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RESUMO

A biotecnologia enzimatica esta inserida em um dos cenarios mais promissores quando se
trata de producdo, purificacdo e aplicacdo de moléculas de alto valor agregado, como as
enzimas. As proteases pertencem a um grupo especifico de enzimas que sdo capazes de
catalisar reacOes hidroliticas, o que resulta na clivagem de proteinas em moléculas de peso
molecular menores como amino&cidos e peptideos. Uma das fontes de obtencéo de proteases
€ por meio dos micro-organismos em que nas etapas de producdo envolvem 0s processos de
upstream e downstream. A Fermentagdo em Estado sélido (FES) é uma operacdo
intermediéria desses processos, e pode ser conduzida com a utilizacdo de fungos filamentosos
como o Aspergillus tamarii. Através desses processos aliado a uma etapa de purificacdo pode-
se obter as colagenases que sdo responsaveis pela hidrélise das ligagdes dos peptideos do
colageno nativo e deshaturado. Dentre suas principais aplicacdes estd 0 amaciamento de
carnes. Diante do exposto, 0 presente estudo teve como objetivo a producéo de proteases com
atividade colagenolitica por FES, bem como sua purificagdo por cromatografia de troca iénica
para posterior avaliacdo de seu potencial na tenderizacdo de carnes. A protease obtida
apresentou uma atividade colagenolitica de 296,6 U/mL e apresentou uma purificacdo de 6,28
vezes. O processo de tenderizagdo apresentou forte eficiéncia da enzima ao degradar as
proteinas miofibrilares observado pelo alto Indice de Fragmentagdo Miofibrilar (250,8)
correspondendo a uma Fragmentacdo Relativa de 292,0%. Os resultados obtidos demonstram
a grande potencialidade da colagenase obtida de Aspergillus tamarii em ser usada como

amaciante carneo.

Palavras-chaves: Proteases, colagenases, purificagéo, tenderizacao de carnes.
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ABSTRACT

Enzymatic biotechnology is one of the most promising scenarios when it comes to the
production, purification and application of high value-added molecules, such as enzymes.
Proteases belong to a specific group of enzymes that are capable of catalyzing hydrolytic
reactions, which results in the cleavage of proteins into smaller molecular weight molecules
such as amino acids and peptides. One of the sources of protease production is through the
microorganisms that in the production stages involve upstream and downstream processes.
Solid State Fermentation (SSF) is an intermediate operation of these processes, and can be
conduceted with the use of filamentous fungi such as Aspergillus tamarii. Through these
processes, together with a purification step, the collagenases can be obtained which are
responsible for the hydrolysis of the bonds of the native and denatured collagen peptides.
Among its main applications is the softening of meats. In view of the above, the present study
had the production of proteases with collagenolytic activity by SSF, as well as its purification
by ion exchange chromatography for further evaluation of its potential in the tenderization of
meats. The protease obtained showed a collagenolytic activity of 296.6 U/mL and presented
purification factor of 6.28 fold. The tenderization process showed the strong efficiency of the
enzyme to degrade the myofibrillar proteins noticed by the high Myofibrillar Fragmentation
Index (250.8) corresponding to a Relative Fragmentation of 292.0%. The results obtained
demonstrate the great potentiality of the collagenase obtained from Aspergillus tamarii to be

used as a meat tenderizer.

Key words: Proteases, collagenases, purification, meat tenderization.
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1. INTRODUCAO

O campo da biotecnologia enzimatica esta inserida em um dos cenarios mais
promissores quando se trata de producéo, purificacdo e aplicacdo de moléculas de alto valor
agregado, como as enzimas. Em razao de sua especificidade e seletividade sobre substratos, as
enzimas se destacam quando comparadas aos catalisadores quimicos convencionais e por isso
vém sendo utilizadas em processos biotecnologicos e industriais apresentando grande
participacdo no comércio mundial. Estima-se que o mercado global de enzimas expanda em
média 4,6% passando de um faturamento anual de US$ 5,78 em 2015 para US$ 7,2 bilhdes
em 2020 (SILVA, 2011; FISCHER et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2017).

As proteases pertencem a um grupo especifico de enzimas que sdo capazes de catalisar
reacOes hidroliticas o que resulta na clivagem de proteinas em moléculas de peso molecular
menores como aminoacidos e peptideos (SHARMA et al., 2017). Quanto as fontes, as
proteases podem ser extraidas de materiais vegetais (papaina, bromelina, ficina), animais
(peptidases digestivas) e pela via microbiana, sendo esta Gltima a que apresenta uma maior
relevancia industrial por ser a principal fonte de producdo em razdo de suas vantagens
técnicas como possibilidade de producdo em larga escala e econémicas pela alternativa de uso
de residuos agroindustriais (AGUILAR e SATO, 2018).

A obtencdo de proteases por micro-organismos se da por meio de um processo
fermentativo, envolvendo etapas anteriores (upstream) e posteriores (downstream) a esse
processo. As operacOes de upstream se relacionam ao pré-tratamento da matéria-prima e tem
como objetivo fornecer as condi¢Ges ideais ao sistema fermentativo; e operacbes de
downstream estdo relacionadas com a obtencdo do produto apés a fermentacdo, incluindo
etapas de separacdo e purificacdo do material resultante (MONTEIRO e SILVA, 2009).

Dos processos fermentativos utilizados para obtencéo de proteases por via microbiana
pode-se citar a Fermentacdo Submersa (FSm) e a Fermentacdo em Estado Sélido (FES). O
modo como a enzima sera obtida é um dos fatores determinantes que influenciam no
rendimento da producdo, caracteristicas intrinsecas do extrato enzimatico, entre outros. A
FES, tem se destacado quando comparada a FSm, pela possibilidade de utilizacdo de residuos
agroindustriais como substrato, além disso, atua em um teor reduzido de agua o que
representa vantagem principalmente quando se trata de uma fonte microbiana flngica,
produzindo metabdlitos de forma concentrada o que facilita sua recuperacdo (OLIVEIRA e
RODRIGUES, 2016).
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Os micro-organismos que podem ser utilizados para obtencdo de proteases incluem,
fungos, bactérias e leveduras, no entanto as proteases flangicas apresentam algumas
vantagens, dentre as quais, a facilidade de remocédo do miceélio, podendo-se obter um extrato
livre de células, além da capacidade de crescimento em ambientes sob as mais diversas
condigdes com variagbes em tempo, temperatura, pH e nutrientes do bioprocesso (HAMIN-
NETO, 2012; ANDRADE et al., 2002). No presente estudo, as proteases foram produzidas
por fungo filamentoso Aspergillus tamarii em bioprocesso solido. O género Aspergillus é
largamente encontrado na natureza e apresenta boas propriedades de fermentacdo, além de
sintetizarem altos niveis de proteina. A espécie A. tamarii, destaca-se por ser uma das cepas é
consideradas seguras pela Food and Drug Administration (FDA), em razdo da ndo-toxicidade
da espécie (SILVA, 2016; BAKKER, 2017).

O extrato bruto enzimatico obtido na fermentacdo além da proteina de interesse pode
apresentar substancias que atuam como contaminantes e inibidores, necessitando de sua
remocao através de processos de pré-purificacdo e purificacdo a fim de oferecer uma protease
com maior grau de pureza e especificidade, dando condigdes para aplicacGes posteriores
(PADILHA, 2010).

Dentre as proteases que podem ser obtidas através da fermentacdo utilizando fungos
filamentosos seguido de um processo de purificacdo, estdo as colagenases. Estas sdo enzimas
especificas responsaveis pela hidrdlise das ligagdes dos peptideos do colageno nativo e
desnaturado. Diversas aplicacGes industriais tém sido reportadas com essas enzimas nas areas
quimicas, farmacéuticas e de alimentos. Uma aplicacdo em destaque é sua utilizacdo na
tenderizacdo de carnes a fim de obter uma matriz cdrnea com sabor e textura mais palataveis
para os consumidores (BENITO et al., 2002; SILVEIRA, 2015).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Produzir e purificar proteases com atividade colagenolitica por Fermentacdo em

Estado Solido para aplicacdo no amaciamento de carnes.

