
adicionada pepsina porcina (Sigma- Aldrich) em uma proporcéo de enzima/substrato
de 1:50 e a mistura reacional incubada em banho-maria durante duas horas a 37 °C
com agitacao de 200 rpm. Neste periodo, duas aliquotas foram retiradas nos tempos
de 60 e 120 minutos. Posteriormente, o pH foi ajustado para 5,3 com NaHCO30,9 M
e, subsequentemente, ajustado para pH 7,5 com NaOH 2 M. A pancreatina foi
adicionada ao ensaio na proporcdo enzima/substrato de 1:25 e a reagao continuou
por mais 2 horas a 37 °C em banho-maria com agitacdo constante de 200 rpm. Mais
duas aliquotas foram retiradas nos tempos de 60 e 120 minutos. Todas as aliquotas
foram submersas em banho fervente durante 10 minutos para a inativacdo das
enzimas e passadas pelo processo de ultrafitracdo com Amicon Ultra-15 (Merck
Millipore) com membrana de corte < 3 kDa. Posteriormente, foram liofilizadas,
ressuspendidas nas mesmas concentracdes utilizadas para as atividades biologicas
e armazenadas em -80 °C para analises posteriores.

2.12. Cromatografia de exclusdo molecular

A purificagdo parcial da amostra do ensaio com melhores resultados para as
atividades biolégicas foi realizada por meio da distribuicdo da massa molecular dos
peptideos presentes no pool de hidrolisados, por cromatografia de exclusdo molecular
em sistema FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography — AktaPurifier GE Healthcare)
com coluna Superdex Peptide 10/300 GL acoplada. O sistema foi operado com uma
taxa de fluxo de 0,5 mL.min"! e teve como eluente tampao fosfato de s6dio 50 mM, pH
6,5. Foi injetado um volume de 0,5 mL por corrida e os picos coletados para a
realizacdo das atividades biologicas. As corridas foram monitoradas com uma

absorvancia de 280 nm e dura¢éo de 75 minutos.

2.13. Analise por espectrometria de massa
A identificacdo dos peptideos foi realizada por espectrometria de massa
MALDI-TOF/TOF (4800 Plus, SCIEX). Os picos coletados no FPLC foram
enriquecidos e purificados por cromatografia em C18 de fase reversa (ZipTips,
Millipore) seguindo as instru¢des do fabricante e eluidos na placa de amostra de
MALDI com a solucdo de eluicdo do acido alfa-ciano-4-hidroxicindmico da matriz
MALDI a 8 mg.mLt em 50% de acetonitrila, 0,1% de acido trifluoroacético e fosfato de

amonio 6 mM. Os espectros de massa de péptidos foram adquiridos em modo reflector
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positivo na faixa de massa de m/z 700-5000. Os picos com maior intensidade foram
selecionados para 0 sequenciamento peptidico por MS/MS. As proteinas foram
identificadas pela abordagem Peptide Mass Fingerprint + MS/MS com o software
Mascot (v2.5.1, Matrix Science) a partir do banco de dados da sequéncia de proteina
UniProt para a selecdo taxondmica Mucorales e Caprinae (versao 2017_08). As
configuracdes de pesquisa de proteinas foram a oxidacao da metionina (modificagéo
variavel), zero clivagens perdidas e tolerancia maxima de erro de 50 ppm (MS) e 0,5
Da (MS/MS). As pontuacdes de proteinas superiores a 67 foram consideradas

significativas (p < 0,05).

2.14. Analise estatistica
A andlise estatistica teve como varidvel resposta o grau de hidrolise dos
ensaios e foi realizada por meio da Analise de Variancia (ANOVA), com a utilizacao
do software Statistica 8.0, para verificar as varidveis com efeitos estatisticamente
significativos (p < 0,05) e o ajuste do modelo aos dados experimentais. Nas demais
analises utilizou-se como teste de comparacao de médias o Teste de Tukey com nivel
de 5% de probabilidade, através do programa SPSS Statistics. Todos os ensaios

foram realizados em ordem aleatoria.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Grau de hidrélise (GH)

O maior GH da caseina caprina hidrolisada pela protease do fungo Mucor
guilliermondii URM 5848 para o planejamento fatorial completo 23, ocorreu no ensaio
7 (22,81%0,42), que apresentou diferenca estatistica entre os demais (Figura 1A).
Este ensaio teve como variaveis uma relacdo E/S de 1:5, temperatura de 40 °C e
tempo de 5 horas para a hidrélise. A ANOVA (Tabela 2) demonstrou que, todas as
variaveis e suas interacdes foram estatisticamente significativas. O ajuste do modelo
foi medido pelo coeficiente de determinagéo (R?) = 0,991 e R2ajuste = 0,981, indica que
99,1% da variacao total do grau de hidrolise foi explicado pelo modelo estatistico. A
variavel tempo, apresentou a maior influéncia de efeito positivo no processo de
hidrélise (Figura 2), dessa forma, quanto maior o tempo maior o GH. As interacdes
entre a variaveis independentes exerceram pouca influénica no processo, mesmo as

positivas.
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O monitoramento do grau de hidrolise do ensaio 7 (Figura 1B) em fungéo do
tempo, demonstrou que o maior GH da caseina caprina, ocorreu no ensaio de 24
horas (41,45%=1,10) e foi estatisticamente diferente dos demais. Ja os ensaios de 8
horas e 12 horas ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si, com GH de
34,59%=1,45 e 36,72%=0,78, respectivamente.

