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Little Wonders

Let it go, let it roll right off your shoulder don't you know!
The hardest part is over.
Let it in, let your clarity define you in the end we will only just remember how it feels;

Our lives are made in these small hours, these little wonders, these twists and turns
of fate time falls away,

But these small hours, these small hours still remain
Let it slide, let your troubles fall behind you
Let it shine until you feel it all around you and i don't mind
if it's me you need to turn to
We'll get by, it's the heart that really matters in the end

Our lives are made in these small hours, these little wonders, these twists and turns
of fate time falls away,

But these small hours, these small hours still remain
All of my regret will wash away somehow but i cannot forget
The way i feel right now!
In these small hours, these little wonders, these twists and turns of fate
These twists and turns of fate
Time falls away but these small hours these small hours, still remain,
Still remain

These little wonders, these twists and turns of fate time falls away but these small
hours

These little wonders still remain
Rob Thomas

From Walt Disney Pictures “ Meet the Robinsons”



RESUMO

H& um grande interesse no mercado de enzimas para descobertas de novas fontes
para prospecc¢ao, tendo em vista que as enzimas de origem animal ou vegetal nao
suprem totalmente a demanda mundial. Desta forma busca-se ndo apenas novas
fontes, mas também materiais fermentesciveis de baixo custo, assim agregando
valor ao produto final. Neste trabalho investigou-se a producdo de peptidase
utilizando o fungo Aspergillus flavus, através de dois processos biofermentativos,
solido e submerso, usando farelo de trigo e meio complexo, respectivamente. Alguns
parametros foram analisados para a obtencdo de uma melhor producdo. Para o
bioprocesso fermentativo sélido foi investigado a influéncia da concentracdo de
esporos, suplementacdo do meio com fontes adicionais de nitrogénio, temperatura e
tempo. Obtivemos para essas variagdes a melhores condi¢ées quando o fungo era
fermentado somente em farelo de trigo, sem suplementacdo de fontes adicionais de
nitrogénio, com a proporcao de 2,5x 10° esporos/ 5g meio a 30°C e em 96 horas de
fermentacdo. Para o bioprocesso fermentativo submerso avaliamos a influéncia da
concentracdo de esporos, suplementacdo do meio com fontes de carbono e com
caseina, temperatura, pH e tempo. Obtivemos como melhores condi¢cdes quando o
fungo era fermentado em meio sem suplementacdo de fonte de carbono adicional,
com 0,5% de caseina, 5x10° esporos/mL de meio a 30°C em pH 8 por 168 horas. Os
extratos enzimaticos de ambos bioprocessos foram caracterizados bioquimicamente
avaliando desta forma: pH 6timo, temperatura 6tima e classe da peptidase. A partir
desses dados foram realizados métodos cromatogréficos para obtencdo da
peptidase pura e com essa amostra realizou-se a caracterizacdo bioquimica
funcional e a determinagdo dos parametros cinéticos, ambos utilizando o substrato
peptidico de supressao intramolecular de fluorescéncia. O fungo Aspergillus flavus
mostrou ser um bom produtor de peptidases sendo pouco exigente na etapa de
producado. A peptidase utilizada nos processos cromatograficos foi a proveniente do
bioprocesso fermentativo solido, onde obtivemos maior rendimento. O processo de
purificacdo mostrou-se viavel e reprodutivel, com recuperacédo de 17% e purificacao
de 248,2 vezes. A peptidase produzida pertence a classe das serino peptidases,
apresentando atividade catalitica 6tima no pH 6,5 e na temperatura de 35°C, além
de apresentar estabilidade em pH mais alcalino, mantendo uma grande estabilidade
ate 50°C. A peptidase apresentou grande estabilidade frente a exposicdo a
concentracdes crescentes de NaCl, surfactantes, ureia e DTT, demonstrando assim
uma estabilidade estrutural. A peptidase purificada néo foi ativada por nenhum ion
testado, apresentando inibicdo significativa na presenca do fon Cu?*, inibicéo que se
mostrou reversivel em 50%. A analise dos parametros cinéticos revelou uma grande
influéncia do lado “linha” da peptidase na eficiéncia catalitica tendo uma
especificidade no subsitio P, para aminoacidos apolares.

Palavras chave: Peptidase, Bioprocesso, Aspergillus flavus, Biotecnologia.



ABSTRACT

There is a great interest by enzyme’s market on discovery of new sources for
prospecting, considering that the enzymes from animal or plant do not fully supply
the global demand. Therefore, the research of new sources, is not only of new
sources, but also fermentable material with low cost are also required, in order to add
value to the final product. In this study it was investigated the production of peptidase
using the fungus Asperqillus flavus, through two processes, solid and submerged
fermentation, using wheat bran and complex media, respectively. Some parameters
were analyzed to obtain the best production. In solid fermentation bioprocess were
investigated the influence of spore concentration of supplementation of the medium
with additional sources of nitrogen, temperature and time. We obtained for these
variations the best conditions when the fungus was fermented wheat bran only,
without supplementation of additional sources of nitrogen, with a density of 2.5 x 10°
spores / 5 g medium at 30 ° C and 96 hours of fermentation. In the submerged
fermentation bioprocess were evaluated the effect of spore concentration
supplementation of the medium with carbon sources and with casein, temperature,
pH and time. We obtained as best conditions when the fungus was fermented in
medium without supplemental carbon source added with 0.5% casein, 5x10° spores /
ml medium at 30°C at pH 8 for 168 hours. The enzymatic extracts obtained by these
bioprocesses were biochemically characterized by testing optimum pH, optimum
temperature and class of peptidase. From these data it was obtained a pure
peptidase by using chromatographic methods and this sample was used for
functional biochemical characterization and determination of kinetic parameters,
using the peptide substrate of FRET. The fungus Asperqillus flavus proved to be a
good producer of peptidases being undemanding in the production stage. The
peptidase used in chromatographic processes was derived from solid fermentation
bioprocess, on which it was achieved higher yield. The purification process was
feasible and reproducible, with 17% recovery and purification of 248.2 fold. The
peptidase produced belongs to the class of serine peptidases, presenting optimum
catalytic activity at pH 6.5 and 35°C, showing more stability at alkaline pH and
maintained stable up to 50°C. The peptidase showed stability against exposure to
increasing concentrations of NaCl, DTT, urea and surfactants, thus demonstrating
structural stability. The purified peptidase was not activated by any ion tested,
showing significant inhibition in presence of Cu®" ion, which showed reversible
inhibition by 50%. Analysis of kinetic parameters revealed a major influence on the
"line" side of the peptidase catalytic efficiency and specificity at the P, subsite to
nonpolar amino acids.

Keywords: Peptidase,Bioprocess, Aspergillus flavus, Biotecnology
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INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

1.1 Peptidases

As peptidases sdo enzimas pertencentes a familia das hidrolases, que tem como
funcd@o principal a hidrolise de ligacdes peptidicas na presenca de moléculas de
agua (PARANTHAMAN; ALAGUSUNDARAM; INDHUMATHI, 2009). Representam
um dos maiores grupos de enzima industrial com uma demanda crescente devido
suas aplicacdes no campo da pesquisa basica, clinica, industria e biotecnologia
(SANDHYA et al., 2005.a; RAO et al., 1998). Representam aproximadamente 2% de
toda proteina expressa nos organismos sendo cerca de 500 genes envolvidos na

expressao de peptidase nos seres humanos (Polgér, 2005).

Por serem fisiologicamente necessarias para a vida, as peptidases sao
onipresentes, sendo encontrada em diversas fontes, tais como: animal, vegetal e
microbiana (RAO et al., 1998; KASANA; SALWAN; YADAV, 2011;GONZALEZ-
RABADE et al., 2011). Entretanto, devido as suas caracteristicas bioquimicas, ampla
diversidade e sua susceptibilidade a manipulacdo genética, 0s microrganismos sao
os mais indicados como fonte para producdo de peptidases (SANDHYA et al.,
2005.a; RAO et al., 1998).

Na area comercial representam cerca de 60% das vendas mundiais de

enzimas e possui uma variedade de funcdes. (RAO et al., 1998).

Classificadas em &cidas, neutras ou alcalinas, dependendo da faixa de pH
onde apresentam atividade ideal, sdo utilizadas pela industria de detergentes, de
couro e medicamentos (VISHWANATHA; RAO; SINGH 2010; RAI; MUKHERJEE,
2011) além de serem utilizadas em processos de biorremediacdo (GUPTA et al.,
2002).

Também podem ser divididas em endopeptidases e exopeptidases, de acordo
com o local de clivagem da ligacdo peptidica. As endopeptidases atuam
preferencialmente em regifes mais internas da cadeia polipeptidica, enquanto as
exopeptidases atuam nas proximidades amino-terminal ou carboxi-terminal dessas
cadeias (RAO et al., 1998).



Outra maneira de classificacdo das peptidases € pelo residuo de aminoacido

presente no sitio ativo, que € responsavel pelo mecanismo catalitico da enzima.

A base de dados MEROPS database é um banco de dados onde é possivel
obter informagfes sobre peptidases que estdo organizadas em espécies, familias e
clas. Seu foco € distinguir peptidases através de sua especificidade, de acordo com
a sequéncia que ela cliva. Segundo MEROPS database as sete classes principais
desse modelo de classificacdo s&o: serino peptidases, metalo peptidases, aspartil
peptidases, glutamil peptidases, cisteino peptidases, asparagina peptidase e
treonino peptidases. Foram descritas também mais duas classes definidas como
peptidases com mecanismo catalitico desconhecido e misto (Rawlings; Barret,
2012).

As serino peptidases constituem o maior grupo dentre as peptidases, sendo
encontradas em virus, bactérias e eucariotos. Em relacdo ao local de clivagem
podemos encontrar nesse grupo: exopeptidases, endopeptidases, oligopeptidases, e

peptidases 6mega (Rawlings; Barret, 1994).

As serino peptidases, participam de varios processos fisioldégicos importantes
como: digestdo, coagulagdo sanguinea, resposta imune e reproducdo. A primeira
serino peptidase que teve seu mecanismo de acdo bem caracterizado foi a
quimotripsina, por Bender e colaboradores em 1960. Por muito tempo apenas dois
grupos de serino peptidases eram conhecidas, mas com advento da biologia
molecular, novos grupos foram descobertos. Em comum todas as serinos peptidases
apresentam em seu sitio ativo o residuo do aminoacido Ser, sabe-se que a triade
catalitica classica é composta por residuos de Ser-His-Asp, no entanto encontramos
outros clas formados por triades distintas como as carboxil serino peptidases Asp-
Glu-Ser e a Ser-His-His (Polgar, 2005).

As metalo peptidases sdo um grupo diferenciado de peptidase, pois para sua
ativacdo necessitam da presenca de um ion metélico bivalente. Incluem enzimas de
varias origens, tais como colagenases de organismos superiores, toxinas

hemorragicas de venenos de serpente, e termolisina de origem bacteriana.

Cerca de 30 familias j& foram descritas dos quais 17 contém apenas

endopeptidases, 12 contém apenas exopeptidases, e uma contém ambos 0s endo e



exopeptidases. Familias de metalo peptidases foram agrupadas em clas diferentes
com base na natureza do residuo de aminoacido que faz a ligagdo com o ion
divalente no sitio ativo (RAO, 1998).

Aspartico peptidase ou aspartil peptidase, comumente denominada como
peptidase acida, sdo as endopeptidases que possuem em seu sitio ativo residuos de
acido aspartico, que esta situado dentro do motivo Asp-Gly-Xaa, em que Xaa pode
ser residuo de Ser ou Thr. Sdo agrupadas em trés familias: pepsina, retropepsina e
as enzimas de pararetroviroses. Essas peptidases sao inibidas por pepstatina
(RAO,1998).

Glutamil ou glutdmica peptidase foi descoberta em 2004 e possui apenas
duas familias descritas. Amplamente distribuida na natureza, desde o grupo das
Archae até mamiferos. A estrutura cristalina da primeira enzima descoberta revelou
uma diade no sitio catalitico que consiste em dois residuos, um de GIn53 e outro de
Glul36. Com base nestas caracteristicas unicas, esta enzima fundou a sexta familia
de peptidases (ODA, 2012).

As cisteino peptidases ocorrem tanto em procarioto quanto eucarioto, 20
familias j& foram descritas. A acdo catalitica das cisteino peptidases depende de
uma diade catalitica consistindo de um residuo de cisteino e de um residuo de
histidina. Geralmente as cisteino peptidases sdo ativadas apenas na presenca de
agentes redutores tais como HCN ou Cisteina, tendo seu pH 6timo proximo ao
neutro (RAO, 1998).

Asparagina peptidase clivam a si préprias em uma ligacdo asparaginil, e a
asparagina é o nucleofilo (MEROPS, 2013).

A descoberta do quinto mecanismo catalitico, a treonino peptidase, foi através
da cristalografia do proteossoma eucariético de Saccharomyces cerevisiae
determinada por Lowe e colaboradores em 1995 que mostra o residuo do

aminodcido treonina no N-terminal do sitio ativo (MEROPS, 2013).