2.2 Especificos

Produzir proteases com atividade colagenolitica de Aspergillus tamarii URM 4634
por Fermentacdo em Estado Solido;

Purificar as proteases obtidas por cromatografia de troca-ionica;

Avaliar a estabilidade da protease purificada na presenca de cloreto de sddio;
Realizar o planejamento fatorial completo 22 com a protease purificada para testar
os efeitos do pH e temperatura nas atividades proteésica e colagenolitica;

Realizar a aplicagéo da protease purificada no amaciamento de carnes.
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CAPITULO |

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Proteases

As proteases ou peptidases sdo um grupo de enzimas capazes de catalisar a reacao
hidrolitica de ligacdes peptidicas originando peptideos de tamanhos varidveis ou aminoacidos
livres conforme ilustrado na Figura 1.1 (SILVEIRA, 2015). Essas enzimas estdo envolvidas
em diversas fungdes bioldgicas complexas, sendo a hidrdlise proteica a principal dessas
funcbes, alem disso fazem parte dos mecanismos de digestdo, ativacdo enzimatica,

coagulacao sanguinea e transporte de proteinas através da membrana (FREITAS, 2013).

Figura 1.1 Mecanismo ilustrativo da hidrélise de uma ligacéo peptidica e seus produtos finais.
(Fonte: SOUZA, 2015)
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As proteases podem ser classificadas de acordo com o mecanismo de acdo e
inicialmente recebem o nome de hidrolases devido ao processo de reagdo do substrato
(peptideos) com a &gua disponivel no meio reacional, pertencendo assim a classe 3
(hidrolases) e subclasse 3.4 (peptideo-hidrolases ou peptidases). Além disso, por apresentar
uma grande diversidade de acdo e estrutura podem ainda ser subdivididas baseando-se no
tamanho molecular, propriedades elétricas, especificidade ao substrato e modo de acdo
(NASCIMENTO, 2005; FREITAS, 2013).

A classificagdo segundo o modo de agdo € baseada na posicéo da ligacdo peptidica a
ser clivada, desse modo as proteases podem ser endopeptidases (EC. 3.4. 21-99) e
exopeptidases (E.C. 3.4.11-19). As endopeptidases sdo enzimas que atuam preferencialmente
nas regides internas da cadeia polipeptidica, entre as regides N e C terminal, j& as
exopeptidases clivam apenas o final da cadeia essencialmente na regido N ou C terminal,
assim removendo apenas um aminoacido, dipeptideo ou tripeptideo de uma ou outra regido
terminal (SOUZA, 2015). As exopeptidases sdo ainda divididas de acordo com a regido que

atuam, assim sdo denominadas de aminopeptidases quando agem na regido N-terminal da
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cadeia proteica e carboxipeptidases quando atuam na regido C-terminal. Estas ultimas sdo
classificadas de acordo com os grupos quimicos do centro-ativo da enzima, dessa forma as
carboxipeptidases podem ser subdivididas em serina-, metalo- e cisteina-carboxipeptidases.
As endopeptidases, por sua vez, sdo classificadas em serina-, cisteina-, aspartico-, metalo- e

treonina-endopeptidases conforme Quadro 1.1 (SILVA, 2013).

Quadro 1.1 Classificacdo de proteases de acordo com o sitio catalitico ativo. (Fonte: SILVA,
2013).

Peptidases EC subclasses
Carboxipeptidases

Serina-carboxipeptidase 3.4.16
Metalo-carboxipeptidase 3.4.17
Cisteina-carboxipeptidase 3.4.18
Endopeptidases

Serina-endopeptidase 3.4.21
Cisteina-endopeptidase 3.4.22
Aspartico-endopeptidase 3.4.23
Metalo-endopeptidase 3.4.24
Treonina-endopeptidase 3.4.25
Endopeptidase com mecanismo catalitico 3.4.99
desconhecido

A classificacdo das proteases ainda pode se dar em funcdo do seu pH étimo de
atuacdo, ou seja, na faixa de pH em que a enzima apresenta os maiores valores de atividade,
assim elas sdo divididas em proteases acidas, alcalinas ou neutras. Dentre as acidas, pode-se
citar principalmente as aspartico-proteases que apresentam melhores atividades na faixa de
pH entre 2,0 e 6,0. Na regido da neutralidade (pH entre 6,0 e 8,0) estdo as peptidases neutras
como as cisteina-proteases, metalo-proteases e algumas serino-proteases. Por fim, as proteases
basicas possuem faixa de pH ideal para sua atividade entre 8,0 e 13,0 e dentro desse grupo
pode-se destacar as serino-proteases. O entendimento da classificagédo e das especificidades de
cada protease sdo aspectos essenciais para definir melhor as condigdes das aplicacdes
industriais (FEL1X; NORONHA; MARCO, 2004).
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3.1.1 Fontes de obtencéo das Proteases

As proteases podem ser obtidas de origem animal, vegetal e microbiana. De acordo
com a fonte envolvida, as proteases assumem caracteristicas diferentes, com especificidades
distintas, sendo imprescindivel o conhecimento dessas propriedades para melhor direcionar as

aplicacdes industriais.

As proteases de origem vegetal sdo dependentes de fatores como viabilidade do solo
para o cultivo e a suscetibilidade de condigdes climéaticas que promovam o crescimento das
plantas. As principais proteases obtidas de plantas relatadas na literatura sdo papaina,
bromelina e ficina. A papaina é extraida do latex do mamao, atuam sobre o colageno e
elastina, que constituem o tecido conjuntivo, tendo pouca atuacgao sobre as fibras musculares.
Sua melhor faixa de atuacdo apresenta-se em pH entre 5 e 9 e temperaturas entre 80 a 90°C. A
bromelina possui propriedades semelhantes a papaina, é extraida do abacaxi e apresenta
funcbes de uma cisteina-protease com faixa de atuacdo em pH de 5 a 9 e temperatura de
inativacdo em 70°C. Menos requisitada que a papaina e bromelina, a ficina é extraida do latex
do Ficus sp e possui indicacBes analogas as proteases discutidas anteriormente, apresenta
estabilidade em valores de pH entre 6 e 8 e apresentam especificidade por uma vasta gama de
substratos como a gelatina, colageno, proteinas do leite, hemoglobina, elastina, proteinas de
soja, fibrina e fibrinogénio. Essas proteases sdo geralmente mencionadas no processo de
amaciamento de carnes (RAO et al., 1998; EVANGELISTA, 2001; NASCIMENTO, 2005).

As proteases de origem animal sdo dependentes da disponibilidade de animais vivos
que sdo ainda regulamentados por politicas agropecuarias e governamentais. As proteases
animais que recebem maior destaque sdo a tripsina pancreéatica, a quimiotripsina e a renina. A
tripsina é extraida do sistema digestivo dos animais, € uma serino-protease que hidrolisa as
cadeias peptidicas no grupamento carboxilico formado por residuos de lisina e arginina e
possui aplicacdo limitada na industria de alimentos pela formacdo de hidrolisados de sabor
amargo. As quimiotripsinas sdo obtidas do extrato pancreatico dos animais e sdo utilizadas
eventualmente em aplicacfes analiticas, em razdo de seu alto preco. Uma das proteases
animais mais utilizadas € a renina ou quimosina que hidrolisa a ligacdo peptidica entre
fenilalanina e metionina da K-caseina, extraida do abomaso de bovinos antes do desmame e
sdo frequentemente relatadas em aplicagdes que envolvem a coagulacdo do leite para
fabricacdo de derivados como queijo (NASCIMENTO, 2005).

Em razdo dos obstaculos apresentados para a producdo em larga escala das proteases

de origem vegetal e animal, de forma que apresente um custo reduzido e se dé de forma
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sustentavel, as enzimas de origem microbiana se sobressaem em termos de viabilidade de
producdo, por serem obtidas através de processos mais simples, rapidos e com custos
relativamente menores, e ainda na maioria das vezes apresentam estabilidade maior que as
homologas de animais e vegetais (FREITAS, 2013; GIONGO, 2006).

Devido sua grande diversidade bioquimica e suscetibilidade & manipulacdo genética,
0s micro-organismos fazem parte de uma Otima fonte de enzimas, permitindo grande
rendimento por meio da fermentacdo. As proteases podem ser encontradas em diversos
géneros microbianos como virus, bactérias, protozoarios, leveduras e fungos (FEDATTO,
2004). Majoritariamente, as proteases microbianas industriais sdo provenientes de varias
espécies fungicas filamentosas, como Mucor sp., Pennicillium sp., Rhizopus sp. e Aspergillus
sp. em virtude de produzirem enzimas em grande quantidade e variedade, além de se
adaptarem bem aos substratos sélidos, ja que fazem parte de seu habitat natural, apresentando
assim uma excelente capacidade de fermentagdo (PEREIRA, 2014).