As variagbes que ocorrem no grau de hidrdlise da caseina caprina estédo
relacionadas diretamente com varios fatores e apresenta influéncias de variaveis
como o tempo, tipo de protease utilizada no processo e temperatura. Lira et al. (2010),
avaliaram os fatores que influenciam o grau de hidrélise da caseina caprina com a
utilizacdo das proteases comerciais pepsina, papaina e tripsina e concluiram que as
melhores condi¢cdes para a hidrélise da caseina caprina foram observadas com
temperaturas entre 40 e 50 °C. Além disso, a relacédo E/S influenciou negativamente
a variavel resposta tanto para a papaina quanto para a tripsina, o que demonstra que
quanto menor for a concentracdo do substrato, maior sera seu GH. Ja Bezerra et al.
(2013) trabalharam com a hidrélise da caseina caprina com papaina comercial e
observaram um grau de hidrélise maximo apés as 5 horas de hidrolise (28,5%),

entretanto, com uma relagéo E/S de 1:150.

3.2. Eletroforese Tricina-SDS-PAGE

Além da determinacdo do GH do caseinato caprino, o perfil de degradacéo
protéica foi acompanhado pelo processo de eletroforese Tricina-SDS-PAGE. As
diferentes condicdes de hidrolise em que a caseina foi submetida com relacdo a
proporcdo de E/S, tempo e temperatura de hidrélise influenciou diretamente na
atuacdo da protease frente ao substrato. A maior hidrélise e concentracdo de
peptideos com massas moleculares menores que 10 kDa ocorreu principalmente nos
ensaios 5 e 7 (Figura 3A), 0s mesmos que apresentaram maiores valores de GH. A
Figura 3B mostra a degradacdo da caseina em funcdo do tempo, que é mais
acentuada a partir das 8 horas de hidrélise. Segundo Elzoghby, El-Fotoh e Elgindy
(2011), a facilidade de clivagem da caseina ocorre pelo fato desta proteina apresentar
uma estrutura aberta devido a alta concentracédo dos residuos de prolina, as quais
dificultam a formacdo de uma grande quantidade de estruturas secundarias e
terciarias, uma vez que os residuos de prolina interrompem a formagao de a-hélice e
folhas B, além de nao haver pontes de dissulfeto na estrutura na caseina, o que as

torna mais frageis e mais susceptiveis ao ataque das proteases.
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3.3. Atividade antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana frente a bactérias patogénicas mostrou
que, o maior potencial de liberagcdo de peptideos com capacidade de inibir o
crescimento de todos os micro-organismos avaliados, com acdo bacteriostatica,
ocorreu nos tempos 12 horas e 24 horas de hidrolise (Tabela 3). Os melhores
resultados foram obtidos para as bactérias Staphylococcus aureus meticilino-
resistente (CCUG 60578), Staphylococcus aureus meticilino-sensivel (ATCC 25923),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145) e Listeria monocytogenes (ESB 3572).
Pode-se observar claramente o aumento da atividade antimicrobiana em funcéo do
tempo de hidrélise, entretanto, o ensaio de 12 horas apresentou diferenca estatistica
para quatro bactérias com relacdo ao ensaio de 24 horas, este fato pode estar
relacionado com a degradacdo de alguns peptideos potencialmente inibidores ao
longo do tempo de hidrdlise, havendo a perda de sua funcionalidade.

As fracdes menores que 3 kDa, separadas por cromatografia de excluséo
molecular em FPLC, foram provenientes do ensaio de 12 horas. Um total de cinco
fragcOes foi avaliado para a atividade antibacteriana. A fragdo P4 apresentou melhor
desempenho geral (Tabela 4) e foi a Unica capaz de inibir o crescimento de todas as
bactérias. Entretanto, a fracdo P2 apresentou os maiores resultados de inibicdo para
o Staphylococcus aureus meticilino-resistente (CCUG 60578) e o Staphylococcus
aureus meticilino-sensivel (ATCC 25923). Assim como a fracdo P3, que apresentou o
melhor resultado contra a Listeria monocytogenes (ESB 3572) e inibiu seu
crescimento em 60,04%z=1,01, apds 24 horas de analise.

Bougherra et al. (2017) avaliaram o potencial de atividade antimicrobiana de
peptideos obtidos a partir da hidrélise da caseina bovina por uma serina protease
purificada do Lactococcus lactis subsp lactis BR16 e obtiveram potencial de inibi¢do
do crescimento de varias bactérias, entre elas a Escherichia coli (ATCC 25922), o que
comprova a eficiéncia de proteases produzidas por micro-organismos em liberar
peptideos bioativos. Esmaeilpour et al. (2016) trabalharam com a hidrélise da caseina
caprina por meio de diferentes tratamentos enzimaticos com tripsina e ficina e
obtiveram resultados semelhantes para a inibigcdo da Escherichia coli (ATCC 8739) e
do Bacillus cereus (ATCC 11788) com atividades maximas de 69,82%+5,87 e
51,53%+3,34 no pool de hidrolisados com concentracdo de 1 mg.mLt. Ja Aguilar-

Toala et al. (2017) obtiveram taxas de sobrevivéncia para as bactérias Staphylococcus
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aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922 e Listeria innocua 33090 de
54,41%+2,87, 67,54%%2,12 e 72,76%=1,34, respectivamente no pool de hidrolisados
< 3 kDa de caseina, obtidos a partir das proteases produzidas por Lactobacillus

plantarum.

3.4. Atividade antioxidante total
3.4.1. Atividade sequestradora de radicais ABTS* e DPPH

A avaliacdo da atividade sequestradora de radicais mostrou maior eficiéncia
dos peptideos na eliminacao do radical livre ABTS™ em comparac¢ao ao DPPH no pool
de hidrolisados em fungcdo do tempo (Figura 4A). O ensaio de 24 horas foi
estatisticamente diferente dos demais, porém, apdés as oito horas de hidrolise a
atividade antioxidante do ABTS™ foi superior aos 80%. N&o houveram variagdes para
a atividade de eliminacdo do radical DPPH ao longo do tempo de hidrélise,
permanecendo com um potencial de sequestro do radical em 24% o que fez com que
nao houvessem diferencas significativas entre os ensaios. A atividade antioxidante
equivalente ao trolox (EQT) e equivalente ao acido ascorbico (EQAA) mostrada na
Figura 4B, foi calculada de acordo com a curva padrdo de cada atividade
sequestradora de radicais livres e mostra uma EQT para o ABTS, superior aos 400
UM.mLt apbs as 8 horas de hidrélise. J&4 a EQAA para o DPPH teve um valor maximo
de 21,82+0,18 uM.mL* em uma curva com maxima de 100 uM.mL".