1.2 Peptidases e suas aplicacdes

Microrganismos vém desempenhando um papel importante na producdo de
alimentos (produtos lacteos, carne etc). Além disso, diversos produtos sdo oriundos
de bioprocessos sendo incorporados em alimentos, como aditivos ou suplemento
(sabores, corantes, conservantes e adogantes) (COUTO; SANROMAM, 2006).

As peptidases microbianas desempenham um papel especifico de catalisador
na hidrélise de proteinas e sdo certamente um dos grupos mais importantes de
enzimas industriais especialmente as peptidases alcalinas, que sdo amplamente
utilizadas em detergentes, produtos de processamento de couro, recuperagao de
prata, fins médicos, processamento de alimentos, na inddstria quimica, bem como o
tratamento de residuos (WU et al., 2006).

As peptidases neutras sdo importantes para a industria de alimentos, pois sdo
usadas para diminuir o sabor amargo dos hidrolisados proteicos (SANDHYA et al.,
2005).

Na producdo de detergentes, as peptidases compdem um dos ingredientes
essenciais, empregados na remocao de residuos de alimentos, sangue e secrecfes
corporais, além da lavagem de reagentes, como 0s usados na limpeza de lentes de
contato e dentaduras, (RAO et al., 1998).



As enzimas aplicadas a industria farmacéutica possuem duas caracteristicas
que as distinguem das demais drogas utilizadas: a acdo das enzimas sobre seus
alvos, pois agem sobre estes com grande afinidade e especificidade; e conversédo de
multiplas moléculas alvos em seus produtos desejados. Estas duas caracteristicas
mostram que, enzimas especificas sdo potentes drogas podendo ser utilizadas em
terapias enzimaticas, resultando na utilizacdo destas como drogas para uma ampla
variedade de enfermidades (VELLARD, 2003).

As prolil endopeptidases ou prolil oligopeptidases pertencentes a classe das
serino peptidases, possuem a capacidade de hidrolisar a ligacdo peptidica na
posicdo X-Pro ou Pro-X. Estas enzimas especificas sdo amplamente distribuidas em
bactérias, fungos, animais e plantas. Elas ndo sdo importantes somente em
processos fisiolégicos, mas também possuem consideravel interesse em aplicacdes
bioguimicas e clinicas, por exemplo, no caso da diarreia celiaca ou enteropatia
sensivel ao glaten. Peptidases especificas em hidrolisar residuos de prolina sao

chaves terapéuticas para esta doenca do sistema digestivo (SHAN, 2002).

A utilizacdo de enzimas para renovacao celular vem causando uma revolugao
na cosmetologia, originando a chamada enzimocosmética. As enzimas sé&o
consideradas um principio ativo muito importante em produtos cosmeéticos, onde
encontra-se peptidases que hidrolisam ligacdes peptidicas de colageno e queratina
do estratum corneo da pele (YOUNG-CHUL et al., 2000). Esses produtos sdo
utiizados para remocdo de manchas e queldides, além do tratamento de
gueimaduras e Ulceras, e em outras finalidades cientificas (SUKHOSYROVA et al.,
2003).

Enzimas como a papaina, bromelina e outras peptidases tém sido utilizadas
para uniformizagdo e peeling dérmico. As acdes das peptidases estdo relacionadas
com a renovagao celular, exercendo atividade queratinolitica, removendo as células

mortas presentes na epiderme, levando a restauracédo da mesma (LODS, 2000).



Como uma familia de enzimas, as aspartil peptidase ou peptidase acidas sao
relativamente um grupo pequeno, que tem recebido grande atencdo devida seu
papel importante em doencas humanas tais como no tratamento da hipertensao,

doenca de Alzheimer e em infec¢cbes como a candidiase (DASH et al., 2003).

1.3 Bioprocessos

Peptidases de origem microbianas séo produzidas por bioprocessos fermentativos.
Esses processos séao definidos como um conjunto de operacdes que efetuam
o tratamento da matéria-prima/residuo, o preparo dos meios, a esterilizacdo (quando
0 processo demandar) e a transformacdo do substrato em produto(s) por rota
bioquimica, seguida de processos de separagdo e purificacdo desse (s) produto(s)
(PEREIRA JR; BON; FERRARA,2008).
Cada bioprocesso possui caracteristicas que podem torna-lo vantajoso ou

néo, dependendo da finalidade.

A producdo industrial de enzimas é frequentemente limitada devido aos
custos dos substratos utilizados para o cultivo dos microrganismos. Estima-se que,
por volta de 30-40% do custo envolvido na producdo de peptidases seja devido ao
meio de cultura utilizado para o crescimento dos mesmos. Portanto, sua otimizacao
€ de grande importancia para a reducao dos custos produtivos (JOO;CHANG, 2005).

O bioprocesso fermentativo submerso (BFSm) tem como caracteristica
principal a utilizacdo de um meio fermentativo liquido com nutrientes sollveis
(MARTINS et al., 2002). Esse tipo de sistema de producdo de peptidases pode ser
realizado em frascos agitados, como erlenmeyer, por exemplo, fermentadores de

bancada ou fermentadores em escala industrial.

De uma forma geral o Bioprocesso Fermentativo submerso (BFSm) possui a
vantagem de um maior controle dos parametros fermentativos e maior eficiéncia de
absorcdo de nutrientes e excrecdo de metabdlitos pela célula microbiana (SINHA,
SINHA, 2009), e as desvantagens estdo relacionadas ao maior custo energético e
hidrico, com altos custos em aeracéo e agitacdo (BON; FERRARA; CORVO, 2008).



Fatores ambientais, tais como temperatura, pH, niveis de oxigénio,
concentracbes de nutrientes e produtos afetam significativamente o crescimento

fungico e sua biossintese.

Culturas realizadas em frascos agitados, por exemplo, erlenmeyer, tém
controle ambiental relativamente simples, por apresentarem homogeneidade da
suspensdo de células, nutrientes e produtos em fase liqguida (MOO-YOUNG;
MORIERA; TENGERDY, 1983), entretanto apresentam dificuldades no controle de
certos parametros, como por exemplo, a aeracdo, que € uma variavel determinante
em alguns casos de producéo de peptidases (ALONSO, 2001). Para agitadores de

bancada como, por exemplo, fermentadores, todos os parametros sdo controlaveis.

7z

A fermentacdo submersa para producdo de peptidases é comumente
executada em shaker em escala laboratorial. (CIAFARDINI; ZULLO; IRIDE, 2006).

A composicédo dos meios de fermentacdo deve ser otimizada para que haja
equilibrio entre os varios substratos utilizados, assim minimizando a quantidade de
componentes ndo consumidos ao final do processo. O custo efetivo do meio € um
fator importante a ser monitorado durante o desenvolvimento da producédo, e pode
ser reduzido utilizando residuos agroindustriais disponiveis, tais como o farelo do
trigo, o farelo de arroz, 6leo vegetal etc. (SANDHYA; MADHAVAN NAMPOOTHIRI;
PANDEY, 2005. a).

Peptidases podem ser produzidas por bioprocessos fermentativos, solido ou
submerso, sendo que cada microrganismo ou linhagem apresenta condicdes

particulares para a maxima producdo de enzimas (SANDHYA et al., 2005b).

O Bioprocesso Fermentativo sélido (BFs) é definido como qualquer processo
de fermentacdo realizada sobre um material ndo solavel que atua tanto como o
suporte fisico quanto fonte de nutriente, desta forma, ocorrendo auséncia de agua
livre, sendo necessério que o substrato esteja umedecido o suficiente para suportar
0 crescimento e metabolismo microbiano (PANDEY, 1992). Segundo Aguilar et al.
(2008), no BFs os meios de cultura utilizados sao simples, podendo ou ndo serem
enriquecidos com nutrientes. O produto formado é concentrado o que facilita a etapa

de purificacd@o e a superficie sélida do meio é o ambiente natural do microrganismo.



Entretanto o BFs possui a desvantagem da falta de controle de alguns
parametros, como: umidade, oxigenacdo, pH e temperatura, além de ser um
bioprocesso limitado aqueles que crescem somente em ambientes com reduzida
umidade (COUTO; SANROMAN, 2006).

1.4 Aspergillus flavus

Comparando com outros grupos de organismos Vivos, 0S microrganismos
apresentam grande capacidade adaptativa colonizando ambientes nos quais outras

formas de vida ndo seriam viaveis (GOMES et al., 2007).

Os fungos tém sido amplamente utilizados como produtores de diferentes
substancias de interesse econdmico, tais como enzimas, antibiéticos dentre outros
produtos, e os fungos filamentosos sdo amplamente explorado devido a sua
capacidade de crescer e produzir uma vasta gama de enzimas extracelulares (ABIDI
et al., 2008).

Sa8o0 microrganismos tipicamente saprofitos, que secretam uma grande
variedade de enzimas envolvidas na decomposicdo e reciclagem de biopolimeros
complexos de ambos os tecidos, vegetais e animais. A maioria destas enzimas sao

hidroliticas e desempenham um papel importante na nutricdo dos fungos.

Alguns microrganismos produzem baixa quantidade de enzimas dificultando
sua aplicacdo industrial. Na maioria dos casos, adotando-se métodos simples como
a utilizacdo de um meio de cultura especifico e otimizacdo, € possivel um aumento
significativo do rendimento enzimatico (KUMAR ; TAKAGI, 1999).

Os dois maiores grupos de microrganismos utilizados em bioprocessos sao

fungos e bactérias.
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Entretanto, os fungos séo capazes de secretar metabdlitos para o meio
extracelular ndo sendo necessario o rompimento da célula e a separacdo das
proteinas intracelulares (SUKHOSYROVA et al., 2003), processo geralmente caro e
dispendioso, 0 que € uma vantagem para o processo de purificacdo (SHARMA et al.,
2009).

O género Aspergillus pertence ao grupo dos Hyphomycetos que se
caracterizam pela formacdo de conidioforos, ou seja, hifas especializadas e
produtoras de conidios com forma e arquitetura variavel (PEREIRA; CARVALHO;
PRADO, 2002).

Descrito pela primeira vez por Link em 1809, o A. flavus é responsavel, assim
como A. fumigatus, pela aspergilose humana causando também doencas em
culturas economicamente importantes, tais como, milho e amendoim, através de
micotoxinas potente, como a aflatoxina B1 (HEDAYATI et al., 2007), no entanto, A.
flavus produz outros metabdlitos secundarios importantes, que podem se explorados

pelas industrias farmacéuticas.

Além da aplicacdo na medicina o fungo A. flavus € capaz de degradar
numerosos polimeros orgéanicos, sendo considerado como um bom reciclador da
biosfera. Possui uma distribuicdo homogénea nas areas tropicais e subtropicais do
globo, € também um fungo patogénico oportunista ndo seletivo, tendo sido isolado
de insetos, aves, plantas e mamiferos. Devido ao amplo espectro de atuacao suas
peptidases tém sido estudadas em funcdo das possiveis aplicacbes na medicina,
devido a atividade elastinolitica e colagenolitica, apresentada por algumas delas
(MELLON; COTTY; DOWD, 2007).

A grande informacdo sobre o genoma de varias outras espécies como, A.
fumigatus, Neosartoria ficheri (Anamorfo A. fisheri), A. oryzae, A. nidulans e A.niger,
torna possivel a utilizagcdo da genémica comparativa em estudo de biologia basica
(CLEVELAND et al, 2009).
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As peptidases microbianas do género Aspergillus, em particular, tém sido
estudadas em detalhe, uma vez que esse género € conhecido por sua capacidade
de secretar altos niveis de enzimas no seu ambiente de crescimento (WU et al.,
2006). Desta forma, essas habilidades tornam o fungo Aspergillus flavus um bom

alvo para prospeccao de novos produtos (CLEVELEND et al., 2009).

1.5 Mapeamento dos subsitios

A nomenclatura dos subsitios do sitio catalitico das peptidases foi proposta
por Schechter e Berger (1967). Segundo esse modelo, os residuos de aminoacidos
do polipeptideo na porcdo N-terminal da ligacdo peptidica sdo enumerados de
acordo com sua posicdo na cadeia, sendo denominados P;, P,, P3 e assim por
diante, j& os localizados na posi¢cdo C-terminal sdo enumerados como P’;, P’,, P’3, e
assim por diante,desta forma existindo uma correspondéncia de subsitios na
peptidase denominados como S;, S, Sz e S’;, S’; e S’3 como representado na

Figura 1.

protease
Sy S 51 5 S 5
TR YA YA YAV
_P3_F2-P1fP'1_F"E_P'3_

Figura 1. Representacdo de um polipeptideo interagindo com o sitio ativo de
uma peptidase, representando o modelo proposto por Schechter e Berger.
Modificado de GRAHN et al, (1999). A letra S representa residuos de
aminodacidos presentes no sitio ativo da peptidase e a letra P residuos de
aminodacidos presentes na cadeia polipeptidica. No sentido N-terminal P,, P, e Ps
e C-terminal Py, P, Ps.
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O mapeamento do sitio catalitico é realizado com substratos peptidicos
sintéticos que possuem em sua estrutura aminoacidos que sofrem substituicdes nas
posicoes de interesse. O substrato com supresséo intramolecular de fluoréscencia
apresenta na regido amino-terminal um grupo quimico que responde pela
fluorescéncia da molécula, o acido orto-aminobenzéico (Abz), e na regido carboxi-
terminal um grupo supressor da fluorescéncia, etilenodiamo-dinitro-fenil (EDDnp)
(CHAGAS; JULIANO; PRADO, 1991).