De acordo com Lima (2012), as espécies mais estudadas dos fungos filamentosos
pertencem ao género Aspergillus spp., que podem ser largamente encontrados na natureza,
principalmente em solos. Esse género representa uma area de interesse para biotecnologia em
virtude de sintetizarem altos niveis de proteina, possuirem boas propriedades para
fermentacdo o que permite a producdo em larga escala. Além disso, algumas cepas do género
Aspergillus, como o Aspergillus tamarii, sdo considerados seguros pela Food and Drug
Administration (FDA), em razdo da ndo-toxicidade da espécie, possibilitando o seu uso
aplicacdes em alimentos e dietas alimentares (SILVA, 2016; BAKKER, 2017).

3.1.2 Colagenases

Dentre as proteases que podem ser obtidas pelos fungos filamentosos, estdo as
colagenases, que fazem parte de um grande grupo de enzimas de importancia vital,
principalmente do ponto de vista fisiolégico, jA que exibe influéncia na manutencdo e
regeneracdo de oOrgdos e tecidos (SILVEIRA, 2015). Estas enzimas que apresentam
propriedades colagenoliticas sdo capazes de degradar as ligagdes peptidicas de diversos tipos
de colageno (nativo ou desnaturado), além outros tipos de proteinas. As colagenases tém
demonstrado grande importancia comercial na medicina humana e veterinaria, além de serem
frequentemente relatadas em aplicac6es alimenticias (RAO et al., 1998; WATANABE, 2004;
LIMA et al., 2015; WANDERLEY et al., 2016).

O colageno faz parte de uma familia de proteinas fibrosas que se fazem presentes em

todos os organismos multicelulares. E caracterizado por formar fibras insolveis que
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apresentam uma enorme for¢a de tensdo. A unidade basica estrutural do colageno é
denominada tropocolageno, que apresenta um peso molecular em torno de 285 kDa e se forma
através da juncdo de trés cadeias polipeptidicas dos aminoacidos glicina, prolina, lisina,
hidroxilisina, hidroxiprolina e alanina. Essas cadeias possuem o0 mesmo tamanho em formato
helicoidal, sendo duas a-cadeias ¢ uma B-cadeia interligadas para formar a tripla hélice do
colégeno, responsavel por proporcionar resisténcia e elasticidade a estrutura (FERREIRA
JUNIOR, 2006; SILVA e PENNA, 2012).

As colagenases podem ser obtidas de vegetais, animais e micro-organismos. Assim,
como ja discutido para as proteases, a fonte microbiana tém sido mais estudada, ja que as
colagenases oriundas de vegetais contam com limitagdes de disponibilidade de solo,
condicdes climaticas, etc., e as proteases de fontes animais possuem a capacidade de clivar
somente o colageno nativo, ou seja, sdo proteases que apenas hidrolisam a cadeia helicoidal
do colégeno, dando origem a dois fragmentos, 0 TCa € 0 TCg tropocolageno que sdo
acessiveis a proteases especificas, diferentemente das colagenases microbianas que sao
capazes de hidrolisar tanto o colageno nativo quanto o desnhaturado, onde os produtos dessa
hidrolise sdo os pequenos peptideos, conforme ilustra a Figura 1.2 (FERREIRA JUNIOR,
2006). Assim, as colagenases microbianas por demonstrarem afinidade em diversos sitios ao
longo da cadeia do colageno, representam uma fonte promissora para pesquisas e aplicacdes
biotecnoldgicas.

Figura 1.2 Mecanismo comparativo da acdo das colagenases de origem animal e colagenases
microbianas. (Fonte: FERREIRA JUNIOR, 2006).
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3.2 Producéo de enzimas

3.2.1 Processos de fermentacéo biotecnoldgica

O processo de fermentacdo industrial é compreendido pelo crescimento
microbiano em condi¢Oes aerdbicas ou anaerébicas com os parametros fisico-quimicos
determinados e controlados. Tecnologicamente, a fermentacao é entendida como um processo
que permite a biotransformacdo ou sintese de uma substancia a partir de um substrato pela
acao de um micro-organismo (ROVEDA, 2010). A Figura 1.3 apresenta um esquema geral do

processo de fermentagéo e obtencdo de produtos.

Figura 1.3 Etapas de um processo de producao de enzimas por meio de fermentacdo. (Fonte: O
autor, 2018).
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A producdo de proteases se d& principalmente atraveés de dois modos de
fermentacgdo, a Fermentagcdo Submersa (FSm) e a Fermentacdo em Estado Sélido (FES), em
que a escolha do tipo de fermentacdo e do meio a serem utilizados determinara as
caracteristicas da producao e dos produtos finais ja que cada micro-organismo apresenta suas
melhores condi¢cBes para producdo méaxima de enzimas (SILVA, 2011; HAMIN-NETO,
2012).

A FSm caracteriza-se por um meio liquido cujo nutrientes sdo dissolvidos, o que
permite um maior controle das condi¢Ges fermentativas como temperatura, pH, aeracdo e
agitacdo do meio de cultura, além de possibilitar uma distribui¢do uniforme tanto dos
nutrientes quanto dos micro-organismos (SINHA e SINHA, 2009). No entanto, apresenta
como desvantagens a demanda por requerimento energético e hidrico, o que
consequentemente encarece esse processo pela necessidade de constante aeracdo e agitacdo
(BON; FERRARA; CORVO, 2008).

A FES é entendida como um processo em que o crescimento do micro-organismos
ocorre em meio solido na auséncia quase que total de agua livre, sendo necessario que 0
substrato se apresente suficientemente umedecido a fim de que suporte o crescimento e
metabolismo microbiano (SILVA, 2011). Apesar de apresentar uma possibilidade de acesso
ao substrato menor e ser mais dificil de controlar as variaveis envolvidas, este método de
fermentacdo se sobressai em relacdo ao submerso pelo baixo requerimento energético, menor
gasto hidrico, pela simplicidade do meio de cultivo que possibilita a utilizacdo de residuos
agroindustriais como substrato, além disso, por ser realizado em meio de baixa umidade,
dimui o risco de contaminacdo (BAKKER, 2017). Em razéo das condi¢fes do bioprocesso, a
FES favorece a utilizacdo de fungos filamentosos em relacdo a bactérias, j& que atua com
baixa umidade do meio, o que contribui para a expansdo de pesquisas relacionadas ao estudo
de espécies de fungos provenientes do solo brasileiro (ZHANG et al., 2013).

De acordo com a literatura, o substrato trata-se de um suporte sélido, que atua
como fonte de nutrientes. Conforme j& mencionado, a FES permite a reutilizacdo dos residuos
agroindustriais, dentre eles, as cascas de frutas, residuos de café, bagaco de cana, farelos de
soja, aveia e trigo, entre outros. O substrato farelo de trigo foi reportado diversas vezes para
producdo de proteases (SILVA, 2011; ZANPHORLIN et al., 2011; ANDRADE, PINTO e
FREITAS, 2014) e colagenases (JAIN; JAIN, 2010; SILVA et al., 2016a)

O farelo de trigo consiste da parte mais externa do grédo de trigo e é resultante da
producdo de farinha de trigo. Para aplicacdo em bioprocessos, o farelo de trigo se apresenta

como um subproduto de interesse pois em relagdo aos meios de cultura sintéticos apresenta
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baixo valor agregado e possui uma forte heterogeneidade quimica por ser rico em carboidratos
(50,4 — 79,1%), proteinas (13,5 — 18,4%) , gorduras (2,6 — 3,4%) e minerais (2,7 — 6,1%).
Além disso, possui baixo teor de lignina (menor que 5%) o que o diferencia das demais
biomassas lignocelulosicas (bagaco de cana-de-agucar, casca de arroz e farelo de soja) que
apresentam valores maiores desse componente que € de dificil solubilizacdo e potencialmente
geradora de inibidores para o crescimento microbiano (EVERS; MILLAR, 2002; PANDEY et
al., 2011; PRUCKLER et al., 2014).

3.3 Métodos de concentracdo e purificagdo para proteases com atividade
colagenolitica

3.3.1 Precipitacéo

O produto resultante da fermentacdo é constituido além da molécula de interesse
por outras substancias que podem exercer influéncia sobre a protease atuando como
contaminantes e inibidores o que possivelmente acaba reduzindo a atividade da enzima.
Portanto, para aumentar a concentragdo da molécula alvo e eliminar seus contaminantes,
utiliza-se previamente a técnica da precipitacdo, que funciona como uma pré-purificacdo,
atuando de maneira rapida e eficiente (SILVEIRA, 2015).

A precipitacdo pode se dar basicamente utilizando altas concentracfes de sal ou
um solvente organico. A precipitacdo por sais utiliza as propriedades de forca i6nica, ja que o
meio utilizado (sal) promove a desidratacdo da proteina que se torna insolGvel, no entanto,
essa técnica mostra uma baixa seletividade e pode provocar corrosdo nos equipamentos.
Dentre os sais mais utilizados estdo o sulfato de sodio e sulfato de amonio (SANT’ANNA
JUNIOR, 2001).