Para as cinco fracdes < 3 kDa provenientes do ensaio de 12 horas, separadas
no FPLC, a maior atividade ocorreu na fragdo P2 (Figura 4C) tanto na eliminacdo do
ABTS™ (81,42%+0,38), quanto na do DPPH (68,39%+0,54). As demais fracoes
apresentaram atividade superior a 50% para o ABTS e a 40% para o DPPH. Com
relacdo a atividade equivalente, os resultados acima de 350 uM.mL* de EQT foram
observados nas fracoes P2, P3 e P4 e para a EQAA todas as fragcdes foram superiores
na equivaléncia em comparacao a analise dos hidrolisados em funcdo do tempo, com
maxima de 72,64+0,59 uM.mL™* (Figura 4D).

Corréa et al. (2014) avaliaram a capacidade de peptideos provenientes da
hidrolise do soro do queijo de ovelha no sequestro de radicais e observaram que a
capacidade de eliminacdo do ABTS™ foi crescente em funcédo do tempo, com valores
maximos apos 6 h de hidrolise (51,30%). Ahmed et al. (2015) observaram atividade
de eliminacdo do radical DPPH a partir de peptideos provenientes de proteinas do

leite caprino, hidrolisadas com pepsina. Ja Luo et al. (2014) observaram que 0s
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peptideos provenientes de hidrolisados de caseina bovina apresentaram menor
capacidade de eliminacéo do radical DPPH em apenas 30 minutos de reagéo, dessa
forma, realizaram um estudo do tempo de incubacédo e concluiram que, apés 24 h os
hidrolisados apresentaram maior taxa no sequestro do radical. Estes resultados
sugerem que caseinas e seus hidrolisados tém capacidade limitada para doar elétrons

em um curto intervalo de interagdo da amostra com este radical.

3.4.2. Capacidade de absorcao de radicais oxigénio (ORAC)

Neste método foi avaliada a capacidade de eliminacdo de moléculas oxidativas
como os radicais peroxila, gerados pelo AAPH a partir da degradagao oxidativa da
fluoresceina. Esta reacdo foi mensurada como a area sob a curva de decaimento
(AUC), como apresentado por Ou et al. (2001). A capacidade de eliminacdo dos
radicais peroxila aumentou ao longo do tempo até as 12 horas de hidrélise (Figura
5A). Apoés as 5 horas, pode-se observar uma atividade superior a 1,0 umol TE.mg de
proteinal, com maxima de 1,83+0,03 umol TE.mg de proteina! no ensaio de 12 horas
gue foi estatisticamente diferente dos demais. Ja para as frac6es separadas < 3 kDa,
provenientes do ensaio de hidrolise de 12 horas, foi constatada maior capacidade de
eliminacdo na amostra P2 (Figura 5B), que apresentou atividade maxima de 1,29+0,02
umol TE.mg de proteinal, com diferenca estatistica entre as outras fragcdes. Estes
resultados foram semelhantes aos encontrados por Di Pierro et al. (2014), que
avaliaram a atividade sequestradora de radicais oxigénio a partir da hidrdlise do
caseinato de sodio bovino com proteases vegetais provenientes do latex da Ficus
carica L. durante 4 horas, e obtiveram atividade maxima de 1,18 umol Trolox.mg?
apenas a partir da hidrdlise da fracao [(-caseina. Moreno-Montoro et al. (2017)
trabalharam com peptideos provenientes da hidrolise do leite de cabra fermentado e
obtiveram atividade maxima entorno de 1,0 umol TEAC.mg de proteina! nas fraces
de peptideos < 3 kDa, o que foi inferior aos resultados obtidos neste estudo. Ja Wang,
Xie e Li (2016), avaliaram a capacidade antioxidante em termos de ORAC de
peptideos derivados de caseina ap0s ensaios de biodisponibilidade e a absorgéo
destes peptideos por células Caco-2 e obtiveram atividade maxima em torno de 2,0
umol de TE.mg.

3.4.3. Atividade quelante dos ions metalicos
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A atividade quelante de ions metdlicos de transicdo como o Cu?* e Fe?* é
responsavel pelo atraso no processo de peroxidacdo lipidica, o que impede, as
alteracdes no sabor dos alimentos com o passar do tempo, alteracées nutricionais e
retardo do processo de deterioracdo alimentar (ZHANG; LI; ZHOU, 2010). Os estudos
da complexacdo de ions metdlicos como Cu?* e Fe?" sdo realizados como
mecanismos indiretos de atividade antioxidante, uma vez que, apds a complexagado
destes metais, as reacdes que envolvem a formacdo de radicais oxidativos séo
inibidas, o que retarda o processo de oxidacdo. Como exemplo, a presencas destes
ions estimulam a formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS), como os radicais
hidroxila (OH") formados pela reacdo de Fenton e no caso especifico do Fe?* pela
reacdo de Haber-Weiss na presenca de anions superperéoxidos (CANABADY-
ROCHELLE et al., 2018).

Neste trabalho, foi obtida maior taxa de atividade quelante apos as 24 horas de
hidrélise (Tabela 5) tanto para o Cu?* (55,18%+0,41), quanto para o Fe?
(81,95%=1,05), com resultados que diferiram estatisticamente dos demais. Os tempos
de hidrélise de 1 hora e 3 horas néo apresentaram diferenca estatistica entre si para
a atividade gquelante de Cu?. Desta forma, pode-se concluir que ndo houve influéncia
do GH na atividade entre estes tempos. Diferentemente do que ocorreu na atividade
quelante de Fe?*, que apresentou diferencas estatisticas entre todos os ensaios.