Quando o substrato apresenta-se integro, o grupo EDDnp promove a
supressdo da regido Abz apresentando assim baixa fluorescéncia. Quando
hidrolisado a separacdo e o distanciamento entre os grupos EDDnp e Abz permite

gue ocorra aumento da fluorescéncia (SANTOS, 2009)

Figura 2. Representacdo do substrato peptidico com supressao
intramolecular de fluorescéncia apresentando 0s grupos emissor e supressor
de fluorescéncia quando ndo hidrolisado (intacta) e hidrolisado por acao
enzimatica (SILVA, 2011). K=lisina; L=leucina; R= arginina; S= serina;Q=
glutamina.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral:

O objetivo geral deste trabalho foi estabelecer parametros dos bioprocessos
fermentativo sélido e submerso para producdo da peptidase pelo fungo Aspergillus
flavus e a caracterizacdo bioquimica funcional da peptidase produzida no

bioprocesso fermentativo de maior rendimento.

Objetivos especificos:

- Investigar o potencial do fungo Aspergillus flavus para producéo pelo bioprocesso
fermentativo sélido e submerso, utilizando como meio de cultura, farelo de trigo e
meio complexo, respectivamente determinando o0s melhores parametros

fermentativos;

- Realizar a purificacao do(s) produto(s) obtido no bioprocesso fermentativo de maior

rendimento;

- Realizar a caracterizagdo bioquimica da(s) peptidase(s) utilizando substratos

peptidicos de supressao intramolecular de fluorescéncia.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Fluxograma

A Figura 3 apresenta o fluxograma resumido das etapas metodolégicas propostas

neste trabalho, para a producéo de peptidase pelo fungo Aspergillus flavus.

Figura 3. Fluxograma das etapas realizadas para producdo de peptidase pelo fungo
Aspergillus flavus. Inicialmente foram realizados os estudos dos parametros fermentativos para
os dois bioprocessos, com o extrato obtido nesta fase foi realizada uma caracterizagdo parcial
e a peptidase obtida no bioprocesso de maior rendimento foi purificada, sendo realizados
estudos cinéticos e caracterizacdo bioquimica. Foto Aspergillus flavus retirada de:
SickHouseCenter.com-Copyright © 2009. * estudos de parametros somente realizados nos
Bioprocesso fermentativo submerso.
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3.2 Microrganismo e manutencgéo

O fungo Aspergillus flavus pertence ao banco de cultura do laboratério de

Tecnologia Enziméatica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto.
O microrganismo foi isolado de silagem de milho e cana de acgucar, sendo

identificado por técnica de morfologia, biologia molecular e bioquimica pelo grupo

coordenado pelo Prof. Dr. André Rodrigues do Departamento de Bioquimica e

Microbiologia do Instituto de Biociéncias de Rio Claro (Unesp).

O microrganismo foi mantido em meio Potato Dextrose Agar (PDA), sendo
repicado em tubos de ensaio e mantidos em incubadora (B.O.D) por um periodo de
aproximadamente 7 dias na temperatura de 30°C. Apds o crescimento, os tubos
foram mantidos em geladeira a 4°C.

Para a realizacdo dos bioprocessos o fungo foi repicado para tubos de ensaio

contendo 5mL de meio PDA e incubados por 7 dias a 30°C.

3.3 Bioprocesso Fermentativo

3.3.1 Bioprocesso Fermentativo em estado solido (BFs)

Para o BFs foi utilizado saco plastico autoclavavel (polipropileno) (12 x 20 cm)
segundo metodologia de Lotong e Suwanarit (1985) com um fio de cobre encapado
em cada saco plastico para aumentar a aeracdo. Em cada saco foi adicionado o
residuo agroindustrial, farelo de trigo (5g), variando essa quantidade dependendo do
estudo a ser realizado. Neste meio foi adicionado solugdo salina contendo 0,1%
(m/v) dos seguintes sais: (NH;)2.SO,4; MgSOg4. 7H,0 e NH;NO3; (MERHEB-DINI et al.,
2009) sendo o volume de solucédo salina adicionado em cada saco correspondendo
a 66% da umidade inicial (m/v) ou seja 10 mL. Entdo o material foi previamente
autoclavado por 40 minutos a 121°C. Os procedimentos de preparo do inoculo e
posterior inoculagdo do material, tanto no BFs, quanto no BFSm foram feitos em

cabine de seguranca.

Para o preparo do inoculo, esporos do fungo obtidos a partir de culturas
estoques foram ressuspendidos em solucéo salina estéril, e quantificado em camara
de Neubauer, determinando assim o volume de solucdo de esporos a ser inoculado

na proporcéo de 5x10° esporos para cada 5g de substrato.
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Os sacos ja com inoculo foram mantidos em B.O.D., a 30°C, exceto para o
ensaio de temperatura, por um periodo de 24 a 168 horas. A cada 24 horas um saco
foi removido da incubadora e a este foram adicionados 40 mL de agua destilada a
4°C. O material entdo era macerado, filtrado em gaze e centrifugado a 5000xg por
20 minutos a 4°C. O sobrenadante, denominado extrato fermentado (EF), foi

coletado para a quantificacdo das atividades enziméticas.

No processo de producdo da peptidase alguns parametros foram
investigados, e a cada resultado obtido, a melhor condigcdo foi adotada para o
experimento seguinte, desta forma foram avaliados: o efeito da variagao dos tipos de
indutores (caseina e ovoalbumina) nas porcentagens de 5, 10 e 20%, concentragcao
de esporos (1x10% 2,5x10° e 5x10°) e temperatura de fermentacéo (30; 35; 40 e
45°C).

3.3.2 Bioprocesso Fermentativo em estado submerso (BFSm)

Para o BFSm foi utilizado erlenmeyer de 250mL no qual foram adicionados 50mL de
meio liquido padrdo contendo: (KH,PO,4 0,7%; K,HPO,4 0,2%; MgSO, 0,01%; NacCl

0,5%; extrato de levedura 0,1%; peptona 0,1% e caseina 0,5%) em pH 6.

O meio foi previamente autoclavado por 15 minutos a 121°C. Todo 0 processo
submerso foi realizado por um periodo de 24 a 168 horas sob agitacdo de 120rpm
para aeracéo e a 30°C (exceto para o ensaio do efeito da variacdo de temperatura).

Para o preparo do inoculo, esporos do fungo foram ressuspendidos em agua
destilada estéril e quantificada da mesma forma que no BFs, desta forma

determinando o volume de esporos a ser inoculado por mL de meio.

No BFSm foram avaliados alguns parametros que influenciam a producéo de
peptidase como: o efeito da fonte de carbono: glicose, sacarose e frutose nas
porcentagens (0,1;,0,5 e 1,0%); o efeito da fonte de nitrogénio (caseina) nas
porcentagens (0,25, 0,5 e 1,0%), variacdo da concentracdo de esporos (1x10>;
2,5x10° e 5x10°), variacdo do pH inicial do meio (5; 6; 7 e 8) e o efeito da
temperatura (30; 35; 40 e 45°C).

A cada 24 horas foi removido um frasco e seu conteudo foi filtrado em papel

de filtro Whatman n°l1 para separacdo do produto da fermentacdo e a massa
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micelial. O micélio coletado foi mantido em estufa a 45°C até obter peso constante

para posterior anélise comparativa entre crescimento e atividade enzimatica.
3.4 Avaliacao da atividade proteolitica utilizando caseina como substrato

A atividade proteolitica foi determinada a cada etapa dos bioprocessos através do
protocolo descrito por Sarath, Motte e Wagner (1996), utilizando caseina como
substrato previamente dissolvida em tampao fosfato de sédio 50mM, pH 6,5 .

Para a padronizacdo dos ensaios todos os reagentes foram mantidos a 37 °C

para as solucdes estarem na mesma temperatura.

Nos ensaios foram utilizados 200uL de EF do BFSm e 50uL de EF do BFs a
esses volumes foram adicionados 100uL de tampéo fosfato de sdédio 50mM, pH 6,5

e 1000yuL de caseina 1% (m/v) preparada ho mesmo tampao.

Os tubos foram incubados durante 1h no caso do EF da BFSm e 30 minutos
para o EF da BFs. Decorrido esse periodo a reacdo foi interrompida adicionando
600uL de &cido tricloroacético (TCA) 10% (m/v). Em seguida, os tubos testes e
brancos foram centrifugados por 15 minutos a 10.000xg em temperatura ambiente
(TA).

Os sobrenadantes dos tubos testes foram lidos em espectrofotbmetro,
Genesys 10S usando cubetas de quartzo contra seus respectivos brancos em

280nm. Todos os ensaios foram feitos em triplicata.

A atividade enzimatica foi expressa em unidade de atividade/mL (U/mL),
sendo definida como unidade de atividade a quantidade de enzima necesséria para
promover a liberagdo de 1 ymol tirosina/minuto sob condi¢des definidas (MEYERS &
AHEARN?, 1977 apud GUPTA et al, 2002).

! MEYERS, S.P. & AHEARN, D. G. Extracellular proteolysis by Candida lipolytica. Mycologia, v. 69, p. 646 —
651, 1977.
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3.5 Precipitacao por etanol e filtragdo tangencial

Antes da purificagdo propriamente dita, foi realizada a caracterizagdo das enzimas

produzidas em ambos os bioprocessos.

O EF obtido no BFSm foi submetido a precipitacéo pelo etanol e o EF do BFs
sofreu uma filtracdo tangencial utilizando FlexStand Benchtop System (GE
Healthcare Life Sciences) acoplado a um cartucho com membrana de corte 10kDa
Hollow Fiber Cartridge Modelo UFP-10-E-3MA .

No aparelho de filtragdo tangencial o extrato fermentado entra no sistema com
auxilio de uma bomba peristaltica, esse liquido passa pela membrana de corte
sendo reduzido a um volume menor do que o inicial. O concentrado obtido neste

processo foi posteriormente precipitado com etanol.

Os solventes orgéanicos tem a propriedade de diminuir a interacdo agua-
proteina fazendo com que as mesmas sofram precipitacdo quando em solucéo. No
caso do etanol (92,6° GL), além desta propriedade € um produto barato quando
comparado a outros solventes, por isso foi utilizado para precipitar o EF dos
bioprocessos. Para determinar a melhor condicdo de precipitacdo, diferentes
proporcdes de EF e etanol foram testados. Definida a melhor proporcédo EF: etanol,
o fracionamento foi conduzido a -20°C, overnight. Decorrido esse periodo a solucao
foi centrifugada a 5000xg por 20 minutos, o sobrenadante foi desprezado e o
precipitado foi ressuspendido em agua purificada por Osmose Reversa OS 10 LX. A

solucéo obtida foi entdo denominada extrato enzimatico (EE).

3.6 Caracterizacdo Bioquimica do extrato enzimatico do BFs e BFs

utilizando como substrato azocaseina

Para caracterizacao bioquimica do EE de ambos os bioprocessos, foi utilizado como

substrato para a determinacao da atividade proteolitica azocaseina.

A azocaseina é um derivado da caseina ao qual foi adicionado um grupo
sulfonilamida, sendo que este grupo confere cor alaranjada ao reagente. Quando
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hidrolisada por peptidases a azocaseina libera componentes coloridos solUveis na
presenca de TCA (CHARNEY; TOMARELLI, 1947).

A mistura da reacédo foi composta por 100 pL de EE; 150 pyL de tampao no pH
adequado; e 300 pL de azocaseina 1 % no pH adequado. A reacao foi conduzida
inicialmente a 30°C, por 10 minutos. Decorrido esse periodo a reacdo foi
interrompida adicionando 1200 puL de TCA 10% em cada tubo. Para os tubos
definidos como branco foi utilizado as mesmas quantidades e condi¢des dos tubos
testes, diferindo apenas no fato do TCA ter sido acrescentado no inicio do ensaio,
assim precipitando as proteinas presente na solucdo e evitando a hidrolise do

substrato.

Todos os tubos foram centrifugados por 15 minutos a 10.000xg a TA. Foram
transferidos 1200 uL do sobrenadante para um tubo de ensaio e a este foram
adicionados 1400 pL de NaOH 1M e misturados. O material foi quantificado
utilizando cubetas de plastico, contra seus respectivos brancos em 440nm, em
espectrofotdmetro (Genesys 10S) (DUCROS et al., 2009).

Os parametros estudados na caracterizacdo foram: efeito da influéncia do pH,

temperatura e inibidores.

O pH o6timo foi determinado avaliando-se a atividade do EE em diferentes
valores de pH, de 4,5 a 10,5 com incrementos de 0,5 unidades de pH. Os tampdes
utilizados foram: Acetato, pH 4,5 — 5,0; MES, pH 5,5 — 6,5; HEPES, pH 7,0 — 8,0;
BICINE, pH 8,5 — 9,0; e CAPS, pH 9,5 — 10,5. Para o EE da BFs os tampdes
estavam a 100 mM e para o EE da BFSm estavam a 50mM. A reacdo enzimética foi
realizada de acordo com o que ja foi descrito anteriormente.