A precipitacdo por solvente orgénicos € a que apresenta maiores aplicacdes em
termos industriais em virtude de oferecer resultados favoraveis de rendimento e uma
seletividade considerada mediana. A adi¢do de um solvente como acetona, etanol ou metanol
acarreta na reducdo da constante dielétrica da solucdo em trabalho, o que diminui sua
solubilidade e promove a associac¢ao das moléculas por meio de interagdes eletrostaticas. Essa
técnica requer cuidados em virtude da facilidade da desnaturacdo proteica, por isso deve
acontecer em baixas temperaturas e a adicdo e mistura do solvente deve ser dada de forma
lenta (ABRAHAO NETO, 2001).
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3.3.2 Cromatografia de troca idnica

Para que a enzima apresente um grau maior de pureza € necessario o emprego de
técnicas cromatograficas, que envolve uma gama de possibilidades como cromatografia de
troca-ibnica, por exclusdao molecular, por afinidade, entre outras, e sua escolha dependera das
propriedades e caracteristicas da protease, bem como do grau de pureza demandado pelo tipo
de aplicacdo que serd realizado posteriormente (SILVEIRA, 2015). De forma geral, a
cromatografia é entendida como um método de purificacdo que se baseia na separacéo
diferencial dos componentes de uma mistura, e se da em razdo das diferentes interacdes entre
as duas fases imisciveis, a fase movel e a fase estacionaria (BERG, TYMOCZKO e STRYER,
2007).

Conforme ja mencionado, a precipitacdo trata-se de uma etapa de pré-purificacdo
gue nesse caso antecede a cromatografia. Apos a concentracdo da enzima promovida pela
precipitacdo, sdo entdo aplicados métodos capazes de explorar as interacfes eletrostaticas das
proteases, como a cromatografia de troca idnica (ABRAHAO NETO, 2001).

A cromatografia de troca i0nica, especificamente, ocorre por meio de um
mecanismo de retencdo de ions em uma fase estaciondria (resina) altamente carregada de
grupos ionizaveis, cations ou anions. Para promover a intera¢do o soluto da fase movel deve
possuir cargas de sinais contrarios a fase estacionaria. Geralmente, a fase movel é constituida
por uma solucdo idnica tamponante que apresente compatibilidade pelo grupo funcional
ionizavel (ABRAHAO NETO0,2001; BERG, TYMOCZKO & STRYER, 2007).

No esquema a sequir (Figura 1.4) ilustra-se 0 mecanismo de separacdo que
elucida a troca idnica como método de purificacdo. No primeiro estagio é possivel observar o
equilibrio existente entres os trocadores idnicos. O segundo estdgio € onde se inicia a
adsorcdo da amostra, ou seja, o conteudo que deseja purificar é injetado na coluna
cromatografica, onde ocorre a liberacdo de ions da fase estacionaria na mesma quantidade em
que a amostra é adsorvida. O inicio da dessor¢do acontece no terceiro estagio pela troca do
eluente e aumento no gradiente de sal, que enfraquece as ligagdes eletrostaticas entre soluto e

fase estacionaria promovendo a remogdo das substancias de interesse (YAGINUMA, 2007).
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Figura 1.4: Mecanismo ilustrativo das etapas do processo de separagao por troca idnica. (Fonte:
ARCANJO, 2014).
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Os quarto e quinto estagios relacionam-se com a finalizacdo do processo de
purificacdo em que é feita a remogdo das substancias que ndo foram eluidas anteriormente,
assim como o reequilibrio dos trocadores, que se trata da regeneracdo da coluna
(YAGINUMA, 2007).

Na cromatografia de troca idnica, as matrizes da fase estacionaria usualmente séo
resinas poliméricas de alto peso molecular que contenham grupos iénicos como integrantes da
estrutura do polimero. Essas resinas estdo diretamente relacionadas com a grande vantagem
de se utilizar a troca i6nica pelo fato de poderem ser regeneradas a com solucdo ibnica

previamente presente no polimero, revertendo a reacdo de equilibrio.

3.4 Aplicaces industriais das proteases com atividade colagenolitica

As melhorias nas técnicas de producdo e purificacdo de proteases possibilitaram que
essas enzimas pudessem ser utilizadas numa ampla gama de aplicagbes. Em termos
industriais, as proteases que apresentam atividade colagenolitica podem ser utilizadas em
inimeras etapas do processo produtivo, caracterizando-se como uma alternativa viavel nos
segmentos terapéutico, téxtil e alimenticio (OLIVEIRA, 2017).

De acordo com Watanabe (2004), as colagenases podem ser subdivididas em duas
categorias baseando-se no método de utilizagdo: (1) aquelas que sdo administradas
diretamente como solucdes topicas por meio de pomadas e (2) aquelas em que o que sdo

utilizados s&o os produtos resultantes da sua agdo, mais comum em aplica¢Ges alimenticias.
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No ambito terapéutico sua utilizacdo relaciona-se com o tratamento de diversas
doencas como Doenca de Peyronie (JORDAN, 2008), Doenca de Dupuytren (WATT et al.,
2010), escaras, cicatrizes pos-operatdrias, psoriase (ERDEVE et al., 2007), entre outras.

Por se apresentarem como biocatalisadores atoxicos e ecologicamente compativeis, as
colagenases tém sido aplicadas com o intuito de promover uma maior absor¢éo da tintura em
couros, diminuindo assim a quantidade de corante de tingimento de tecidos descartado no
meio ambiente (KANTH et al., 2008).

Na industria alimenticia as colagenases sdo usualmente empregadas nos segmentos de
pescado e carnes, sendo adicionadas nas etapas de beneficiamento dos produtos. No
processamento do pescado a sua agao ocorre na musculatura do peixe, facilitando as etapas da
remocao da pele e extracdo do colageno. J& no beneficiamento de carnes, as colagenases
atuam no processo de amaciamento, uma vez que o colageno insoluvel esta relacionado com a
resisténcia da carne, assim a protease age no processo de separacdo do tecido conectivo,
contribuindo para o aumento da qualidade do produto (OLIVEIRA, 2017).

3.4.1 Tenderizacao de carnes

A principal proteina do endomisio e perimisio é o colageno, que de acordo com o tipo
de musculo pode variar em termos de tipo e quantidade, influenciando diretamente nas
variacGes de maciez dos cortes e produtos carneos. Nesse contexto, musculos com maior
funcionalidade apresentam maior conteldo de colageno quando comparado a musculos que
possuem uma demanda menor de esforgo (TAYLOR, 2004).

A maciez da carne é um dos principais atributos considerados pelos consumidores
como requisito para a qualidade da carne. A maciez depende entre outros fatores da extensao
do sarcémero e da intensidade da degradacdo proteolitica (KEMP; PARR, 2012).

A literatura preconiza que o coldgeno comeca a encolher em temperaturas em torno de
60 a 70°C, pela quebra das ligacbes de hidrogénio, sendo em seguida solubilizados e
convertidos em gelatina a 80°C e promovendo o amaciamento. No entanto, a eficiéncia da
tenderizacdo nesse caso vai depender do método de coccdo utilizado, além disso, o
aquecimento em temperaturas que promovam a ruptura do coladgeno acaba acarretando em
maiores perdas de umidade e endurecimento das proteinas miofibrilares, o que afeta a
qualidade da carne. Para diminuir esses efeitos, a alternativa é a utilizacdo das enzimas que
apresentem atividades colagenoliticas como amaciante de carnes, e esse método tem sido

considerado progressivo em termos de pesquisas (AKTAS, 2003).
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Tem sido relatado a utilizacdo de proteases colagenoliticas de Aspergillus orizae e
Bacillus subtillis, sendo adicionadas a carne com o intuito de degradar as proteinas do
musculo (actina e miosina), hidrolisar o coldgeno e a elastina, contribuindo para o
amaciamento da carne (KETNAWA e RAWDKUEN, 2011; HA et al., 2012). Assim, 0
presente trabalho visa compreender a agdo de um novo tipo de protease colagenolitica obtida

do fungo filamentoso Aspergillus tamarii.
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CAPITULO I

PRODUGAO DE PROTEASES COM ATIVIDADE COLAGENOLITICA POR
FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO PARA APLICACAO NA TENDERIZACAO
DE CARNES
ALMEIDA, E. M.:; SILVA, O. S%: PORTO, T.S.1
'Universidade Federal Rural de Pernambuco — Unidade Académica de Garanhuns.