A andlise das atividades de complexacédo das amostras < 3 kDa provenientes
do ensaio de 12 horas (Tabela 5), revelou que a fracdo P1 foi estatisticamente
diferente das demais e apresentou o maior resultado de quelagdo para o Cu?*, ja para
o Fe?* as fracOes que apresentaram maiores resultados (P1, P3 e P5), nédo foram
estatisticamente diferentes entre si. Pode-se observar também que as amostras foram
mais eficientes na atividade quelante de Fe?* com todos os resultados acima dos 50%.

Li e Zhao (2011) avaliaram a eficiéncia da atividade quelante do Fe2* em funcéo
da variacdo nas concentracdes de FeClz, a partir de hidrolisados de caseina. Estes
autores utilizaram o dobro da concentracao final de proteina do presente trabalho em
sua reacdo e obtiveram atividade maxima entorno de 65%. Ou seja, 0s peptideos
gerados na hidrélise da caseina caprina pela protease do fungo Mucor guilliermondii

URM 5848, foram mais eficientes na complexacéo do Fe?*.

3.5. Atividade inibitéria da enzima conversora de angiotensiva (ECA)
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Os testes de inibicdo da ACE pelos peptideos gerados a partir da hidrolise do
caseinato caprino através da protease utilizada no presente trabalho, revelaram um
grande potencial de atividade inibitéria contra esta enzima como mostra a Figura 6A.
A atividade aumentou com o passar do tempo de hidrélise até as 12 horas e
apresentou maxima atividade de 83,42%0,40. Em 24 horas, o potencial de inibi¢cao
caiu significativamente para 39,42%%2,18, isto pode ter ocorrido devido a acdo de
degradacéo da protease nas sequéncias peptidicas com potencial de inibicdo. Estes
resultados sdo semelhantes aos encontrados na literatura. Ibrahim, Ahmed e Miyata
(2017), que hidrolisaram a caseina caprina com pepsina comercial e obtiveram
atividade de inibicdo contra a ECA em torno de 80% no pool de hidrolisados. J4, Wu
et al. (2013) trabalharam com hidrolisados da caseina bovina e apresentaram
resultados maximos de atividade anti-hipertensiva de 82,35%+2,71 para hidrolisados
da fragdo asz- caseina.

Todas as fracdes separadas do ensaio de 12 horas apresentaram resultados
superiores aos 55%, com destaque para a fracdo P3 que desempenhou maior
atividade de inibicdo da ECA (87,77%1,57) e diferiu estatisticamente das demais
(Figura 6B). As fragdes P2 e P5 apresentaram resultados de inibigdo superiores aos
70%, entretanto, foram estatisticamente diferentes. Na analise do ICso das fracdes
(Tabela 6), pode-se observar uma variacdo entre 125,38+1,14 pg.mL?' (P4) e
22,97+0,17 pg.mL* (P5). Esta variagdo encontra-se dentro do que é relatado na
literatura. Tagliazucchi et al. (2016) estudaram o potencial de inibicdo da ECA das
proteinas do leite caprino hidrolisadas a partir do processo de digestdo in vitro,
separaram 9 fragcdes por HPCL e obtiveram ICso entre 1156,3+10,5 e 14,1+0,8 pug.mL"
1. Espejo-Carpio et al. (2016) avaliaram também a hidrélise de proteinas do leite
caprino no processo de digestdo in vitro a partir de diferentes combinagcdes de
proteases e observaram uma variagéo no ICso entre 399,8+15,3 ug.mL* e 212,0+12,7
ug.mL2. J& Abdel-Hamid et al. (2017) apresentaram resultados de ICso que variaram
entre 9,1+3,7 a 49,1+9,4 ug.mL* a partir da hidrélise do leite de bufala.

3.6. Avaliacdo do processo de digestdo in vitro sob as atividades
biologicas

Apobs o processo de digestao in vitro, pode-se observar as atividades biologicas

residuais do pool de peptideos < 3 kDa, provenientes do ensaio de 12 horas, na Tabela

7. De forma geral, ndo houveram alteragdes significativas entre a amostra nao digerida
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(Tabela 3) e a saliva, consequentemente, pode-se constatar que a a-amilase nao
apresentou efeitos sobre os peptideos bioativos. Para a atividade antimicrobiana,
pode-se observar que ao final do processo de digestéo in vitro a amostra continuou
com capacidade de inibir o crescimento de todas as bactérias, entretanto, o potencial
de inibic&do foi reduzido na maioria dos micro-organismos com excecao apenas da
Listeria monocytogenes (ESB 3572) que continuou sendo inibida de forma estavel do
comeco ao fim do ensaio. Houve uma reducdo em torno de 15% do potencial
antimicrobiano do pool de peptideos frente as bactérias Staphylococcus aureus
meticilino-sensivel (ATCC 25923) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145).

Gough et al. (2017) avaliaram a resisténcia da nisina, um dos peptideos mais
conhecidos com atividade antimicrobiana, frente ao processo de digestédo
gastrointestinal e também observaram reducdo dessa atividade principalmente no
ensaio com pancreatina. Isto constata que a nisina apresenta maior degradacdo no
intestino delgado. J4, Almaas et al. (2011) hidrolisaram a caseina com proteases
provenientes do suco gastrointestinal humano durante 10 horas e obtiveram atividade
antimicrobiana para Escherichia coli (27%), Bacillus cereus (44%) e Listeria
monocytogenes (38%).