Com o pH 6timo estabelecido o proximo passo foi identificar a temperatura
Otima. Para tanto o EE proveniente do BFs foi exposto a faixa de temperatura de 25
a 80°C, com incrementos de 5°C e o EE proveniente do BFSm de 30 a 65°C, com
incrementos de 5°C. As reacfes enzimaticas foram realizadas, como descrito
anteriormente, utilizando o, tampado MES 100 mM pH 6,5 para o EE da BFs e
tampao HEPES 50mM pH 7,5 para o EE da BFSm.

Apoés a determinacdo do pH e temperatura 6timo foi feita uma investigacao

para saber a influéncia de inibidores sobre a atividade enzimatica do EE. Para a
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realizacdo dos ensaios foram preparadas solucbes estoques dos respectivos
inibidores: fluoreto de fenilmetilsufonil (PMSF), etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e
Acido lodoacético na concentracdo de 100 mM (estoque) segundo protocolo descrito
por Dunn (1989).

Em cada tubo de reacéo foi adicionado EE e a esse foi acrescentado um
volume de cada solugéo de inibidor, obtendo concentragéo final de 10 mM. Os tubos
foram incubados por 5 minutos nas temperaturas 6timas. A reagdo enzimética foi
realizada como descrito anteriormente, utilizando o tampdo MES 100 mM pH 6,5
para o EE da BFs e tampédo HEPES 50mM pH 7,5 para o EE da BFSm. Todos os

ensaios foram feitos em triplicata.

3.7 Purificacao

3.7.1 Cromatografia de exclusdo de massa molecular e troca idnica

Para obtencéo de fracdes purificadas da enzima obtida no BFs, o EE foi submetido a
uma gel filtracdo em coluna de dimensdes 100 x 4 cm preenchida com resina
Sephacryl™

150mM de NaCl.

S100, equilibrada com tampéo Bicine 20 mM, pH 8,5 acrescido de

Foram aplicados 3 mL do EE proveniente do BFs e eluidas no mesmo tampé&o
de equilibrio. O fluxo de eluicdo foi ajustado para aproximadamente 0,63 mL/min
com auxilio de bomba peristaltica sendo coletadas fracbes de 5mL por tubo

utilizando coletor de fracdes.

As fracbes com atividade proteolitica foram reunidas, totalizando 100mL, e
esse volume foi submetido a uma didlise em membrana com poro de 10 kDa para
retirada de sal contra 2L de tampao Bicine 20mM pH 8,5 a 4°C, com 2 trocas de
tampao.

Em seguida, a amostra foi submetida a cromatografia de troca ibnica em
coluna Tricon™ 10/50 com resina ani6nica, Source™ 15Q, (GE Healthcare Life
Sciences) acoplado em AKTA purifier CU 950.

A coluna primeiramente foi equilibrada com tamp&o Bicine 20 mM, pH 8,5. A
amostra foi aplicada e em seguida, foi realizada a etapa de lavagem com o tampéao
de equilibrio, somente apds esta etapa, iniciou-se o gradiente salino linear com a

concentracdo crescente de NaCl de 0 a 200mM.
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O eluido foi coletado em tubos com auxilio de coletor de fracdes. Foi
realizamassa moleculardo o ensaio de atividade proteolitica conforme descrito no
item 3.4.

AplOs realizagcdo dos processos cromatograficos foi determinada a
concentracdo de proteinas totais de cada etapa, desde a producéo até a purificacao
da peptidase, pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).

3.8 Avaliacdo do grau de pureza, estimativa da massa molecular e

atividade gelatinolitica da peptidase purificada

A pureza da peptidase obtida a partir da cromatografia de troca idnica foi certificada
por gel de eletroforese desnaturante (SDS-PAGE) 12%, segundo Laemmli (1970) e
coradas com nitrato de prata (SEE; JACKOWSKI, 1989). O tamanho da peptidase foi
estimado através do software Image Lab™ version 3.0.

Para avaliacdo da atividade colagenolitica foi realizado um zimograma com

gelatina como descrito por Kleiner e Stetler-Stevenson (1994).

3.9 Ensaios de caracterizacdo bioquimica funcional e cinética enzimética
3.9.1 Substrato peptidico com supresséo intramolecular de fluorescéncia Abz-
KLRSSKQ-EDDnp (FRET)

A partir da peptidase purificada foram realizados os estudos de caracterizacéo
bioquimica funcional e cinética enzimatica, utilizando substrato peptidico com
supressado intramolecular de fluorescéncia (FRET), fornecidos pelo Prof. Dr. Luiz
Juliano Neto do Departamento de Biofisica da UNIFESP.

Esse substrato possui a caracteristica de conter na extremidade amino-
terminal o acido orto-aminobenzéico (Abz), responsavel pela emissdo da
fluorescéncia do peptideo, e na extremidade carboxi-terminal o grupo etilenodiamo-
dinitro-fenil (EDDnp) responsavel pela supressao da fluorescéncia (CHAGAS et al.,
1991).

Quando as extremidades Abz e EDDnp estdo préximas, isto é, quando o
peptideo ainda esta integro, o grupo EDDnp promove a supressao da fluorescéncia
emitida pelo grupo Abz, desta forma observa-se uma emissdo de baixa
fluorescéncia. Apos a acdo da peptidase, que promove a hidrélise do substrato,
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ocorre o distanciamento entre os grupos Abz e EDDnp, consequentemente ocorre o

aumento da emissao de fluorescéncia.

3.9.2 Condicdes para o ensaio de caracterizacdo bioquimica funcional e
cinética enzimatica utilizando substratos FRET

A caracterizagao bioquimica funcional e cinética enzimatica foi monitorada utilizando
espectrofluorimetro modelo Lumina fluorescence spectrometer (Thermo scientific)
acoplado ao sistema Peltier 4-Position Fluorescense Cell Holder, responsavel pelo
controle da agitacdo e temperatura. Foram utilizadas cubetas de quartzo com
caminho 6tico de 10 mm. Os comprimentos de ondas foram ajustados para Aex:
320nm e Aem: 420nm. O software utilizado foi o Luminous Software version 3.0.

Para a caracterizagcdo bioquimica funcional da enzima purificada foram
investigados: o efeito de pH, temperatura e suas respectivas estabilidades,
inibidores e ions, além de surfactantes, DTT e ureia. Foi analisado também o efeito
de altas concentracbes de NaCl na atividade catalitica. Todos 0s ensaios da

caracterizacdo bioquimica funcional foram realizados em triplicata.

3.9.3 Efeito de pH e Temperatura

O pH 6timo, a temperatura 6tima, bem como suas respectivas estabilidades foram
determinadas avaliando o aumento de fluorescéncia emitida pelo substrato apos
hidrolise pela peptidase.

A atividade da enzima purificada foi analisada em diferentes valores de pH, de
4,5 a 10,5 com incrementos de 0,5 unidades de pH. Os tampdes utilizados foram os
mesmos utilizados nos itens 3.6, todos a 100 mM.

O substrato utilizado foi Abz-KLRSSKQ-EDDnp, na concentragdo final de
3,66x10”* mM e a concentracéo final da enzima foi de 0,58 mM. O experimento de
pH foi realizado na temperatura de 40°C.

Uma vez definido o pH 6timo, a temperatura 6tima foi determinada expondo a
enzima nas faixas de 25 a 65°C, com incrementos de 5°C. Com esses dados obtidos
foi realizado os ensaios de estabilidades.

A estabilidade em diferentes valores de pH foi avaliada pela incubacdo da
enzima purificada durante 60 minutos a 25°C nas faixas de pH (4,0-10,5) a 100mM

variando o pH com incrementos de 0,5 unidade. ApGs a exposicao foi realizado o



25

ensaio no pH e temperatura 6tima, sendo avaliado o aumento de fluorescéncia
emitida pelo substrato apds hidrélise pela peptidase.

A estabilidade a temperatura foi realizada incubando-se a enzima purificada
por periodos estabelecidos de 5, 15, 30 e 60 minutos, nas faixas de 30 a 60°C, com
incrementos de 5°C. Apés a exposicao foi realizado o ensaio no pH e temperatura
6tima, sendo avaliado o aumento de fluorescéncia emitida pelo substrato apoés

hidrolise pela peptidase.

3.9.4 Efeito de fons e Inibidores

Para determinar o efeito de ions sobre a atividade catalitica da enzima purificada,
foram preparadas solugdes de: NaCl, ZnSO4, CoCl,, CuCl,, CaCl,, MgCl,, BaCl; e
AICI3, KCI, NiSO4 MnCl,, LiCl todos a 100 mM (estoque).

Os inibidores testados foram: fluoreto de fenilmetilsufonil (PMSF), acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), pepstatina, todos a 100 mM (estoque) e
também quimostatina, E-64 e inibidor de tripsina todos a 100uM (estoque) segundo
protocolo descrito por Dunn (1989).

Em cada tubo de reacéo foi adicionado enzima purificada e solucdo de cada
ion ou inibidor, obtendo concentracao final de 0,5 mM para todos os ions e 0,5 mM
para o PMSF, EDTA e pepstatina e 0,5 pM para quimostatina, E-64 e inibidor de
tripsina. Os tubos foram pré-incubados por 5 minutos a 35 °C para interacao entre a
peptidase e ions/ inibidores, decorrido esse tempo foi avaliando o aumento de

fluorescéncia emitida pelo substrato apds hidrolise pela peptidase.

3.9.5 Efeito de Surfactantes, DTT e ureia na atividade catalitica da
peptidase purificada

O efeito de surfactantes sobre a atividade catalitica da peptidase purificada, foi
analisado utilizando variacbes crescentes nas porcentagens 0,01 a 0,04% de
Dodecil Sulfato de Sédio (SDS); e nas porcentagens de 0,1 a 1% de Brometo de
Cetil Trimetil Aménio (CTAB) e Tween-20® (Polissorbato 20). O efeito do ditiotreitol
(DTT) sobre a atividade da peptidase, foi avaliado nas concentracdes de 5 a 200mM
e para ureia a enzima foi exposta a variagdes crescentes nas concentragbes de
100mM a 2M.
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A enzima purificada foi previamente incubada por 5 minutos a 35 °C com cada
surfactante, agente redutor e ureia nas suas respectivas porcentagens e
concentragdes, decorrido esse tempo foi avaliado o aumento de fluorescéncia

emitida pelo substrato apos hidrélise pela peptidase.

3.9.6 Reversdo da atividade catalitica causada por metal pesado
utilizando DTT

Foi observado que a peptidase em presenca do fon Cu®* apresenta perda de
atividade. Na tentativa de estudar se esse processo era reversivel ou irrevessivel foi
realizado um protocolo onde a peptidase purificada foi exposta a um concentragéo
de 1mM de CuCl,, valor que corresponde a 100% de inativacdo da enzima. Em
seguida, a enzima foi incubada com concentracdes crescentes de DTT (0,1mM a
2mM). A atividade enzimatica foi avaliada com o aumento de fluorescéncia emitida

pelo substrato apos hidrolise pela peptidase.

3.9.7 Determinacéo do efeito do NaCl sobre a atividade catalitica

O efeito do NaCl sobre a atividade catalitica foi avaliado por adicbes de
concentracoes crescentes (0-3M) deste sal, na presenca de tampdo MES 100mM
pH 6,5 e mantida a 35°C. A atividade enzimatica foi avaliada com o aumento de

fluorescéncia emitida pelo substrato apds hidrolise pela peptidase.

3.10 Estudos de cinética enzimatica
3.10.1 Determinacgé&o da concentracdo molar da peptidase purificada
Para realizacdo dos estudos cinéticos foi necessario conhecer a concentragdo molar
da peptidase para posterior calculo de kg e eficiéncia catalitica, para tanto, a
molaridade foi determinada por titulacédo do sitio ativo conforme metodologia descrita
por Turk et al. (1993), no entanto, utilizando inibidor PMSF a 100mM para a
titulacao.

A titulacdo foi estimada em espectrofluorimetro modelo Lumina fluorescence
spectrometer (Thermo scientific) utilizando o substrato Abz-KLRSSKQ-EDDnp, em
tampdo MES 100 mM, pH 6,5 a 35°C. Os comprimentos de onda de fluorescéncia

foram ajustados para Aex: 320nm € Aem: 420nm.
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3.10.2 Ensaios cinéticos com substrato sintético com supresséo

intramolecular de fluorescéncia

Os parametros cinéticos Ky, kecat € kea/Km da peptidase purificada foram
determinados utilizando-se os substratos peptidicos com supressao intramolecular
de fluorescéncia. O substrato Abz-KLRSSKQ-EDDnp € considerado o substrato
padrdo, no qual foram realizadas as substituicbes dos aminoacidos nas posi¢des P1,
P,, Ps P1, P, e P35, permitindo assim avaliar qual aminoécido interage melhor com
cada subsitio, desta forma propiciando uma melhor eficiéncia catalitica da enzima.

Os experimentos foram realizados utilizando tampao MES 100mM pH 6,5 a
35°C e espectrofluorimetro, modelo ja descrito. Os comprimentos de onda foram
ajustados para Aex: 320nm e Aem: 420nm. As cinéticas enzimaticas foram obtidas
pela adicdo crescente de substrato na reacao.