Av. Bom Pastor s/n, 55296-901, Garanhuns — PE.

RESUMO

As proteases sdo enzimas responsaveis pela clivagem das ligagcdes peptidicas das
moléculas proteicas e podem ser obtidas por via biotecnoldgica através da fermentacdo. As
colagenases sdo proteases especificas em hidrolisar as ligacdes do peptideo do colageno e
podem ser utilizadas na tecnologia de alimentos. O objetivo do presente trabalho foi produzir
e purificar proteases com atividade colagenolitica por Fermentagdo em Estado Solido para
aplicacdo no amaciamento de carnes. Apos as 72 h de FES com 5g de fibra de trigo, 40% de
umidade a 30°C, a colagenase obtida apresentou uma atividade colagenolitica de 296,6 U/mL.
A enzima purificada por cromatografia de troca ibnica DEAE-Sephadex A50 apresentou um
fator de purificacdo de 6,28 vezes, uma atividade especifica de 459,03 U/mg e uma
recuperacdo de 45,4%. A atividade da protease mostrou um comportamento crescente entre as
concentracdes de 0,2 e 0,4 M de NaCl, com uma atividade residual maxima de 85,8% e
atividade proteésica de 37,16 U/mL. Os resultados do planejamento fatorial demonstraram
que tanto pH quanto temperatura foram significativos, e possuem efeitos negativos para
atividade protedsica com melhores resultados em pH 8,0 e temperatura 40°C, enquanto que se
mostraram ndo significativos para a atividade colagenolitica com maiores atividades em pH
9,0 e temperatura 50°C. A aplicacdo da protease no processo de tenderizacdo de carnes
demonstrou a forte eficiéncia da enzima ao degradar as proteinas miofibrilares da carne
expressas na alta perda de agua (15,75%), elevado indice de Fragmentacdo Miofibrilar
(250,8) correspondendo a uma Fragmentacdo Relativa de 292,0% e grande capacidade de
hidrolise da actina e miosina, observada através Padrdo de Digestdo Miofibrilar por SDS-
PAGE, além da degradagéo do tecido observada na analise histologica. Os resultados obtidos
demonstram o grande potencial da colagenase obtida de Aspergillus tamarii URM 4634 em

ser usada como amaciante carneo.

Palavras-chaves: proteases, atividade colagenolitica, purificacdo, tenderizacao de carnes.
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CHAPTER II

PRODUCTION OF PROTEASES WITH COLLAGENOLITIC ACTIVITY BY
FERMENTATION IN SOLID STATE FOR APPLICATION IN MEAT
TENDERIZATION
ALMEIDA, E. M. SILVA, O. S%: PORTO, T.S.!

'Universidade Federal Rural de Pernambuco — Unidade Académica de Garanhuns.
Av. Bom Pastor s/n, 55296-901, Garanhuns — PE.

ABSTRACT

Proteases are enzymes responsible for the cleavage of peptide bonds of protein molecules and
can be obtained biotechnologically through fermentation. Collagenases are specific proteases
in hydrolyzing collagen peptide bonds and can be used in the chemical, pharmaceutical and
food technology areas. The objective of the present work was to produce and purify proteases
with collagenolytic activity by Solid State Fermentation for application in meat softening.
After 72 h of SSF with 5 g of wheat fiber, 40% humidity at 30°C, the collagenase obtained
showed an collagenolytic activity of 296.6 U/mL. The enzyme purified by DEAE-Sephadex
A50 ion exchange chromatography presented a purification factor of 6.28 times, a specific
activity of 459.03 U/mg and a recovery of 45.4%. Protease activity showed an increasing
behavior between 0.2 and 0.4 M NaCl concentrations, with a maximum residual activity of
85.8% and a protein activity of 37.16 U/mL. The results of the factorial design showed that
both pH and temperature were significant and had negative effects on protease activity with
great results at pH 8,0 e temperatura 40°C, whereas they were not significant for collagenolytic
activity with higher values at pH 9,0 e temperatura 50°C . The application of protease to the
meat tenderization process demonstrated the strong efficiency of the enzyme in degrading the
myofibrillar proteins of meat expressed in high water loss (15.75%), high Myofibrillar
Fragmentation Index (250.8) corresponding to a Fragmentation Relative of 292.0% and high
capacity of hydrolysis of actin and myosin, observed through Myofibrillar Digestion Standard
by SDS-PAGE, besides the tissue degradation observed in the histological analysis. The
results obtained demonstrate the great potential of the collagenase obtained from Aspergillus

tamarii URM 4634 to be used as a meat tenderizer.

Key-words: proteases, collagenolytic activity, purification, meats tenderization.



38

1. INTRODUCAO

Proteases sdo enzimas que catalisam a reacdo de hidrdlise das ligacBes peptidicas
constituintes das moléculas de proteinas e apresentam um campo em expansdo para
biotecnologia, pois contribuem em cerca de 60% do total de vendas no mercado mundial de
enzimas. Em virtude de recentes melhorias as técnicas de producdo e purificacdo, as proteases
podem assumir um amplo e variado espectro de aplica¢do industrial como no processamento
de alimentos, bebidas, formulacdo de detergentes, processamento de couro e pele,
amaciamento de carnes, formulacdo de medicamentos, inddstria téxtil, entre outros
(ORLANDELLI et al., 2012; LADEIRA et al, 2010).

As proteases podem ser obtidas de diversas fontes, incluindo plantas, animais e micro-
organismos. A producdo por via microbiana tem sido a alternativa mais utilizada para
obtencdo dessas enzimas, uma vez que representa a opcdo mais viavel capaz de atender com
maior eficiéncia a demanda do mercado mundial, j& que as outras fontes apresentam fatores
que dificultam a producdo continua, devido as condic¢des climaticas bem como caracteristicas
fisico-quimicas do solo e animais suficientes para o abate (SOUZA, 2015).

Na técnica de obtencdo de enzimas por meio de micro-organismos, 0 processo
utilizado é a fermentacdo que pode ser submersa ou em estado sélido (SILVA et al., 2014). A
Fermentacdo em Estado Sdélido (FES) representa uma alternativa para o uso de residuos
agroindustriais, uma vez que estes sdo utilizados como substratos que atuam fornecendo
carbono, nitrogénio, energia e demais componentes, servindo ainda como suporte para 0
crescimento das células microbianas (PINTO et al., 2005). Além disso, quando comparada a
Fermentacdo Submersa (FSm), a FES é a que mais se aproxima da condicéo de crescimento
natural dos fungos ja que atua na auséncia, total ou quase, de agua livre fazendo com que
ocorra um maior crescimento desses micro-organismos, secretando também niveis mais altos
de metabolitos e enzimas (SILVA et al., 2016).

Na FES, os fungos filamentosos se destacam em detrimento de outros micro-
organismos como bactérias e leveduras devido a capacidade de crescerem em meio com
pouca agua e alta concentracdo de solidos, além da formacdo de hifas que favorece a
colonizagdo do meio (NASCIMENTO, 2014). Nesse contexto, os fungos do género
Aspergillus tém sido bastante utilizados para producdo de enzimas, pois alem de se adaptarem
as condigdes da FES, algumas cepas do micro-organismo sao consideradas seguros pela Food
and Drug Administration (FDA) podendo entdo ser utilizado para aplicagdes na industria de
alimentos (SILVA et al, 2016).
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Dentre as proteases que podem ser obtidas através da fermentacdo utilizando fungos
filamentosos, estdo as colagenases. Estas enzimas sdo responsaveis pela clivagem das ligacGes
dos peptideos do colageno. O colageno, por sua vez, consiste de uma proteina fibrosa e
insolivel que pode ser encontrado na pele, nos 0ssos e nos tendBes de organismos
multicelulares (DUARTE, 2012).

As colagenases microbianas podem ser utilizadas em diversas aplicacbes nas
industrias quimicas, farmacéuticas e de alimentos. Na area alimenticia, essas proteases tém
recebido grande destaque no processo de tenderizacdo de carnes, resultando em derivados
carneos com sabor e textura mais agradaveis (BENITO et al., 2002). Assim, em virtude da sua
grande potencialidade em aplicacBGes nas mais diversas areas se torna imprescindivel a adocéo
de técnicas capazes de purificar essas enzimas (SUHOSYROVA, 2003).

Através do processo de purificacdo enzimatica € possivel eliminar constituintes
indesejaveis do meio de cultivo como, por exemplo, elevada proporcdo de agua, moléculas
orgénicas e inorganicas e outros metabdlitos extracelulares que ndo a proteina de interesse
(DINI, 2010). A cromatografia € um método de purificacdo baseado na separacdo diferencial
dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a diferentes interacGes entre duas fases
imisciveis, a fase mével e a fase estacionaria (BERG, TYMOCZKO e STRYER, 2007).