Na avaliacdo da atividade antioxidante total pode-se concluir que o processo
de digestdo in vitro gerou alteracbes no perfil peptidico do pool de hidrolisados,
entretanto, estas alteragcdes foram positivas. Uma vez que, a capacidade dos
peptideos em sequestrar o radical ABTS* nédo foi afetada e permaneceu acima dos
90% ao longo de todo ensaio, com atividade maxima de 96,86%:+0,42. Dessa forma,
nao houve interferéncias significativas nem da saliva, nem das proteases presentes
no trato gastrointestinal. Ja para o DPPH, a pepsina foi responsavel por um aumento
consideravel de 17,91% na atividade de sequestro deste radical apés os 120 minutos,
no entanto, esse incremento foi perdido com o passar do tempo da digestéo intestinal
e finalizou com um aumento de 4,91%.

O teste de ORAC revelou que a capacidade dos peptideos em absorver radicais
de oxigénio aumentou ao longo do tempo e passou de 1,88+0,02 para maxima
atividade de 2,27+0,02 umol TE.mg de proteina, apés os 120 minutos da digestdo
intestinal. O potencial quelante dos peptideos frente aos ions metalicos Cu?* e Fe?*
nao foi afetado de forma significativa e as atividades variaram entre 45,96%z=0,35
(inicial) e 47,22%=0,45 (final) para o Cu?* e para o Fe?* entre 71,35%+2,24 (inicial) e
66,75%+2,43 (final). Chen e Li (2012) avaliaram a capacidade antioxidante de
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hidrolisados de caseina apds ensaios de simulacdo da digestdo gastrointestinal e
observaram que o potencial bioativo tanto para a atividade de sequestro do radical
ABTS™, quanto para a atividade do ORAC, diminuiu ao passar do tempo dos ensaios
de digestdo, no entanto, algumas fracbes foram mais resistentes que outras e
apresentaram uma perda menor do potencial de atividade antioxidante total.

A capacidade de inibicdo da enzima conversora de angiotensina (ECA)
permaneceu acima dos 75% de atividade mesmo com uma reducao de 9,88% ao
longo do ensaio de digestdo. Isso mostrou que as proteases presentes no trato
gastrointestinal foram capazes de degradar alguns peptideos que agem contra a ECA,
mas, o pool de peptideos continuou eficiente para esta atividade e é capaz de agir no
processo de controle da pressao arterial caso estes peptideos sejam absorvidos pelo
organismo.

Resultados semelhantes foram observados por Petrat-Melin et al. (2015), que
avaliaram a resisténcia de fracdes peptidicas provenientes da hidrélise da caseina, e
obtiveram atividade inibitéria da ECA em torno de 70% apo6s 120 minutos de digestao.
Ja Contreras et al. (2013), submeteram sequéncias de aminoacidos conhecidas,
derivadas da caseina, a simulacdo da digestdo gastrointestinal e avaliaram a
resisténcia da atividade anti-hipertensiva destes peptideos. Estes autores observaram
que algumas sequéncias perderam parte do seu potencial de inibicdo e outras
aumentaram a atividade inibidora da ECA. Ou seja, 0 processo de digestao
gastrointestinal pode influenciar de forma positiva ou negativa a inibicdo da ECA

através da degradacéo de alguns aminoacidos.

3.7. Cromatografia de exclusdo molecular

O procedimento de cromatografia de exclusdo molecular do pool de peptideos
< 3 kDa provenientes do ensaio de 12 horas, em sistema FPLC, foi capaz de separar
fragbes com picos bem definidos, portanto, a coluna utilizada apresentou uma alta
resolucdo para a separacdo das moléculas de acordo com sua massa molecular,
como mostra a Figura 7A. Um total de cinco fracdes foi coletado (P1, P2, P3, P4 e P5)
para a realizacdo das atividades bioldgicas, bem como para o sequenciamento
aminoacidico por espectrometria de massa em MALDI-TOF/TOF. J&, na Figura 7B,
pode-se observar as alteracdes geradas pelo processo de digestéo in vitro no perfil
peptidico deste mesmo pool de hidrolisados, com destaque para a degradagcdo que
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ocorreu principalmente nos peptideos com maior massa molecular, ou seja, aqueles

que séo eluidos primeiro.

3.8. Espectrometria de massa

Foram realizadas as andlises por MALDI-TOF/TOF de todas as fragfes < 3
kDa, separadas em FPLC a partir do pool de hidrolisados de mesma massa molecular,
obtidos no ensaio de 12 horas de hidrolise do caseinato caprino. A identificacdo da
sequéncia de aminoacidos por PMF-MS/MS foi realizada com confiabilidade >95%, e
levou em consideracdo 0s peptideos mais predominantes, ou seja, com maior
intensidade nos espectros de massa de cada fracdo. Um total de 47 peptideos foram
identificadas para todas as fracdes, com uma média de 10 peptideos para cada, como
pode ser observado na Tabela 8. A busca pelas sequéncias no banco de dados

BIOPEP (http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/pl/biopep) revelou que a

maioria das sequéncias ainda ndo foram relatadas na literatura.

Silva, Sarmento e Pintado (2013) relataram que grande parte dos peptideos
com atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, apresenta uma
caracteristica de se associar com cargas anionicas das proteoglicanas presentes na
parede celular e portanto, denominados de peptideos aniénicos. Segundo Yount e
Yeaman (2013), as bactérias Gram-positivas apresentam varias camadas de
proteoglicanas, intercaladas com acido teicdico e lipoteicdico o que confere esta
caracteristica de carga negativa.

A composicado, estrutura e grau de hidrofobicidade das sequéncias de
peptideos, levam as diferencas nas atividades bioldgicas e suas intensidades. As
propriedades antioxidantes estéo relacionadas principalmente com aminoacidos como
Tyr (Y), Trp (W), Met (M), Lys (L), Cys (C) e His (H). Dessa forma, os aminoacidos
com residuos aroméaticos podem atuar como dadores de prétons em radicais
deficientes em elétrons, o que confere, propriedades de eliminacdo de radicais,
especialmente quando estdo no terminal carboxila (Sarmadi e Ismail, 2010). Todas os
peptideos identificados apresentaram alguns destes aminoacidos em sua estrutura,
localizados principalmente no terminal carboxila.