Os valores cinéticos de Ky e Vnax foram obtidos a partir da equacédo de
Michaelis-Menten calculada por regressdo nédo linear dos dados de hidrolise do
substrato usando o programa GraphPad versdo 5.0. Todos os ensaios foram feitos

em duplicata.
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RESULTADOSE DISCUSSAO
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Bioprocesso Fermentativo em estado solido (BFs)

De acordo com as condi¢des oferecidas para o desenvolvimento do microrganismo,
se obtém uma resposta favoravel ou desfavoravel a obtencdo de produtos de
interesse, que no caso especifico deste trabalho foi a producéo de peptidase. Desta
forma o primeiro parametro avaliado foi o efeito da suplementacdo do meio padrao,

farelo de trigo, com fontes de N orgéanico (caseina e ovoalbumina) (Figura 4 A e B).

Nas proporc¢des de 5 e 10% de caseina obteve-se valores iguais de atividade
enzimatica, 460 U/mL, em 72 horas de incubacao e para a propor¢ao de 20% o pico
maximo ocorreu em 120 horas de incubacdo com producdo de 492 U/mL (Figura
4A). Para a ovoalbumina (Figura 4B), o maior valor obtido foi de 805,65 U/mL na
proporcao de 10% em 72 horas de incubacgéo. Para as propor¢cdes de 5 e 20% os
valores foram de 643 U/mL e 423 U/mL, respectivamente. O aumento das
propor¢cdes de ovoalbumina no meio nao foi proporcional ao aumento na producao
de peptidase, pois se observa uma repressao da sintese de peptidase na propor¢cao
de 20%.

Apesar dos valores obtidos com a suplementacdo do meio com caseina e
ovoalbumina, o fungo Aspergillus flavus apresentou melhor producdo enzimatica
guando cultivado somente com meio padrdo, isto é, farelo de trigo, com pico de
producdo de 957,65 U/mL em 96 horas de incubacgdo. Resultado semelhante foi
observado por Silva et al (2013) na producéo de peptidase por Aspergillus fumigatus
Freseneus com valor maximo de producéo de 1300 U.A (unidade de atividade) em
96 horas.

O uso de residuos agroindustriais como meio fermentativo para producdo de
enzimas, tem tido grande apelo devido ao baixo custo. O que agrega valor ao
produto final (Maller et al. 2011).

A producdo de peptidase utilizando somente farelo de trigo sem
suplementacédo de fonte adicional de N também foi observada por Rajkumar et al.

(2011) na producao de uma metalo peptidase por Bacillus sp. RRM1, e também por
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Vishwanatha et al., (2010) na producdo de peptidase &acida extracelular por
Aspergillus orysae MTCC 5341. Segundo este autor, o teor de proteinas presente no
farelo de trigo é de 14 a 16%, e provavelmente esse teor proteico elevado do

substrato tenha colaborado para a melhora na producéo da peptidase.

Figura 4. Influéncia da suplementacao do residuo agroindustrial, farelo de trigo (FT)
com: (A) caseina e (B) ovoalbumina, como fonte de N adicional nas proporgées de 5,
10 e 20%; na producéo de peptidase pelo fungo Aspergillus flavus, mantido a 30°C e
com 5x10° esporos/5g de meio.

Podemos observar que a fermentacéo realizada na auséncia total de fonte de
nitrogénio, isto €, utilizando apenas agua para umidificar o meio foi favoravel a
producdo, no entanto os valores obtidos ficaram abaixo do observado quando o
meio era umidificado com solug&o salina, demonstrando desta forma que a fonte de
nitrogénio inorganica presente na solucdo salina contribui satisfatoriamente para a

producao de peptidase.

O fungo Aspergillus flavus apresentou melhor producdo quando inoculado
com 2,5x10° esporos, com um pico de 1.217,92 U/mL com 72 horas de fermentac&o

utilizando F.T. como substrato (Figura 5).
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Figura 5. O grafico apresenta a influéncia da concentragdo de
in6culo na producado de peptidase pelo fungo Aspergillus flavus,
utilizando farelo de trigo como substrato e mantido a 30°C por
um periodo de 168 horas.

Nota-se que em 72 horas tanto para o inoculo com concentracéo de 2,5x10°
quanto para 1x 10° ndo existe diferenca estatistica significante (Two-way ANOVA
P>0,05) ocorrendo uma baixa producdo nesse mesmo tempo para concentracao de
5x10°.

Esse dado difere do observado em Aspergillus niger quando comparado
concentracdo de inoculo e producdo enzimatica (KAVYA; PADMAVATHI, 2009).
Provavelmente a rapida densificacdo e consequentemente exaustdo de nutrientes
faca com que as maiores concentragdes de inoculo ndo sejam apropriadas para
essa condicdo estabelecida, pois nota-se um decréscimo da producdo ao logo do
periodo. Semelhante resultado foi relatado por Silva et al. (2013) na producao
de peptidase pelo fungo Aspergillus fumigatus Freseneus, observando pico de

producdo na concentracao de 1x 10° esporos/g de farelo de trigo.

Um dos parametros fisicos de maior importdncia nos bioprocessos € a
temperatura, pois afeta 0 metabolismo alterando crescimento e consequentemente a
producdo de enzimas (KRISHNA, 2005). A melhor temperatura para producédo de
peptidase pelo BFs ocorreu a 30°C (Figura 6). Nas temperaturas de 40°C e 45°C a
producdo de peptidase foi basal quando comparado com o observado a 30°C e a
35°C. Resultado semelhante foi observado em Bacillus sp.MIG (GOUDA, 2006).
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Figura 6. Influéncia da temperatura na producdo de peptidase pelo fungo
Aspergillus flavus, utilizando farelo de trigo como substrato e 2,5x10°
esporos/5g de farelo de trigo. O grafico apresenta os valores de producao
obtidos quando o fungo foi cultivado em diferentes faixas de temperatura.

4.2 Bioprocesso Fermentativo em estado submerso (BFSm)

O carbono € um elemento de fundamental importancia na biossintese de
moléculas como: proteinas, carboidratos, lipideos e acidos nucleicos; além de
constituir cerca de 50% da massa seca de uma célula tipica (PEREIRA JR;
BON; FERRARA, 2008).

A Figura 7A, B e C demonstra o efeito da suplementacdo do meio
fermentativo com fontes de carbono: glicose, frutose e sacarose nas concentracdes
0,1, 0,5, e 1%. A partir dos dados coletados sugere-se que o fungo Aspergillus flavus
ndo mostrou dependéncia a nenhuma fonte de carbono testada, em relacdo ao

experimento controle, que ndo possui adicao de fonte de carbono.

O pico de producéo foi de 276,25 U/mL em 168 horas com o meio padréo.
N&o foi observado efeitos expressivos na suplementacdo do meio com 0,5% de
fonte de carbono, porém o perfil de producdo foi praticamente o mesmo. Na
concentracdo de 1%, para todas as fontes de carbono, foi observada uma queda na

producdo enzimatica, sugerindo que o aumento da concentracdo da fonte de
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carbono atua como um repressor na sintese de peptidase pelo fungo Aspergillus
flavus (Figura 7 A, B e C). Observamos que o meio suplementado com sacarose
nas trés proporcdes testadas ndo apresentaram valores de producdo elevados,
provavelmente o baixo rendimento obtido pode ser devido a formacéo de invertases
para a proporcdo de 0,1% e 0,5% e para a proporcdo de 1% uma possivel

justificativa € a repressao catabdlica, como ja mencionado.

Figura 7. Influéncia da suplementagédo do meio no BFSm com trés fontes de carbono:
frutose, glicose e sacarose, nas porcentagens (A) 0,1%, (B) 0,5% e (C) 1% na
producéo de peptidase pelo fungo Aspergillus flavus. Meio contendo 0,5% de caseina,
pH inicial 6, cultivado a 30°C e com 5x10° esporos/mL de meio, com agitacdo de
120rpm. Controle =meio sem suplementacéo adicional de fonte de carbono
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Segundo Gouda et al., (2006) a adicdo de 1% de sacarose, frutose e glicose
ao meio fermentativo para producao de enzimas alcalinas (Pro 1 e Pro 2), reduziu a
producdo enzimatica por Bacillus sp. MIG. Mehta, Thumar, Singh (2006) observou
esse mesmo efeito com 2% de glicose. Alegre et al., (2009) observou que, a
producdo de invertase extracelular pelo fungo Aspergillus caespitosus era afetada
em 93%, comparado com valores de producao inicial, quando o meio era
suplementado com 2% de glicose, no entanto, porcentagens de 1% de glicose
aumentava em até 5x a producdo de invertase intracelular. Esses exemplos
demonstram que a fonte de carbono pode exercer uma modulacdo epigenética na
producdo de metabdlitos. Mellon; Cotty; Dowd, (2007) relatam carboidratos de baixo
peso molecular, como glicose e frutose, funcionariam como repressores catabolicos
para producdo de hidrolases pelo fungo Aspergillus flavus corroborando com os

nossos dados.

Outro elemento que regula a expressdo e secrecdo de metabdlitos sdo as
fontes de nitrogénio. Para a maioria dos microrganismos fontes de nitrogénio,
organica ou inorganica, sdo metabolizados para produzir aminoacidos e outras
moléculas como acidos nucleicos, proteinas e constituintes da parede celular,
sendo, portanto, compostos de grande importancia (IBRAHIM; AL-SALAMAH, 2009;
THUMAR; SINGH, 2007) podendo chegar a constituir 15% do valor do peso seco de
uma célula (PEREIRA JR.; BON; FERRARA, 2008).

O estudo da suplementacdo do meio fermentativo com caseina, como fonte
de nitrogénio, demonstra que na proporcao de 0,5% a caseina agiu como indutor da
sintese enzimatica, promovendo um aumento na producdo de 129,83% em relacéo

ao controle, no periodo de 96 horas de fermentacao.

Na proporcdo de 1% a producdo foi reprimida durante todo o processo,
apresentando um aumento no periodo de 168 horas, no entanto, esse valor
representa apenas 36,25% da producdo quando comparado ao controle no mesmo
periodo (Figura 8). Resultado semelhante foi observado em Bacillus subtilis (DUTT
et al.,, 2007).
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Figura 8. Influéncia da suplementacdo do meio no BFSm com
caseina nas proporc¢des de: 0,25; 0,5 e 1% na producdo de
peptidase pelo fungo Aspergillus flavus, pH inicial do meio 6,
cultivado a 30°C, com 5x10° esporos/mL de meio, com
agitacdo de 120rpm. Controle = meio sem caseina.

Outro parametro relevante estudado foi a concentracao de inoculo (Figura 9).
Observamos que para as trés concentracdes a producdo enzimatica foi maior no
tempo de 168 horas, indicando uma producdo tardia ou em funcdo da
disponibilidade de nutrientes e/ou outro componente disponivel para o metabolismo
do organismo. Fixando um periodo para comparar os valores obtidos notamos que,
nas concentracbes de 5x10°, 2,5x10° e 1x10° esporos/mL meio obtivemos 195,98
uU/mL, 176,87 U/mL e 134,13 U/mL, respectivamente em 96 horas de cultivo.

Foi observado que a concentracdo de esporos influenciou diretamente a
producao de peptidase e a maior concentragcdo dentre os valores testados, ou seja,
5x10° esporos, ao longo de todo o processo foi 0 que mais induziu a producdo de
peptidase e ndo levou a densificagdo do meio, e consequente exaustdo de

nutrientes, como observado no BFs.
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Figura 9. Influéncia da concentracdo de esporos no BFSm nas
concentragdes 1x10°, 2,5x10° e 5x10°, na producéo de peptidase pelo
fungo Aspergillus flavus. Meio contendo 0,5% de caseina, pH inicial 6,
cultivado a 30°C, com agitacdo de 120rpm.

O efeito do pH sobre a producéo e secrecao da peptidase pode ser observado
na Figura 10. Tanto a variagcdo de temperatura quanto a variacdo de pH séo de
fundamental importancia para o crescimento do microrganismo, desta forma,
pequenas variacdes pode prejudicar secundariamente a producdo enzimética. A
variagdo da concentracdo de protons no meio externo a célula influencia diversos
processos fisioldgicos, dentre esses destacamos o sistema de transporte da
membrana plasmatica. Uma alta ou baixa concentracéo de protons pode modificar o
sistema de transporte da célula fazendo com que o transporte de enzimas
extracelulares seja prejudicado (HAQ; MUKTAR; UMBER, 2006).

O fungo Aspergillus flavus apresentou maior producdo no pH 8, com 242
U/mL, em 72 horas de fermentacdo. Observando o periodo fermentativo como um
todo notamos que utilizando o pH 6 como pH inicial houve um aumento da producéo
da peptidase durante todo o processo, superando o pH 8 apds 96 horas de
producdo, no entanto, 0 menor tempo de cultivo foi considerado o ideal. Quando

comparado o pH final versus crescimento observamos que 0 microrganismo
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apresentou maior crescimento em pH mais acido, 5 e 6, jaA para o pH 7 e 8 0

crescimento foi observado mais tardiamente, 144 horas.