A cromatografia de troca ionica pode ser aplicada para purificacdo de colagenases
microbianas. Nesse método de purificacdo, a fase estacionaria é altamente carregada e 0s
solutos da fase movel possuem cargas de sinais contrarios a esta, possibilitando a adsorcao
desses compostos. Os solutos adsorvidos podem ser posteriormente eluidos, através do
deslocamento da fase mdvel com outros ions, com 0 mesmo tipo de carga, porém com uma
forca de interacdo maior com a fase estacionaria. Fatores como pH e forga i6nica podem ser
controlados para promover as diferencas de carga entre as duas fases, influenciando
diretamente na afinidade entre elas (COLLINS, BRAGA e BONATO, 2006).

O presente estudo teve como objetivo a producdo de proteases com atividade
colagenolitica por fermentacdo em estado sélido (FES) com fungo filamentoso Aspergillus
tamarii, bem como sua purificacdo por cromatografia de troca idnica para posterior avaliagdo

de seu potencial na tenderizacdo de carnes.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Micro-organismos

O micro-organismo Aspergillus tamarii URM4634 foi gentilmente cedido pela
colecdo de culturas da Micoteca URM, do departamento de Micologia, do centro de
biociéncias, da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e mantidos a 28°C em tubos de
ensaios inclinados contendo meio Czapek Dox Agar. O repique para manutencdo foi feito a
cada 28 dias.

2.2 Preparacdo do inoculo

A inoculacdo do micro-organismo foi realizada em Erlenmeyers de 125mL que
continham meio de cultura BDA (Batata Dextrose Agar) ja esterilizados onde foram
incubados a 30°C em estufa por 7 dias, até que ocorresse a esporulacdo. Os esporos foram
suspensos com a adi¢do de solucdo de NaCl (0,9%) e Tween 80 (0,01% v/v) previamente
esterilizados. Em seguida, foi realizada a contagem de esporos em camara de Neubauer, onde

o indculo foi padronizado para concentracéo de 10° esporos/mL.

2.3 Substrato para fermentagdo

O substrato utilizado para Fermentacdo em Estado Sélido foi o farelo de trigo
obtido do comércio local de Garanhuns-PE. A granulometria do substrato foi padronizada
entre 0,5 - 2,0 mm em membranas de Tyler e em seguida secos em estufa a 65°C. O
armazenamento foi realizado em recipientes hermeticamente fechados a temperatura

ambiente.

2.4 Producdo de protease colagenolitica por fermentacdo em estado solido

A fermentacdo ocorreu em Erlenmeyers de 250 mL contendo 5g do substrato farelo
de trigo esterilizados em autoclave a 121°C e latm durante 20 minutos. Ao substrato foram
adicionados o inéculo com concentracéo de 107 esporos/mL e a solugdo nutritiva (extrato de
levedura 0,5% e glicose 1% em tampdo fosfato 0,1M pH 7,0) para obtengdo de uma umidade
final de 40%. Os substratos inoculados foram entdo incubados em estufa a 30°C por 72 horas
para producdo de proteases por fermentacdo em estado solido. As condigdes para fermentacdo

foram definidas segundo trabalho de Silva (2014).
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2.5 Extracao da enzima

Ao término da fermentagdo, foi adicionado tampéao Fosfato de Sédio 0,1 M pH 7,0
numa proporgdo de 7,5 mL/g de fermentado. Foi realizada a homogeneizagdo em mesa
agitadora por 2 horas, seguida da maceracdo e filtragdo em tecido gaze. O filtrado foi
centrifugado por 10 min a 5000 rpm a 4°C (SILVA et al, 2016). O sobrenadante (extrato

bruto) obtido foi coletado e armazenado para 0s experimentos posteriores.

2.6 Determinacéo de atividade proteasica

Para determinacdo da atividade protedsica foi utilizado o método descrito por
Ginther (1979) em que o substrato utilizado é a Azocaseina (1%) com CaCl, 10° M. O
substrato foi solubilizado em tampéo Tris-HCI, 0,2 M, pH 7,2, a temperatura ambiente. A
reagdo consistiu na adigdo de 150 pL do extrato enzimético e 250 pL do substrato Azocaseina
1%. A mistura foi incubada por 1 hora sob abrigo da luz 25°C. Em seguida, a reacdo foi
interrompida com 1000 pL de TCA 10%. Foi realizada a centrifugacdo das amostras a 12000
rpm por 20 minutos a 4°C, e 0,8mL do sobrenadante foi adicionado a 200 pL de NaOH 1,8N.
Uma unidade de atividade da protease representa a quantidade de enzima necessaria para
produzir uma variacao de absorbancia de 0,1 em 1 hora utilizando um comprimento de onda

de 420nm. O resultado obtido é expresso em U/mL.

2.7 Determinacdo da atividade colagenolitica

A atividade colagenolitica foi determinada utilizando o método proposto por
Chavira et al. (1984) com algumas modificagdes. O substrato utilizado foi o Azocoll na
concentracdo de 5 mg/mL em tampdo Tris-HCI 0,1 M pH 7,8. Foram realizadas sucessivas
lavagens do substrato com o tampéo até verificar que o Azocoll ndo estava mais liberando
nenhuma cor através da analise espectrofotométrica. A reacdo consistiu na adi¢do de 50 pL do
extrato enzimatico e 950 pL de tampéo Tris-HCI 0,1 M pH 7,8 ao substrato ap6s as lavagens.
A mistura foi incubada em banho-maria por 3 horas a 37°C, onde a cada 15 minutos as
amostras eram agitadas. Assim como na atividade protedsica, para efeito de célculos foi
considerado que uma unidade da protease € a quantidade necessaria de enzima para produzir
uma mudanca na absorbancia de 0,1 em 1 hora realizando a leitura em um comprimento de

onda de 520 nm. O resultado obtido é expresso em U/mL.
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2.8 Determinacao do teor de proteina

As proteinas totais foram determinadas utilizado o método descrito por Bradford
(1976) em que utiliza como corante Comassie Brilhant Blue G-250 e como padrdo Albumina
de Soro Bovino (BSA). A reacdo consistiu na adicdo de 50 pL da amostra e 1500 uL do
reativo de Bradford com curva previamente calibrada. A leitura das amostras apos a reacédo foi

realizada a 595nm. Os resultados foram expressos em mg/mL.

2.9 Precipitacao cetonica

A precipitacdo da proteina consistiu no preparo de uma solucdo contendo 30% de
extrato bruto e 70% do solvente organico (acetona). A solucdo foi misturada sob agitacdo
manual, lenta e constante e em seguida foi mantida por refrigeragdo por 20 minutos. Apds
esse tempo a amostra foi centrifugada (5.000 rpm por 20 min a 4°C) e todo o sobrenadante foi
descartado. O precipitado resultante foi levado ao exaustor para facilitar a evaporacdo da
acetona remanescente e em seguida foi ressuspenso em 1mL de tampédo Tris-HCI 20 mM pH
8,0.

2.10 Purificacdo por cromatografia de troca ionica

Para a cromatografia foi utilizada uma coluna manualmente empacotada com a resina
DEAE-Sephadex A-50 (2,3 x 10 m), equilibrada com Tris HCI 20mM pH 8,0. O fluxo da
coluna foi ajustado para 1 mL/min e em seguida foi realizada a injecdo de 1mL do precipitado
cetonico. A fase movel da coluna consistiu no tampéo Tris-HCI 20 mM pH 8,0 e a eluicéo foi
realizada com o mesmo tampédo adicionado de NaCl 0,5 M. As fragdes coletadas foram

submetidas a leitura espectrofotométrica a 280nm e andlise do Fator de Purificacdo e Rendimento que

podem ser determinado a partir das Equacdes 1 e 2, respectivamente:

AP da fragio coletada
FP — AEfragéo coletada — TP da fragio coletada (1)
AP do Extrato Bruto
TP do Extrato Bruto

AEExtrato Bruto

Em que FP representa o Fator de Purificacdo, AE a Atividade Especifica, AP a Atividade
Proteésica e TP o Teor de Proteina.

_ Xi'Vp
Y = 2=-100 (2)
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Onde os parametros Vp e Veb representam o volume do purificado e do extrato bruto,
respectivamente. O X pode representar a atividade enziméatica em (U/mL) ou a concentragdo

de proteinas em (mg/mL) para a recuperacdo em atividade e em proteina, respectivamente.