Ja para a atividade anti-hipertensiva, foi demonstrado que a inibicdo da ECA é
mais eficaz quando ha presenca de aminoacidos como Tyr (Y), Phe (F), Trp (W), Pro
(P), lleu (1) e VaL (V), além de residuos de Leu (L), que aumentam significativamente

0 processo de inibicdo da ECA. Dados da literatura demonstram ainda que o potencial
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positivo de residuos de Arg (R) e Lys (K) também contribuem para potencializar este
efeito inibidor (HERNANDEZ-LEDESMA; CONTRERAS; RECIO, 2011). Desta forma,
pode-se observar neste trabalho que ha a presenca de varias sequéncias com estes
residuos de aminoacidos em sua composi¢cdo, 0 que provavelmente conferiu os

resultados expressivos de inibigdo da ECA.

4. CONCLUSAO

A utilizacdo de planejamento estatistico fatorial 23 é eficiente para avaliar a
forma com que os parametros testados influenciam na hidrdlise da caseina caprina
pela serina protease produzida pelo fungo Mucor guilliermondii URM 5848, o que
confere um aumento consideravel no GH. Os peptideos liberados apresentam
potencial para todas as atividades biologicas avaliadas, com destaque para as
atividades antioxidantes e principalmente anti-hipertensiva. Os testes de digestao
in vitro proporcionam um melhor entendimento sobre a resisténcia destes
peptideos frente as enzimas proteoliticas presentes no trato gastro intestinal. A
identificacdo da sequéncia aminoacidica por espectrometria de massas permite a
identificacdo confidvel dos peptideos, muitos deles ainda ndo catalogados nos
bancos de dados especificos.
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TABELAS

Tabela 1 — Matriz do planejamento fatorial 22 para analisar os fatores de influéncia no
grau de hidrolise (GH) da caseina caprina por protease purificada do fungo Mucor
guilliermondii URM 5848.

Fatores Inferior (-1) Central (0) Superior (+1)
Relacéo E/S 1:15 1:10 15
Temperatura (°C) 30 35 40
Tempo (h) 1 3 5

Tabela 2 — Andlise de variancia (ANOVA), para o GH da caseina caprina por
proteases do fungo Mucor guilliermondii URM 5848 de acordo com o planejamento
fatorial 23.

FV SQ GL QM F-valor p-valor
(1)Relagéo E/S 48,1786 1 48,1786 896,306 0,000082
(2)Temperatura (°C) 16,8801 1 16,8801 314,035 0,000392
(3)Tempo (h) 151,9212 1 151,9212 2826,317 0,000015
1by2 1,1949 1 1,1949 22,229 0,018066
1by3 17,5053 1 17,5053 325,665 0,000371

1

2

3

2by3 06,7643 6,7643 125,841 0,001519
Falta de Ajuste 1,9110 0,9555 17,776 0,021707
Erro Puro 0,1613 0,0538

Total SQ 2445166 11

FV = Fontes de Variacdo; SQ = Soma dos Quadrados; GL = Graus de Liberdade; QM =
Quadrado Médio.
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Tabela 3 — Atividade antimicrobiana em %, contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, dos hidrolisados (< 3 kDa) da caseina caprina, em funcdo do tempo.

Concentracéo de 500 pg.mL™2.

Micro- Tempo (horas)
organismos 1 3 5 8 12 24
S. aureus MR 52,8+2,29 56,3+0,9¢ 70,3+0,2° 78,2+0,5° 84,3+0,72 81,4+2,52
S. aureus MS 48,7+4,8° 55,2+1,99 59,4+1,6%9 62,6+2,1° 86,042,028 74,9+2,7°
B. cereus - - - 9,9+0,2° 40,6+1,3% 27,2+0,5°
E. coli - - - - 32,3+2,2% 29,7+1,72
P. aeruginosa - - 15,7+0,3° 16,4+0,1° 55,4+1,6% 46,1+0,4°
L. monocytogenes - - 3,6+0,99 21,2+#1,0° 62,6+1,02 51,9+0,9°

MR: meticilino-resistente. MS: meticilino-sensivel.

Tabela 4 — Atividade antimicrobiana em %, contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, das fracdes (< 3 kDa) de peptideos, provenientes do ensaio de 12 horas
de hidrélise. Concentragdo de 500 pug.mL™.

Micro-organismo Fragao

P1 P2 P3 P4 P5
S. aureus MR 58,87+0,59 85,27+1,47 48,56+2,53 70,69+2,17 70,74+0,22
S. aureus MS 52,7745,33 84,66+2,86 33,35+3,96 54,28+4,46 67,07+2,99
B. cereus - - - 33,27+2,24 14,92+1,90
E. coli - 21,45+1,18 - 26,90+2,35 -
P. aeruginosa - 21,52+1,24 35,08+1,06 20,17+1,91 -
L. monocytogenes - 17,52+2,55 60,04+1,01 39,39+1,11 19,31+0,39

MR: meticilino-resistente. MS: meticilino-sensivel.
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Tabela 5 — Atividade quelante de Cu?* e Fe?* em %, dos hidrolisados (< 3 kDa) da
caseina caprina e das fracbes (< 3 kDa) de peptideos provenientes do ensaio de 12
horas de hidrélise. Concentracdo de 250 pug.mL™.

Tempo Quelante de Quelante de Quelante de Quelante de

(h) Cu? Fe?* Fracéo Cu?* Fe?*

1 12,43+0,37¢  28,92+0,52f P1 38,01+0,562  60,26+1,982
14,62+0,41¢  35,09+1,27¢ P2 21,04+0,80¢ 53,97+2,5°

5 25,31+0,22¢9 49,730,944 P3 25,76+0,64°  59,74+2,192
34,59+0,18° 60,27+1,64°¢ P4 25,33+0,48°¢  52,75+1,81°

12 47,83+0,71° 74,53+1,92° P5 28,47+0,75>  60,91+2,032

24 55,18+0,412 81,95+1,052

Tabela 6 — ICs0 da atividade anti-hipertensiva das frac6es (< 3 kDa) de peptideos
provenientes do ensaio de 12 horas de hidrélise.