Figura 10. Influéncia do pH no BFSm, na produgéo de
peptidase pelo fungo Aspergillus flavus. Meio contendo
0,5% de caseina, 5x10° esporos/mL de meio, cultivado
a 30°C, com agitacdo de 120rpm.

Todos 0s organismos possuem uma temperatura Otima para desempenhar
suas funcdes metabdlicas sem prejuizo de dano celular, total ou parcial. Alguns
organismos toleram pequenas variacfes nessa faixa de temperatura, no entanto, é
de fundamental importancia o conhecimento da temperatura 6tima, ndo somente
para o crescimento do microrganismo, mas também para o produto formado, como é
o caso das enzimas (PEREIRA JR; BON; FERRARA, 2008).

O efeito da temperatura na producdo de peptidase pelo fungo Aspergillus
flavus se destacou a 30°C com o transcorrer do bioprocesso. Porém destacamos
gue, com 48 horas a 35°C a producao foi maior (169,42 U/mL) do que a 30°C (55,26
U/mL), mas apesar deste valor e levando em consideracdo o dano que sofreria a
cultura na temperatura de 35°C, pois como se observa a producdo decai em 72
horas, foi adotada a temperatura de 30°C como temperatura 6tima. (Figura 11).
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O fungo Aspergillus flavus ndo apresentou producdo nas temperaturas de 40
e 45°C esse dado é contrario aos relatados por Macchione et al. (2008) que
obtiveram uma boa producédo de peptidase em BFSm, a 45°C em 8 dias com cepas
de Aspergillus sp. Resultado semelhante ao nosso foi obtido por Hamin-Neto (2012),

na producéo de peptidase pelo fungo Eupenicillium javanicum.

Figura 11. Influéncia da temperatura na producdo de peptidase
pelo fungo Aspergillus flavus. Meio contendo 0,5% de caseina,
5x10° esporos/mL de meio, pH inicial 8 sob agitacéo de 120rpm.

4.3 Caracterizagdo bioquimica dos extratos enzimaticos obtidos no

BFSm e BFs utilizando como substrato azocaseina

Para conhecimento prévio da peptidase presente nos EE de ambos os bioprocessos,
foram realizados experimentos de caracterizacdo bioquimica, avaliando: pH,
temperatura 6tima e efeito de inibidores. A determinacéo prévia destes parametros
auxiliam os experimentos futuros, tais como purificacdo e caracterizacédo bioquimica
da peptidase purificada.

Na Figura 12 observamos o efeito do pH sobre a atividade da peptidase do
BFs e BFSm. A principio, o pH 6timo do BFs foi considerado 5, porém observamos
um platé de atividade do pH 5 ao pH 7, apresentando uma ligeira queda a partir do
pH 7,5, no entanto, mantendo 61% de atividade no pH 10,5 em relacdo ao pH 5.

Em relacdo ao BFSm observamos um plat6é de atividade 6tima do pH 6 ao pH

7,5, ndo sendo possivel identificar um ponto especifico de pH 6timo. Acima do pH



39

7,5 até o pH 10,5 ocorre uma queda na atividade, assim como observado no BFs,

mantendo 74% de atividade em relagéo ao pH 6.

Figura 12. Determinacdo do pH 6timo da peptidase presente
no extrato enzimatico produzida pelo fungo Aspergillus flavus
nos BFs e BFSm. Variacdo de pH de 4,5 a 10,5, utilizando
azocaseina como substrato a 40°C.

O efeito da temperatura sobre a atividade da peptidase presente no EE
produzido pelo fungo Aspergillus flavus do BFs e BFSm demonstraram que para a
peptidase presente no BFs a temperatura 6tima foi estimada em 55°C em valores
absolutos, apresentando 32% de atividade em 70°C em comparacdo com o pico de
atividade a 55°C. Em relacéo a peptidase presente no EE do BFSm, a temperatura
otima foi determinada entre as temperaturas de 30 e 40°C, ndo apresentando
diferenca estatistica significante nesse intervalo (Two-way ANOVA P>0,05) com
queda significativa acima de 40°C (Figura 13). Desta forma a temperatura

intermediéria foi selecionada como a 6tima para o EE do BFSm.
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Figura 13. Determinacdo da temperatura 6tima da peptidase presente no
extrato enzimatico produzidas pelo fungo Aspergillus flavus no BFs e BFSm.
Utilizando azocaseina como substrato em pH 5 e 7,5, respectivamente.

Como observado na tabela 1 o perfil de inibicdo obtido nos EE de ambos os
bioprocessos, nos sugerem algumas hipéteses de classes de peptidases obtidas.

No BFs observamos a inibicdo por duas classes de inibidores, o PMSF,
inibidor de serino e o EDTA, inibidor de metalo. Para o0 PMSF observamos um
percentual abaixo dos 50% de atividade relativa. Resultado semelhante foi
observado para o EE do BFSm observando-se 78% de inibicdo pelo PMSF e 37%
quando exposta ao EDTA comparado ao controle. Desta forma sugerindo a
presenca de uma serino peptidase e uma metalo peptidase em ambos EE.

No entanto, os resultados podem sugerir também a presenca apenas de uma
serino-peptidase dependente de metal, pois ocorreu uma menor inibicdo pelo EDTA.

Segundo Mellon; Cotty; Dowd, (2007) as duas classes de peptidases mais
produzidas em BFSm por Aspergillus flavus s&@o serino peptidases e metalo
peptidases, isso corrobora nossos resultados. Observamos que n&do houve inibigao

pelo acido lodoacético, inibidor de cisteino peptidase.
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Tabela 1. Influéncia de inibidores sobre a atividade das peptidases produzidas através dos
BFSm e BFs pelo fungo Aspergillus flavus. A atividade proteolitica foi determinada com o
substrato azocaseina. Para o ensaio foi utilizado, tampao acetato pH 5 e 55°C e tampéo
Hepes pH 7,5 e 35°C para o BFs o e para o0 BFSm, respectivamente.

Inibidores BFSm BFs
Atividade relativa (%) Atividade relativa (%)
Controle 98,73+1,3 98,91+ 2,16
PMSF 22,27 + 0,47 45,58 + 1,90
EDTA 63,12 £ 0,69 60,41 + 1,69
Acido lodoacético 102,60 + 1,6 98,33 + 2,54

4.4 Purificagao

Para a determinacdo dos parametros bioquimicos, a peptidase proveniente do
BFs, bioprocesso que apresentou maior producdo, foi submetida a processos
cromatograficos. A purificacdo da peptidase foi feita em apenas dois processos
cromatograficos, reprodutiveis, apresentando rendimento de 17% e purificacdo de
248,2 vezes, como observado na Tabela 2.

Os valores obtidos do precipitado podem estar superestimados, pois no BFs o
fungo Aspergillus flavus produz uma pigmentacao, o que talvez explicasse o valor de
169,7 vezes observado na coluna de purificacdo. Hajji, Safia Kanoun e Gharsallah
(2007) obtiveram com a purificacdo de uma serino-peptidase isolada do fungo
Aspergillus clavatus ES1, um rendimento de 29 vezes, no entanto com um grau de

purificagcdo menor, de 7,5 vezes.

Tabela 2. Etapas de purificacdo da peptidase produzida no BFs, pelo fungo Aspergillus flavus.

Etapas Atividade  Proteina  Atividade  Recuperacéo Purificacdo
Total Total Especifica (%) (vezes)
(U/mL) (ug/mL) (U/mg)
Extrato 585,1 165,1 3543 100,0 1,0
Fermentado
Concentrado 3208,4 103,7 30943 73,7 8,7
Precipitado 3674,3 6,1 601133 42,2 169,7
(Sephacryl 102,4 0,7 154654 39,2 43,6
S-100)
Dialisado 77,2 0,6 140060 29,6 39,5

Q-sepharose 295,7 0,3 879524 17,0 248,2
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Na Figura 14, observamos o perfil de eluicdo da enzima na primeira etapa
cromatografica, onde detectamos dois picos com atividade proteolitica e dois picos

com absorgcéo em 280nm.

Figura 14. Perfil cromatografico da eluicdo das proteinas, utilizando a
resina Sephacryl S-100. A eluicdo das proteinas foi realizada em tampao
bicine 20 mM pH 8,5 com 150 mM de NaCl. Foram coletados 5 mL por
fracdo.O fluxo foi de 0,63mL/min. Ensaio realizado como descrito no item
3.4. Observamos dois picos de atividade enzimatica e dois picos de
absorbancia, sendo observado a sobreposicéo do pico 2 absorbancia e |l
atividade

O valor observado no pico 1 pode estar superestimado, porgue também
ocorreu a eluicdo do pigmento presente na amostra. No centro da eluicdo do pico 2
notamos que coincide os picos de absorbancia em 280nm e atividade proteolitica.
Assim as fracbes contendo atividade proteolitica do pico Il foram reunidas e
dialisadas em tampao Bicine 20 mM, pH 8,5 para serem submetidas a cromatografia
de troca idnica, (Source 15 Q).

As amostras obtidas na cromatografia de exclusdo de massa molecular,
previamente dialisadas, foram submetidas a cromatografia de troca anidnica,
utilizando a resina Source 15 Q que foi previamente empacotada em coluna Tricorn
10/50. A coluna foi equilibrada no tampao Bicine 20 mM, pH 8,5 e a eluicdo foi
realizada com gradiente linear de tampé&o Bicine 20 mM, pH 8,5, contendo NaCl com
variagdo de 0-200 mM. As fracdes coletadas foram novamente submetidas ao
ensaio de atividade proteolitica como descrita no item 3.4.

Como observamos no cromatograma deste segundo  processo

cromatografico, figura 15, a purificacédo foi bem sucedida. Podemos observar o perfil
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de atividade proteolitica em azul se sobrepondo ao perfil de proteina em preto.
Foram obtidos trés picos proteicos, mas apenas 0 pico 1 apresentou atividade

enzimatica. A purificagdo ocorreu com 28,5% do gradiente salino.

Figura 15. Perfil cromatogréafico da eluicdo das proteinas provenientes da
purificacdo de exclusdo de massa, utilizando a resina aniénica Source
15Q com gradiente salino linear de 0 a 200mM de NaCl em tampé&o Bicine
20mM pH 8,5. PT- proteinas totais; AE- atividade enzimatica.

As fracdes que apresentaram atividade foram avaliadas quanto ao seu grau

de pureza por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante SDS/PAGE 12%

(Figura 16)

Figura 16. Gel SDS-PAGE 12%. Canaleta 1: marcador de massa
molecular, canaleta 2: peptidase purificada por troca ibnica
utilizando resina Source 15Q. O gel foi corado com nitrato de
prata. Foto obtida do Gel Doc EZ Imager (Bio Rad).



44

A atividade gelatinolitica das amostras foi avaliada em zimograma co-
polimerizado com gelatina.Observamos que as amostras de ambos 0s bioprocessos
apresentaram atividade gelatinolitica, pois degradaram a malha do gel, como mostra

a Figura 17.

Figura 17. Zimograma co-polimerizado com gelatina para
deteccdo de atividade colagenolitica das peptidases presentes
nos extratos enzimaticos. Canaleta 1: EE do BFs, canaleta 2: EE
do BFSm, canaleta 3: peptidase purificada. O gel foi corado com
Comassie Brilliant Blue G-250.

A peptidase produzida pelo fungo Aspergillus flavus teve sua massa molar
estimada em 37,4 kDa, conforme avaliada no software ImageLab 3.0. No zimograma
podemos observar que as enzimas produzidas em ambos bioprocessos possuem
atividade colagenolitica, pois houve degradacdo da gelatina na malha presente no
gel. Segundo Mellon, Cotty, Dowd (2007) o fungo Aspegillus flavus produz diferentes

classes de enzimas com essa caracteristica.

4.5 Caracterizacao bioquimica funcional

A caracterizacdo bioquimica funcional da peptidase isolada fungo Aspergillus
flavus foi realizada com substrato peptidico com supressao intramolecular de
fluorescéncia Abz-KLRSSKQ-EDDnp. O perfil de atividade versus pH, revelou que a
peptidase isolada do fungo A. flavus possui atividade catalitica relativa acima de
60% do pH 5 ao 9, e 0 maximo da atividade foi obtido no pH 6,5, (Figura 18A). O
ligeiro aumento da atividade nos pH 10 e 10,5 se deve a possivel degradacao

espontanea do substrato que ocorre em pH alcalino.
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Na Figura 18B é possivel observar a influéncia do pH sobre a estabilidade da
peptidase. A peptidase purificada apresentou grande estabilidade quando exposta
por 1 hora a diferentes valores de pH a 25°C. De uma forma geral a enzima
apresentou maior estabilidade em valores de pH basicos, além disso observamos

niveis acima de 60% de atividade relativa a partir do pH 6.

Figura 18. (A) Influéncia dos diferentes niveis de pH sobre a atividade
proteolitica de peptidases purificada do fungo Aspergillus flavus. A atividade
proteolitica foi determinada com substrato Abz-KLRSSKQ-EDDnp a 40°C. (B)
Estabilidade da peptidase purificada, do fungo Aspergillus flavus, frente a
exposicao a diferentes valores de pH. A atividade proteolitica foi determinada
com substrato Abz-KLRSSKQ-EDDnp a 35°C, pH 6,5.