2.11 Estabilidade em Cloreto de Sédio (NaCl)

Para realizacdo do teste de estabilidade ao Cloreto de Sodio, a protease purificada
foi incubada em diferentes solugdes de NaCl na propor¢do de 1:1 por 30 minutos onde as
concentragfes de NaCl variaram linearmente de 0 a 1M. Ao término do tempo de exposicao
foi determinada a atividade proteéasica de cada uma das amostras, de acordo com o item 2.6.
Foi considerada como controle (100%) a atividade enzimatica correspondente a um ensaio

sem cloreto de sodio.

2.12 Planejamento fatorial completo 2° da caracterizagéo para avaliagdo dos
efeitos de pH e temperatura nas atividades proteésica e colagenolitica

Para verificar a influéncia do pH e Temperatura nas atividades proteasica e
colagenolitica da protease purificada, foi realizado um planejamento fatorial completo 2% com
quatro repeti¢bes do ponto central. A codificacdo dos niveis altos e baixos deste estudo foi
representada por +1 e — 1, respectivamente, e 0 ponto médio foi codificado como 0, conforme
descrito na Tabela 2.1. Todas as andlises estatisticas e graficas foram realizadas utilizando o

software Statistica 7.0.

Tabela 2.1: Niveis dos fatores do Planejamento fatorial completo 22 para avaliacdo da
influéncia do pH e Temperatura nas atividades proteésica e colagenolitica da protease de

Aspergillus tamarii URM4634 purificada por cromatografia de troca ibnica DEAE-Sephadex.

Variavel Niveis
Inferior (-1) Central (0) Superior (+1)
pH 8 9 10
Temperatura (°C) 40 50 60

2.13 Aplicacéo da protease purificada na tenderizacéo de carnes

A aplicagéo da protease foi realizada utilizando um corte da regido dianteira do boi
(cupim) e todas as proteinas utilizadas (bruta, purificada e papaina comercial Sigma-Aldric ®)
foram padronizadas para 0,1 mg/mL e atividade colagenolitica para 60 U/mL,

aproximadamente. O tamanho da carne (peso, diametro), bem como a quantidade de enzima
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aplicada e tempo de aplicagdo estdo relacionados as demandas especificas de cada anélise

realizada, conforme descritos nos subitens subsequentes.
2.14 Capacidade de Retencdo de Agua (CRA)

A medicio da Capacidade de Retencdo de Agua foi realizada pesando com precisdo
amostras de 3,5-4,5g de carne previamente limpas com papel de filtro para remover a agua
superficial. Este peso refere-se ao peso da carne crua (P,). Posteriormente, as amostras foram
tratadas com protease bruta, protease purificada (ambas obtidas de Aspergillus tamarii URM
4634) e papaina a 4°C durante 72h. Apos o tratamento, a agua superficial foi removida por
absorcdo e as amostras foram pesadas, em que este peso representa 0 peso da carne apos 0

tratamento enzimatico (P;). A perda de agua da carne foi calculada utilizando a Equacao 3.

Po—P;

CRA = 100 x ( o ) 3)

2.15 Indice de Fragmentacdo Miofibrilar (IFM)

O indice de Fragmentagdo Miofibrilar foi determinado de acordo com o método
sugerido por Chen et al. (2006) com algumas modificacdes. As analises foram realizadas em
duplicata com 4g de carne bovina cortada em pedacos medindo 0,5 x 0,5cm e tratadas cada
ensaio com 1 mL de proteina purificada, bruta e comercial (papaina). No controle foi utilizado
1 mL de agua. Esses ensaios foram mantidos refrigerados por 20 h, e posteriormente
colocados em temperatura ambiente por 1 h. Em seguida, foi adicionado 50 mL de tampé&o
refrigerado a 4°C (Tris-HCI 50 mM a pH 7,6 com KCI 100 mM e EDTA 5 mM) mantendo
em reacdo por 1 min. As proteinas miofibrilares foram sedimentadas por centrifugacdo a 5000
rpm a 4°C durante 10 min e ressuspensas em 50 mL do mesmo tampédo por 1 minuto. Esse
processo de ressuspensdo/sedimentacdo foi repetido por mais trés vezes, e na Ultima
ressuspensdo foi utilizado metade do volume de tampdo inicial. As proteinas miofibrilares
ressuspensas foram filtradas utilizando uma rede de Nylon de 20 Mesh para remocao do
tecido conjuntivo. As proteinas esticadas, foram sedimentadas por centrifugacéo a 5000 rpm a
4°C durante 10 min e lavadas com 50 mL de KCI 1M trés vezes e finalmente suspensas em
KCI 100 mM. A turvacdo da solugdo final foi medida a 540 nm e o IFM foi estimada pela

Equacdo 4 abaixo:

IFM = Asyox 200 4)
A constante (fator), 200, expande as unidades de absorbancia numa faixa de 30 a

100 vezes e esses valores serdo o indice de fragmentagdo miofibrilar.
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2.16 Padréo de Digestdo Miofibrilar

Para avaliar a eficiéncia da acdo das proteases (bruta, purificada e comercial) sobre
a proteina miofibrilar obtida na etapa anterior com o tratamento controle, foi realizado um
Padrdo de Digestdo Miofibrilar utilizando eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (SDS-
PAGE), realizada conforme descrito por Laemmli (1970). A proteina miofibrilar foi diluida
em 4agua destilada para padronizacdo do teor proteico a 0,5 mg/mL e submetidas a
liofilizacdo. Uma mistura de 1 mL (100 uL da respectiva protease + 900 uL de agua) foi
adicionada aos ensaios contendo a proteina miofibrilar liofilizada e incubada durante 37°C
durante 1h. Essa mistura foi centrifugada a 10000 rpm a 4°C por 10 min e o sobrenadante
obtido foi liofilizado e submetido a eletroforese SDS-PAGE a 12%.

Para determinar o efeito da digestdo da protease purificada sobre a proteina
miofibrilar em temperaturas de armazenamento (refrigeracdo / 4°C) e aquecimento (37°C), as
proteinas miofibrilares serdo tratadas nas respectivas temperaturas durante 0-60 min e
submetidas a eletroforese SDS-PAGE a 12%.

2.17 Andlise histoldgica
Para avaliacdo do efeito das proteases sobre os tecidos carneos, amostras tratadas

foram submetidas a analise histoldgica. O tratamento das amostras consistiu da adi¢cdo de
1mL de cada protease avaliada (controle, extrato bruto, purificada e papaina) sobre a carne
previamente cortada com dimensdes de 2 x 1 x 0,5 cm. Os tecidos, retirados da superficie da
amostra tratada, foram fixados durante 24 horas em formaldeido a 10% tamponado com
fosfato (pH 6,9-7,1). Posteriormente, os tratamentos foram submetidos a etapa de inclus&o,
em que as amostras tratadas e fixas sdo colocadas em cassetes de processamento Tissue-Tek e
embebidas em cera de parafina, onde permaneceram em overnight. As sec¢6es foram cortadas
a 5 um de espessura num micrétomo rotativo (Leica Byosystems RM2125RTS, Alemanha),
desidratadas em overnight a 56 ° C e coradas com hematoxilina e eosina. As sec¢des coradas
foram avaliadas por um microscopio de luz (Labophot-2, Nikon, Japdo). As imagens foram
gravadas usando uma camera de video digital (micropublisher QImaging 3.3 RTV, Surrey,
BC, Canada).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Producdo de protease colagenolitica por fermentacéo em estado solido

A colagenase produzida por Aspergillus tamarii URM 4634, apds as 72 h de

fermentagdo em estado solido apresentou uma atividade colagenolitica de 296,6 U/mL e
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atividade proteasica de 76,2 U/mL. As altas atividades enzimaticas encontradas demonstram a
capacidade do micro-organismo e do tipo de fermentacdo utilizados para producdo de
proteases com elevada atividade colagenolitica. Em seus estudos Lima et al. (2014)
encontraram uma atividade colagenolitica méaxima de 79,38 U/mL quando avaliavam a
producdo de colagenase por Bacillus stearothermophillus de solo amazénico. J& Silva et al.
(2016b) utilizando o micro-organismo Aspergillus sp. UCP 1276 em fermentacdo submersa

obteveram 63,38 U/mL de atividade colagenolitica ap6s 72h de fermentacéo.

3.2 Purificacéo por cromatografia de troca i6nica

A amostra resultante da precipitacdo ceténica foi submetida a cromatografia de
troca i6bnica DEAE-Sephadex A-50. O perfil de elui¢do obtido est4 apresentado na Figura 2.1,
em que foi utilizado tamp&o de equilibrio Tris-HCI 20mM (pH 8,0) e NaCl na concentracdo
de 0,5 M.