Fragdo ICso (ug.mL™)
P1 81,04+0,52
P2 51,65+0,97
P3 22,97+0,17

P4 125,38+1,03
P5 40,84+1,24
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Tabela 7 — Atividades biologicas residuais do pool de hidrolisados (< 3 kDa) da
caseina caprina, provenientes do ensaio de 12 horas, ap0s o0 ensaio de digestédo

gastrointestinal.

Atividade Antimicrobiana (%)

r T mw 0w Ou

Micro-organismo
. aureus MR
. aureus MS
. cereus

. coli

. aeruginosa

. monocytogenes

Saliva
10 min.
82,4545,46
81,31+1,31
37,58+1,91
27,20+0,49
52,30+0,58
59,71+0,71

Digestdo Gastrica

60 min.
82,98+1,55
81,93+0,82
30,91+1,29
31,73+1,46
44,18+0,32
52,15+0,29

120 min
80,85+3,86
75,73+1,12
32,96+0,73
25,94+2,24
38,96+0,73
55,15+0,55

Digestéo Intestinal

60 min.
73,224+2,59
67,74+1,67
30,75%4,09
25,69+1,03
41,81+2,39
52,52+1,71

120 min.
75,15+0,55
65,75+2,21
32,74+0,93
20,07+3,72
37,81+0,09
53,94+2,24

Atividade Antioxidante

ABTS (%)
DPPH (%)
ORAC-FL*
Cu?* (%)
Fe?* (%)

Saliva
10 min.
92,65+0,77
26,83+0,24
1,88+0,02
45,96+0,35
71,35+2,24

Digestdo Gastrica

60 min.

120 min

Digestao Intestinal

60 min.

120 min.

96,23+0,46 93,38+0,14 96,70+0,16 96,86+0,42
37,56+0,01 44,74+0,32 33,41+0,35 31,74+0,19
1,97+0,07 2,18+0,01 2,22+0,04 2,27+0,02
49,61+0,12 50,81+0,30 51,94+0,90 47,22+0,45
77,23+1,09 74,15+1,67 69,40+1,72 66,75+2,43

Atividade Anti-hipertensiva (%)

Saliva
10 min.
85,29+0,72

Digestdo Gastrica Digestéo Intestinal
60 min. 120 min 60 min. 120 min.
82,75+1,34 79,88+0,48 77,58+0,44 75,41+1,77

*= umol de TE.mg de proteina*
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Tabela 8 — Peptideos identificados por espectrometria de massa (MS/MS) das fracbes
(< 3 kDa) provenientes do ensaio de 12 horas de hidrolise da caseina caprina.

Massa Exp. Massa Calc.

Fracdo Sequéncia (Da) (Da) Fonte de Proteina

P1 RDMPIQAF 976,52 976,48 B-caseina (196-203)
SWMHQPPQP 1106,52 1106,50 B-caseina (157-165)
YQEPVLGPVR 1156,64 1156,62 B-caseina (206-215)
LPVPQKVVPQRD 1374,76 1374,80 B-caseina (186-197)
ELNVVGETVESLS 1374,76 1374,69 B-caseina (20-32)
EMPFPKYPVEPF 1479,74 1479,71 B-caseina (123-134)
YQEPVLGPVRGPFP 1554,85 1554,82 B-caseina (206-219)
TDVEKLHLPLPLVQ 1600,93 1600,92 B-caseina (143-156)
THINKKIEKFQSE 1600,93 1600,86 B-caseina (39-51)
YQEPVLGPVRGPFPI 1667,94 1667,90 B-caseina (206-220)
RLNFLKKISQYYQ 1700,02 1699,94 Osz-caseina (176-188)
TGPIPNSLPQNILPLTQTPVVV 2297,27 2297,30 B-caseina (78-99)

P2 VLPNTVPA 809,43 809,46 K-caseina (99-106)
VLSRYPS 820,45 820,44 K-caseina (52-58)
YYQQRPV 952,51 952,48 K-caseina (63-69)
RHPHPHLS 979,54 979,51 K-caseina (118-125)
HPHLSFMAI* 1067,54 1067,52 K-caseina (121-129)
AQTLQWQVL 1085,58 1085,59 K-caseina (92-100)
RSPAQTLQW 1085,58 1085,56 K-caseina (89-97)
SFMAIPPKKD 1132,58 1132,60 K-caseina (125-134)
PFPKYPVEPF 1219,62 1219,63 B-caseina (124-134)
PHPHLSFMAIPPK* 1486,75 1486,78 K-caseina (120-131)
SYGLNYYQQRPV 1486,75 1486,72 K-caseina (58-69)
CQDQPTTLARHPH 1502,74 1502,70 K-caseina (109-121)

P3 HQPPQPL 815,46 815,43 B-caseina (160-166)
WDQVKR 830,46 830,44 asz2-caseina (125-130)
SWMHQPP 881,41 881,39 B-caseina (157-163)
MHQPPQPL 946,51 946,47 B-caseina (159-166)
NFLKKISQ 976,57 976,57 as2-caseina (178-185)
YPYQGPIVL 1048,59 1048,56 asz-caseina (114-122)
VMFPPQSVLS 1103,60 1103,57 B-caseina (170-179)
YQEPVLGPVR 1156,66 1156,62 B-caseina (206-215)
PLTQTPVVVPPFLQP 1631,94 1631,93 B-caseina (91-105)
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QSLVYPFTGPIPNSL 1631,94 1631,86 B-caseina (71-85)
P4 VMFPPQ 717,37 717,35 B-caseina (170-175)
~ SLTLTDV 747,41 747,40 B-caseina (139-145)
PNSLPQN 768,36 768,38 B-caseina (82-88)
RDMPIQA* 845,40 845,41 B-caseina (196-202)
ARHPHPHLS 1050,57 1050,55 k-caseina (117-125)
P5 TAQVTST 706,38 706,35 K-caseina (184-190)
~ GPFTPTV 717,40 717,37 asz-caseina (133-139)
KAGSSCQV 778,40 778,36 asi-caseina (76-83)
RGPFPIL 798,48 798,48 B-caseina (215-221)
IRSSSEE 806,38 806,38 asz-caseina (70-76)
MKAGSSCQ* 826,37 826,33 asi-caseina (75-82)
NVVGETVE 845,43 845,41 B-caseina (22-29)
SWMHQPP 881,40 881,39 B-caseina (157-163)