Apols a determinacdo do pH 6timo e estabilidade, foi avaliado o efeito da
temperatura sobre a atividade proteolitica da peptidase isolada do fungo A. flavus
em pH 6,5. A atividade foi realizada na faixa de temperatura de 25 a 65°C, e foi
observado que para a faixa de temperatura entre 30 a 40°C se observou 0s maiores
valores de atividade e nesta faixa ndo houve diferenca estatisticamente significante
(ANOVA, p < 0,05) sendo a temperatura 6tima selecionada 35°C (Figura 19A).

No entanto, a peptidase apresentou 80% de atividade catalitica a 50 °C e
acima de 55°C foi observado queda da atividade. A peptidase purificada apresentou
grande estabilidade frente a exposicao a diferentes tempos em diferentes faixas de
temperatura. De uma forma geral a enzima manteve sua atividade quase que em
100%, exceto para as temperaturas de 55°C e 60°C onde se observa uma queda

acentuada da atividade (Figura 19B).
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Figura 19. (A) Influéncia da temperatura sobre a atividade proteolitica de peptidase
purificada do fungo Aspergillus flavus. A atividade proteolitica foi determinada com
substrato Abz-KLRSSKQ-EDDnp, pH 6,5. (B) Influéncia da temperatura sobre a
estabilidade da atividade proteolitica de peptidase purificada do fungo Aspergillus
flavus. A atividade proteolitica foi determinada utilizando substrato Abz-KLRSSKQ-
EDDnp, pH 6,5.

O mecanismo de acédo catalitica da peptidase isolada foi elucidado quando
realizamos 0s ensaios enzimaticos utilizando os inibidores: PMSF, Quimostatina e
Inibidor da Tripsina - inibidores de serino peptidase, Pepstatina- inibidor seletivo de
peptidase acida, EDTA- inibidor de metalo peptidase e E-64- inibidor de cisteino
peptidase. A peptidase foi fortemente inibida na presenca dos inibidores PMSF e
Quimostatina, o que sugere que a peptidase produzida por Aspergillus flavus

pertenca a classe de serino peptidases e mais especificamente, ao subgrupo

guimotripsina-like, dada a sua inibicao por Quimostatina (Tabela 3).

Tabela 3. Influéncia de inibidores sobre a atividade proteolitica de peptidases produzidas em
BFs pelo fungo Aspergillus flavus. A atividade proteolitica determinada com substrato Abz-
KLRSSKQ-EDDnp a 35°C, em pH 6,5.

Inibidores Atividade proteolitica residual (%)
Controle 100 £ 2,6
Quimostatina 0,8+0,7
PMSF 0,2+0,2
Inibidor de Tripsina 87,8+5,3
E-64 101,3+2,4
Pepstatina 100,2 £ 2,5

EDTA 89,7+4,4
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Os ions podem interagir com residuos que compde o sitio catalitico de uma

enzima, e neste caso levar a uma inativacdo que pode ser reversivel ou irreversivel.

Outra forma que os ions podem modular a atividade de uma enzima é
interagir com residuos de aminoacidos da superficie da enzima promovendo
modificacdo na estrutura terciaria que pode levar a modulac¢des positivas (ativacao),
gue neste caso seria 0 aumento da atividade ou modula¢gdes negativas (inativacéao)

gue é a diminuicao da atividade proporcionando diferentes respostas.

Na tabela 4 a seguir, é possivel observar que, nenhum dos ions estudados
para esta peptidase promoveu aumento da atividade proteolitica, entretanto ndo
houve perda da atividade significativa, exceto na presenca do fon Cu*? que causou
88,4% de perda da atividade (Tabela 4).

De maneira geral, as inativagées nao ultrapassaram 10%, ressalva para o litio
que promoveu a inativacdo da peptidase em 11,3%. E interessante observar que o
fon AI™ foi descrito por Clauberg e Joush (1993) como ativador de uma serino-
peptidase em pH 6,5; fato semelhante foi observado por Hamin-Neto (2012) na
producdo de uma metalo peptidase pelo fungo Eupenicillium javanicum. Lupidi et al.
(2002) também reportaram a modulacdo da atividade proteolitica de serino
peptidase, no entanto, em nosso estudo ndo observamos modulacdo por esse ion

na atividade enzimatica (Tabela 4).

Tabela 4. Influéncia de ions metalicos sobre a atividade proteolitica de peptidase produzida
em bioprocesso soélido pelo fungo Aspergillus flavus. O ensaio foi determinado na presenca do
substrato Abz-KLRSSKQ-EDDnp a 35 °C em pH 6,5, a concentracdo final dos ions foi de
10mM.

fons Atividade proteolitica residual (%)
Controle 100,0+ 25
Sodio 959+1,1
Bério 96,9 +2,2
Cobalto 93,4+0,7
Magnésio 93,9+3,5
Célcio 935+25
Aluminio 91,3+1,6
Zinco 96,7+ 1,6
Niquel 96,6 +0,7
Manganés 91,2+1,7
Potassio 96,7 £ 6,7
Litio 88,7+ 1,6

Cobre

11,6 £3,7
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Na tentativa de elucidar ainda mais o conhecimento a respeito da peptidase
purificada e analisando previamente os resultados obtidos com a inativacdo da
peptidase quando exposta ao fon Cu?*, foi elaborado um ensaio para verificar se a

inativacéo promovida pelo fon Cu?* era reversivel ou ndo (Figura 20).

Figura 20. Efeito do DTT sob a ativacdo da peptidase purificada. A
peptidase foi previamente inativa com fon Cu®* sendo adicionadas
concentragdes crescentes de DTT. Ensaio realizado em pH 6,5 a 35 °C,
utilizando o substrato sintético Abz-KLRSSKQ-EDDnp

Podemos observar que apés inativacéo total da enzima com 1mM do fon Cu®*
e 0 aumento gradual da concentracdo do DTT revertemos a inativacdo em 50%,
demonstrando que a inativacdo é reversivel. Observa-se também que mesmo
aumentando a concentracdo de DTT, a partir de 0,8mM n&o ocorre mudancga na
atividade relativa.

A figura 21 mostra o efeito de surfactantes sobre a atividade da peptidase. E
possivel observar que o surfactante catiénico CTAB e o surfactante Tween 20® n&o
afetaram a atividade da peptidase até a concentracdo de 1%. Entretanto, o
surfactante anidénico SDS proporcionou queda da atividade da peptidase em baixas
concentracbes, muito provavelmente promovendo a desnaturacdo da enzima pelo
rompimento de ligacdes hidrofdbicas.

De acordo com Sampaio e Silva et al. (2011) é possivel apontar a influéncia

de surfactantes nas intera¢des hidrofébicas e, consequentemente, a interferéncia na
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estrutura molecular da peptidase, promovendo a reducdo da atividade proteolitica.
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Figura 21. Efeito dos surfactantes CTAB, Tween 20® e SDS
sobre a atividade proteolitica de peptidase. A atividade
protealitica foi determinada com substrato Abz-KLRSSKQ-EDDnp
em pH 6,5 a 35 °C.

As peptidases podem se apresentar na forma ativa ou inativa, isto é
desnaturada. Segundo Fonseca et.al (2006) a ureia é um agente cuja afinidade pela
forma desnaturada da enzima fez com que inspirasse o0 termo caotrépico para
designar esse tipo de agente desnaturante. Controverso a forma como esses
agentes atuam, mas acredita-se que ocorra uma elevacdo na solubilidade dos
grupos da peptidase na solugdo aquosa do desnaturante como também diminuindo
a interacdo hidrofobica da peptidase. O efeito da ureia na atividade da peptidase foi
avaliado em diferentes concentracdes molares e com 0 aumento da concentragcao de
ureia houve um decréscimo da atividade proteolitica. Na concentragdo maxima

estudada de 2 M de ureia, a peptidase manteve em 60% sua atividade proteolitica,
(Figura 22).
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Figura 22. Efeito da ureia sobre a atividade catalitica da peptidase
purificada do fungo A. flavus. Ensaio realizado em pH 6,5 a 35 °C,
utilizando o substrato sintético Abz-KLRSSKQ-EDDnp.

O fato da peptidase isolada do fungo A. flavus apresentar alta resisténcia a
desnaturacdo, ou seja, com 2 M de ureia, a peptidase permanece com 60% sua
atividade proteolitica, indica pouca quantidade de ligacdo de ponte de hidrogénio, o
gue confere a esta enzima uma maior tolerancia na presenca de ureia.

Quando realizamos a exposicdo da peptidase frente ao aumento da
concentracdo de NaCl, a peptidase praticamente manteve sua atividade em 90%

nas concentragdes de 1, 2 e 3 M de NaCl (Figura 23).

Figura 23. Efeito do NaCl sobre a atividade catalitica da
peptidase purificada do fungo A. flavus. Ensaio realizado
em pH 6,5 a 35 °C, utilizando o substrato sintético Abz-
KLRSSKO-EDDnp.

Este fato pode sugerir que o aumento da concentracdo de NaCl néao interfere
na ligacao e catélise do substrato no sitio catalitico da peptidase, o que proporcionou

a atividade da enzima em concentracdes elevadas de NaCl. Também podemos
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inferir que a concentracdo de NaCl ndo foi suficiente para romper as ligacfes ibnicas
intramoleculares ou préximas do sitio catalitico, caso existam, 0 que proporcionou

gue a enzima mantivesse a atividade catalitica em 3 M NaCl (Figura 23).

Ditiotreitol (DTT) é um agente redutor, que atua como agente desnaturante,
reduzindo as ligacdes de ponte dissulfetos o que desestabiliza a estrutura das
proteinas, ocasionando a queda na atividade catalitica. O efeito de DTT foi avaliado
em concentragbes molares crescentes, e com este aumento podemos observar que
a atividade proteolitica da peptidase purificada foi caindo, indicando que ocorreu

modificacdo estrutural promovida pelo DTT (Figura 24).

Figura 24. Efeito do DTT sobre a atividade catalitica da peptidase
purificada do fungo A. flavus. Ensaio realizado em pH 6,5 a 35 °C,
utilizando o substrato sintético Abz-KLRSSKQ-EDDnp.

Esta modificacdo pode ser o rompimento de ligacdo de ponte dissulfeto. Com
80 mM de DTT a atividade remanescente foi de 80 %, acima desta concentragao,

200 mM a atividade remanescente foi de 50 %, (Figura 24).

4.6 Estudos de cinética enzimatica

Os parametros cinéticos Ky, kear € keat/ K da serino peptidase purificada do fungo A.
flavus foram determinados utilizando os substratos peptidicos com supressao
intramolecular de fluorescéncia. O substrato Abz-KLRSSKQ-EDDnp é considerado o
substrato padrdo, no qual foram realizadas as substituicbes dos aminoacidos nas

posicdes Ps, Py, P P1, P e P3. Os pontos de clivagem dos substratos ensaiados
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ainda nao foram determinados, desta forma, a preferéncia relatada nos resultados
ainda € somente pelos valores obtidos dos parametros cinéticos. Na figura 25 é
possivel observar os parametros cinéticos determinados para os subsitios Sy, S, e
Ss.

Figura 25. Representacdo da eficiéncia catalitica observada quando substituidos os
aminodcidos nas regides dos subsitios, lado ndo linha: (A) P1; (B) P, (C) Ps.

Os substratos com variacdes em P; mostraram-se mais favoraveis a hidrolise,
conforme podemos observar pelos valores obtidos da eficiéncia catalitica (Kcai/Kn). O
subsitio S;, apresentou maior preferéncia para substratos contendo aminoacidos
basicos nesta posicdo, sendo a Lys, Arg e His os melhores substratos com 1551,
1.634 e 1.644 s* mM*, e o aminoacido apolar Met 2.547 s* mM™* (Tabela 5-
Apéndice A).

Entre os subsitios do lado nao linha, ou seja, S;, S, e Sg, 0 S, foi 0 subsitio
que apresentou maior seletividade, por aceitar somente substratos contendo
aminoacido apolar nesta posicdo. Deste o que apresentou melhor hidrélise foi Phe,

seguido da lle, com 2.159 e 741 s™* mM™, respectivamente. Varios substratos n&o
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foram hidrolisados, como foi 0 caso para os substratos contendo His, Lys, Arg, que
apresentaram hidrolise no subsitio anterior, ou seja, S; (Figura 25).

Os maiores valores de kqo/Kyv do lado nado linha foram obtidos para o subsitio
Ss3. O subsitio S3, também apresentou uma discreta especificidade para substratos
apolar e basico. O substrato contendo Lys foi o que apresentou maior valor de
Keat/Kn, com valor de 4.139 s mM?, seguido do substrato contendo Ala com Kca/ Ky
de 2.989 s mM™?, (Figura 25).

Na figura 26 € possivel observar os parametros cinéticos determinados para

0S subsitios S'1, S, e S's.

Figura 26. Representagdo da eficiéncia catalitica observada quando substituidos os
aminoécidos nas regides dos subsitios, lado linha: (A) P; (B) P, (C) P.