* + Oxidagao (M).
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FIGURAS

Figura 1 — (A). Grau de hidrélise da caseina caprina no planejamento fatorial 23. (B).
Grau de hidrélise da caseina caprina a partir do ensaio 7 em fung¢do do tempo. As
barras de erro representam o desvio padrao.
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Figura 3 — (A). Gel de Tricina-SDS-PAGE do planejamento fatorial 23 da caseina
caprina hidrolisada, sendo os nimeros 1-12 correspondentes aos seus respectivos
ensaios, M.M.: Marcador Molecular e NHC: Caseina nédo hidrolisada. (B). Gel de
Tricina-SDS-PAGE do ensaio 7 da hidrélise da caseina caprina em fungéo do tempo,

sendo 0s numeros 1-6 referentes aos tempos, 1h, 3h, 5h, 8h, 12h e 24h.
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Figura 4 — (A). Atividade antioxidante (%) do ABTS e DPPH dos hidrolisados (< 3 kDa)
da caseina caprina em funcdo do tempo. (B). Atividade antioxidante Equivalente
(uM.mL"1) do ABTS e DPPH dos hidrolisados (< 3 kDa) da caseina caprina em funcéo
do tempo. (C). Atividade antioxidante (%) do ABTS e DPPH das fracdes (< 3 kDa) de
peptideos, provenientes do ensaio de 12 horas. (D). Atividade antioxidante
Equivalente (uM.mL') do ABTS e DPPH das fracdes (< 3 kDa) de peptideos,
provenientes do ensaio de 12 horas.
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Figura 5 — (A). Atividade de ORAC-FL dos hidrolisados (< 3 kDa) da caseina caprina
em funcao do tempo. (B). Atividade de ORAC-FL das fracdes (< 3 kDa) de peptideos,
provenientes do ensaio de 12 horas. As barras de erro representam o desvio padréo.
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Figura 6 — (A). Atividade anti-hipertensiva (%) dos hidrolisados (< 3 kDa) da caseina
caprina em funcao do tempo. (B). Atividade anti-hipertensiva das fragcbes (< 3 kDa) de
peptideos provenientes do ensaio de 12 horas. As barras de erro representam o
desvio padréo.
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Figura 7 — (A). Cromatograma de exclusdo molecular das fracbes (< 3 kDa) dos
peptideos provenientes do ensaio de 12 horas de hidrélise da caseinca caprina. (B).
Cromatografia de exclusédo molecular da fracdes (< 3 kDa) dos peptideos provenientes
do ensaio de 12 horas de horas de hidrélise ao final da digestéo intestinal de 120
minutos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho de tese apresenta resultados promissores e importantes para a
contribuicdo cientifica na area de liberacdo de peptideos biologicamente ativos com a
utilizacao de caseina caprina como substrato. Sucintamente, 0s principais resultados
foram os seguintes: A partir de 70 fungos filamentosos proteoliticos, previamente
selecionadas, dois deles, os fungos Mucor subtilissimus URM 4133 e Mucor
guilliermondii URM 5848 proporcionaram os melhores resultados quanto a producao
de proteases com acéao liberadora de peptideo bioativos a partir da caseina caprina e
foram escolhidos para dar continuidade aos trabalhos. Os planejamentos estatisticos
utilizados foram ferramentas de suma importancia, tanto para aumentar a produgéo
de proteases, quanto para melhorar a hidrélise da caseina e consequentemente, a
liberacdo dos peptideos. Os estudos de purificagdo, caracterizacdo bioquimica e
termodinamica das proteases mostraram que, tanto a do fungo M. subtilissimus URM
4133, quanto a do fungo M. guilliermondii URM 5848, foram completamente inibidas
por PMSF, classificando-as como proteases serina, mas com propriedades
bioquimicas e cinéticas diferentes. Analises das sequéncias destas proteases por
MALDI-TOF sugerem tratar-se de enzimas novas ainda néo catalogadas nos bancos
de dados especificos. Os peptideos selecionados (< 3 kDa), obtidos da hidrélise de
caseina por estas proteases, foram bioativos, com grande potencial de atividades
antimicrobianas e principalmente atividades antioxidantes e anti-hipertensivas. Com a
analise por MALDI-TOF dos peptideos foi possivel identificar novas sequéncias
peptidicas ainda ndo descritas nos bancos de dados. Também foi demonstrado que
0s peptideos selecionados foram capazes de resistir ao processo de digestdo
gastrointestinal in vitro, uma vez que suas atividades bioldgicas foram preservadas
consideravelmente, revelando seu potencial de utilizacdo nas industrias alimenticias,
e/ou farmacéutica, principalmente aquelas voltadas a fabricacdo de alimentos
funcionais. Finalmente, vale salientar que, o apoio financeiro concedido pela FAPESP,
na forma da bolsa de doutorado no pais processo n°: 2014/13700-3 e da Bolsa Estagio
de Pesquisa no Exterior (BEPE), processo n°: 2016/10289-6, foi imprescindivel para
a realizacdo e conclusdo deste trabalho de tese e, consequentemente, para a

obtencéo de resultados tédo significativos para a area cientifica.