O subsitio S, apresentou o menores valores de kea/Ky para os substratos

contendo mutacfes nesta posicdo. Este subsitio ndo apresentou especificidade, ou
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seja, interagem com diferentes tipos de aminoacidos, desta forma nao regula a acao
da enzima em termos de aceitar ou nao o substrato, (Figura 26).

Para 0 subsitio S, também foi observado que ocorreu a hidrélise de
diferentes substratos, contendo aminoacidos apolar, polar, acido e basico. O maior
valor de eficiéncia catalitica foi para o substrato contendo Ala nesta posi¢do, 1.071 s’
! mM?, (Tabela 6-Apéndice B). Nessa posicao foi observada também a preferéncia
para alguns aminodacidos apolares como a Phe, lle, Val, Met e Pro da mesma forma
gue observamos para 0 subsitio S, entretanto apresentando valores de atividade
catalitica menor.

O subsitio 8’3 apresentou os maiores valores de k¢a/Ku, quando comparado
aos subsitios S’; e S',.

Um fato interessante que precisa ser confirmado com o ponto de hidrélise é o
fato o peptideo contendo Pro nesta posicéo ser o melhor substrato (1.199 s* mM™),
(Figura 25) Graminho et al. (2012) obteve resultado semelhante para esse substrato
com uma serino peptidase produzida pelo fungo Penicillium waksmanii.

Em geral os valores de Ky para os subsitios S, S,, S3, S1, S» e S5 foram
baixos, destaque para o substrato contendo Met em P;, cujo valor foi de
0,000767mM (Tabela 5-Apéndice A e Tabela 6-Apéndice B). As maiores taxas de
catalise (kca) foram observadas para os substratos que possuem aminoacidos

basicos, por exemplo, Py His, P1 Arg, Ps His, P3 Lys e P, Arg.
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5. CONCLUSAO

O fungo Aspergillus flavus mostrou ser um bom produtor de peptidase sendo pouco
exigente na etapa de producdo. Em um curto periodo de tempo, com picos de
producdo em média de 96 horas e utilizando apenas como matéria prima, residuo
agroindustrial, no caso do BFs, foi gerado um produto em escala laboratorial. O
apelo comercial para a reciclagem de residuos agroindustriais faz com que a

producdo de um produto nobre, como uma enzima, tenha um valor agregado.

A peptidase obtida durante todo 0 processo € promissora, pois a etapa pos-
producdo, ap6s padronizacdo, ndo apresentou grandes dificuldades de execucao,
demandando apenas dois processos cromatograficos. O rendimento de 17%
também foi satisfatério levando em consideracdo todas as perdas inerentes ao

processo.

As peptidases presentes do EE de ambos bioprocessos apresentaram
caracteristicas diferentes em alguns pontos como, temperatura 6tima e pH 6timo,
mas foram semelhantes no que diz respeito as classes, sugerindo a presenca de

peptidases distintas nos bioprocessos.

A enzima proveniente do BFs que foi purificada, possui uma boa estabilidade
a variacdo de temperatura e pH, além de ter mantido grande parte da atividade
guando exposta a concentracdo crescente de sal e/ou agente redutor, além de ter
mantido sua estabilidade quando exposta a surfactantes. Esses dados de uma forma
geral nos da um panorama de como € a estrutura da peptidase no seu todo e
podemos sugerir a partir desses resultados que a peptidase possui poucas ligacdes
ibnicas e muitas ligacdes hidrofobicas, além de possuir em sua estrutura possiveis
pontes dissulfeto. Interessante salientar que a peptidase purificada possui atividade
colagendlitica, como ja descrita em outros trabalhos.

E de fundamental importdncia o conhecimento da especificidade das
enzimas, pois através dessas informacdes € possivel elaborar estratégias de uso,

além de contribuir com o melhor entendimento na interacdo enzima/substrato.

A peptidase produzida neste trabalho apresentou alta especificidade para o

lado ndo linha, ou seja, lado amino-terminal. No subsitio S, apresentou alta
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especificidade para aminoacidos apolares e nho mesmo subsitio, sentido linha ou
carboxi-terminal, apresentou semelhante comportamento para alguns aminoécidos
apolares, porém com valores de eficiéncia catalitica menor. Para o sentido linha a

peptidase ndo apresentou especificidade para nenhum subsitio.

Assim como outros géneros de Aspergillus a espécie flavus mostrou ser uma

ferramenta bioldgica de grande utilidade para a biotecnologia.
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Apéndice A

Tabela 5. Determinagdo dos parametros cinéticos da serino peptidase purificada do
fungo Aspergillus flavus para os subsitios S;, S, e S; utilizando o substrato Abz-
KLRSSKQ-EDDnp, com substituicbes nas posicées P, P,, e P3. As condi¢cbes das
reacBes cinéticas foram a 35 °C em pH 6,5. Aminoacido: apolar (a); polar basico (b);
polar neutro (c); polar acido (d).

Substrato P, Keat (S) Km (MM)  Kea/Ky (™. mM™)
Abz-KLRSSKQ-EDDnp (b) 6,322366  0,003870 1634
Abz-KLMSSKQ-EDDnp (a) 1,954316  0,000767 2547
Abz-KLKSSKQ-EDDnp (b) 3,995245  0,002576 1551
Abz-KLHSSKQ-EDDnp (b) 8,746712  0,005319 1644
Abz-KLQSSKQ-EDDnp (c) 2,193933  0,001576 1393
Abz-KLSSSKQ-EDDnp (c) 3,649405  0,002640 1382
Abz-KLASSKQ-EDDnp (a) 3,066194  0,002349 1306
Abz-KLYSSKQ-EDDnp (c) 1,931641  0,001657 1166
Abz-KLWSSKQ-EDDnp (a)  1,447097  0,001745 829
Abz-KLVSSKQ-EDDnp (a) 0,909440  0,001738 523
Abz-KLGSSKQ-EDDnp (a) 2,007836  0,005378 373
Abz-KLFSSKQ-EDDnp (a) 1,261374  0,007693 164

Abz-KLESSKQ-EDDnp (d) n&o hidrolisou
Abz-KLISSKQ-EDDnp (a) n&o hidrolisou
Abz-KLPSSKQ-EDDnp (a) n3o hidrolisou

Substrato P, Keat (S) Ku (MM)  Kea/Ky (s mM™)
Abz-KLRSSKQ-EDDnp (b) 6,322366  0,003870 1634
Abz-KFRSSKQ-EDDnp (a) 3,496306  0,001620 2159
Abz-KIRSSKQ-EDDnp (a) 4,465490  0,006030 741
Abz-KVRSSKQ-EDDnp (a) 7,035292  0,013910 506
Abz-KMRSSKQ-EDDnp (a)  8,058719  0,016620 485
Abz-KPRSSKQ-EDDnp (a) 5,251956  0,027150 193
Abz-KARSSKQ-EDDnp (a) 3,944585  0,024875 159

Abz-KERSSKQ-EDDnp (d) né&o hidrolisou
Abz-KHRSSKQ-EDDnp (b) nao hidrolisou
Abz-KKRSSKQ-EDDnp (b) nao hidrolisou
Abz-KQRSSKQ-EDDnp (c) nao hidrolisou
Abz-KRRSSKQ-EDDnp (b) nao hidrolisou
Abz-KSRSSKQ-EDDnp (c) nao hidrolisou
Abz-KWRSSKQ-EDDnp (a) nao hidrolisou
Abz-KYRSSKQ-EDDnNp (c) nao hidrolisou




Abz-KGRSSKQ-EDDnp (a)
Substrato P;
Abz-KLRSSKQ-EDDnp (b)
Abz-KLRSSKQ-EDDnp (b)
Abz-ALRSSKQ-EDDnp (a)
Abz-HLRSSKQ-EDDnp (b)
Abz-ILRSSKQ-EDDnp (a)
Abz-MLRSSKQ-EDDnp (a)
Abz-RLRSSKQ-EDDnp (b)
Abz-VLRSSKQ-EDDnp (a)
Abz-SLRSSKQ-EDDnp (c)
Abz-WLRSSKQ-EDDnp (a)
Abz-FLRSSKQ-EDDnp (a)
Abz-YLRSSKQ-EDDnp (c)
Abz-ELRSSKQ-EDDnp (d)
Abz-QLRSSKQ-EDDnp (c)
Abz-GLRSSKQ-EDDnp (a)

nao hidrolisou
Keat (S)
6,322366
6,448690
10,901906
8,163335
5,065797
4,208102
3,762574
2,312212
5,668681
1,769445
1,796001
ndo hidrolisou
nao hidrolisou
nao hidrolisou
n&o hidrolisou

Ku (MM)  Kea/ Ky (8. mM™)

0,003870
0,001558
0,003647
0,003610
0,002689
0,002292
0,002785
0,002936
0,007826
0,003654
0,005580

1634
4139
2989
2261
1884
1836
1351
788
724
484
322
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Apéndice B

Tabela 6. Determinagéo dos parametros cinéticos da peptidase purificada do fungo
Aspergillus flavus para os subsitios S;, S, e 53 utilizando o substrato Abz-KLRSSKQ-
EDDnp, com substituicbes nas posicbes P’;, P’,, e P’s. As condi¢cBes das reacdes
cinéticas foram a 35 °C em pH 6,5. Aminoacido: apolar (a); polar béasico (b); polar
neutro (c); polar 4cido (d).

Substrato P'; Keat (S) Ku (MM)  Kead Ky (5. mM™)
Abz-KLRSSKQ-EDDnp (b) 6,322366 0,003870 1634
Abz-KLRYSKQ-EDDnNp (c) 5,202930 0,006146 847
Abz-KLRMSKQ-EDDnNp (a) 3,086826 0,004280 721
Abz-KLRASKQ-EDDnp (a)  4,248667  0,007274 584
Abz-KLRWSKQ-EDDnp (a) 2,706259 0,005333 507
Abz-KLRHSKQ-EDDnp (b) 4,798461 0,011155 430
Abz-KLRRSKQ-EDDnp (b)  4,498175  0,011500 391
Abz-KLRESKQ-EDDnp (d) 5,428513 0,014015 387
Abz-KLRFSKQ-EDDnp (a)  1,886087  0,005585 338
Abz-KLRKSKQ-EDDnp (b) 2,825924 0,008577 329
Abz-KLRGSKQ-EDDnp (a) 4,665682 0,014980 311
Abz-KLRISKQ-EDDnp (a) ~ 1,717968  0,005599 307
Abz-KLRQSKQ-EDDnp (c)  2,065034  0,007670 269
Abz-KLRVSKQ-EDDnNp (a) 1,186440 0,004373 271
Abz-KLRPSKQ-EDDnp (a) né&o hidrolisou 0

Substrato P', Keat (S) Kv (MM)  Kead Ky (8. mM™)
Abz-KLRSSKQ-EDDnp (b) 6,322366 0,003870 1634
Abz-KLRSAKQ-EDDnp (a) 4,241807 0,003961 1071
Abz-KLRSHKQ-EDDnp (b) 4,179299 0,005074 824
Abz-KLRSYKQ-EDDnp (c)  4,663639  0,005723 815
Abz-KLRSKKQ-EDDnp (b) 7,703781 0,011335 680
Abz-KLRSRKQ-EDDnp (b)  4,056120  0,006869 591
Abz-KLRSQKQ-EDDnp ()  2,500552  0,004447 562
Abz-KLRSEKQ-EDDnNp (d) 2,430077 0,004346 559
Abz-KLRSMKQ-EDDnp (a)  2,632311  0,005054 521
Abz-KLRSGKQ-EDDnp (a) 3,090912 0,006497 476
Abz-KLRSIKQ-EDDnp (a) 2,376760 0,005529 430
Abz-KLRSWKQ-EDDnp (8)  1,977399  0,006400 309
Abz-KLRSVKQ-EDDnNp (a) 1,772305 0,007608 233
Abz-KLRSFKQ-EDDnp (a) 0,716603 0,004045 177
Abz-KLRSPKQ-EDDnNp (a) 2,842511 0,017210 165

Substrato P'; Keat (S) Ku (MM) KoKy (s mM™

Abz-KLRSSKQ-EDDnp (b)  6,322366  0,003870 1634




Abz-KLRSSPQ-EDDnp (a)
Abz-KLRSSRQ-EDDnp (b)
Abz-KLRSSGQ-EDDnp (a)
Abz-KLRSSEQ-EDDnp (d)
Abz-KLRSSYQ-EDDnNp (c)
Abz-KLRSSAQ-EDDnp (a)
Abz-KLRSSQQ-EDDnp (c)
Abz-KLRSSMQ-EDDnp (a)
Abz-KLRSSHQ-EDDnp (b)
Abz-KLRSSSQ-EDDnNp (c)
Abz-KLRSSFQ-EDDnp (a)
Abz-KLRSSVQ-EDDnp (a)
Abz-KLRSSWQ-EDDnNp (a)
Abz-KLRSSIQ-EDDnp (a)

7,252240
3,748275
7,083656
2,250109
2,739556
3,906793
1,453225
1,735331
1,543107
2,094041
4,577843
1,707345
3,346258
nao hidrolisou

0,006049
0,003735
0,008295
0,002818
0,003470
0,004925
0,002008
0,002436
0,002205
0,003269
0,007350
0,003354
0,006779

1199
1004
854
798
789
793
724
712
700
641
623
509
494
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