No cromatograma (Figura 2.1) pode ser observado que a primeira fase da
purificacdo é caracterizada pela fracdo ndo-adsorvida, ou seja, essa fase é composta de outras
moléculas com a mesma carga ou sem carga que por sua vez nao foram capazes de interagir

com a resina e consequentemente foram eluidas primeiro.

Figura 2.1: Cromatograma de eluicdo da protease produzida por Aspergillus tamarii URM 4634 na

cromatografia de troca i6bnica DEAE-Sephadex A-50.
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A eluicdo da protease foi observada a partir da fracdo de 91 min, representada no
cromatograma por um pico e ocorreu em detrimento da eluigdo da solucdo tampdo com o
gradiente de sal, o qual desfaz a ligacdo entre a enzima e a fase estacionaria (matriz) da
coluna cromatografica. O aumento da concentracdo de sal no tampao faz com que as
interacOes eletrostaticas entre a resina e a proteina sejam enfraquecidas, promovendo assim o
arraste da proteina pela fase mével da coluna (SCHULZE,MASCHKE e MONKS, 2018).

O pico obtido foi submetido a andlise da atividade proteasica e teor de proteina
para avaliacdo da eficiéncia do processo de purificacdo por cromatografia de troca idnica
DEAE-Sephadex A-50, a qual apresentou uma purificacdo de 6,28 vezes, uma atividade

especifica de 459,03 U/mg e uma recuperacdo de 45,4%, conforme mostrado na Tabela 2.2:

Tabela 2.2: Resultado da precipitacdo e da Cromatografia de troca i6bnica DEAE-Sephadex A-50 para

a protease com eluicdo em 0,5 M de NaCl.

Amostra Volume AP TP AE FP Y (%)
(mL) (U/mL) (mg/mL) (U/mg)

Extrato Bruto 15 76,2 0,764 99,673 1 100

Precipitado 1 109,6 1,5 73,044 0,733 13,08

Cetobnico

DEAE-Sephadex 6 52,1 0,113 459,031 6,285 454

*AP — ativ. Proteasica; TP — teor de proteina; AE — ativ. Especifica; FP — Fator de Purificacdo; Y —

Recuperacéo.

Racheal et al. (2015) reportaram uma purificagdo 9,96 vezes para protease
purificada obtida de Aspergillus niger isolado de cascas de inhame, utilizando cromatografia
de troca idnica DEAE-celulose com uma recuperacdo de 11,04% e atividade especifica de
5,11 U/mg. Quando comparamos estes dados com o0s obtidos neste trabalho para a protease de
Aspergillus tamarii, pode-se observar que apesar da purificacdo ter sido menor, a recuperagdo
foi aproximadamente 4 vezes maior. Liu et al. (2010) ao purificarem proteases com atividade
colagenolitica de Bacillus cereus por cromatografia de troca idnica encontraram um fator de
purificacdo de 12 vezes com uma recuperacdo de 38,9% e atividade especifica de 1439 U/mg.

Esses resultados demonstram que existem muitas variacbes nos parametros que
avaliam a eficiéncia de uma purificacdo, decorrentes das especificidades de cada purificagéo,
como resina utilizada, micro-organismo, método de precipitacdo, etc. Enquanto o fator de

purificacdo obtido nesse trabalho (6,285 vezes) foi relativamente inferior aos encontrados na
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literatura, a atividade especifica (459,031 U/mg) e o rendimento (45,4%) foram superiores aos
encontrados pelos dois autores citados.

3.3 Estabilidade da protease purificada em NaCl
A Figura 2.2 apresenta o perfil de comportamento da protease purificada quando

submetida a diferentes concentracGes de NaCl. Esses resultados demonstraram uma atividade
crescente da enzima nas concentracdes de NaCl entre 0,2 e 0,4 M, com uma atividade residual
méaxima de 85,8% em 0,4 M correspondente a atividade proteasica de 37,16 U/mL. A partir da
concentracdo de 0,5 M a atividade da enzima é reduzida até 75,6% de atividade residual e
32,76 U/mL atividade proteasica. Esses estudos sdo necessarios, devido aos amaciantes
industriais de carne normalmente, apresentarem em sua composicéo cloreto de sddio. Através
desse estudo da estabilidade da colagenase obtida é possivel conhecer a concentragdo maxima
de NaCl que pode estar presente nessas composi¢des sem prejudicar a atividade da enzima.

Figura 2.2 Estabilidade ao NaCl da protease de Aspergillus tamarii URMA4634 purificada por

cromatografia de troca ibnica DEAE-Sephadex.
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De acordo com Bobbio (2001) grande parte das reacdes biolégicas acontecem em
meio aquoso, dessa forma ao adicionar pequenas quantidades de sais neutros (como o NaCl)
as solucgdes proteicas/enzimaticas acaba favorecendo o aumento da solubilidade dessas
moléculas, ocorrendo assim uma maior solvatacdo da proteina, acelerando, portanto, as
reacOes bioldgicas. Esse fendmeno de aumento de solubilidade é denominado dissolucdo por
sais (“salting in”’) e € causado pelas forgas de atracdo entre os ions de proteinas e os ions de
sal (ZHANG, 2012).

Por outro lado, ao adicionar niveis elevados de sal, como observado no presente

trabalho a partir de uma concentracdo de NaCl 0,5 M, ocorre uma predominéncia das
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interacbes agua-sal, em detrimento das interagdes &gua-proteina (efeito "salting out"),
contribuindo para reduzir a solubilidade proteica, interferindo assim na diminuicdo da
atividade da enzima (BABU et al., 2008).

A protease obtida nesse trabalho apresentou-se mais tolerante ao sal (atividade
méaxima em 0,4M) quando comparada a protease obtida por Papagianni e Sergedelis (2014),
em que a alcalino-protease de Penicillium nalgiovense apresentou uma atividade méaxima
numa concentracao de 0,25 M de NaCl. Também foi mais estavel que a protease reportada por
Aissaoui (2014) obtida de Penicillium digitatum, que apresentou uma atividade maxima em
uma concentracdo de NaCl 1% (0,16M).

3.4 Planejamento Fatorial completo 2% para caracterizagéo bioquimica da
atividade enzimética
A matriz do planejamento fatorial, com o0s respectivos resultados para a

caracterizacdo bioquimica com as atividades proteasica (AP) e colagenolitica (AC) estdo
apresentadas na Tabela 2.3. Este tipo de abordagem ndo é comum em caracterizacGes
bioquimicas de enzimas. Normalmente a caracterizacdo € avaliada variando um parametro por
vez e isoladamente, porém este tipo de abordagem nédo avalia a interacdo que pode existir
entre as variaveis estudadas. Deste modo, apos a verificacdo da faixa 6tima indicada do modo
tradicional, realizou-se o planejamento fatorial para avaliar a interacdo entre pH e

temperatura, bem como pH e temperatura étimos.

Tabela 2.3: Resultados do Planejamento Fatorial completo 2° para caracterizagdo biogquimica da

protease de Aspergillus tamarii URM4634 purificada por cromatografia de troca ibnica DEAE-

Sephadex.
Ensaio pH Temperatura AP (U/mL) AC(U/mL)
()
1 8 40 116,73 8,6
2 10 40 61,90 7.4
3 8 60 61,83 9,8
4 10 60 11,36 23,7
5(C) 9 50 43,66 26,4
6 (C) 9 50 41,46 28,7
7(C) 9 50 40,93 36,6
8 (C) 9 50 38,33 36,3

AP-Atividade proteasica; AC-Atividade colagenolitica

O grafico de Pareto (Figura 2.3), com 95 % de confianga, apresenta os resultados
das variaveis analisadas (pH e T) frente a uma das variaveis resposta, a atividade proteasica.

A andlise estatistica mostrou que as varidveis pH e temperatura apresentaram efeitos
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significativos sobre a atividade da protease, no entanto, ndo foi observado interacdo
significativa entre elas. Os efeitos apresentados tanto pela temperatura, quanto pelo pH se
mostraram negativos, assim a diminuicdo desses parametros indica uma maior atividade da
enzima. O que € possivel observar que no ensaio 1 com a condi¢do de menor temperatura
(40°C) e pH (8,0) a atividade proteésica foi méxima (116,73 U/mL).

Os resultados obtidos corroboram com o estudo realizado por Silva et al. (2016b)
ao avaliarem pH e temperatura 6tima de uma protease obtida de Aspergillus tamarii URM
4634 em Fermentacdo em Estado Solido, em que obtiveram pH 8,0 e temperatura 40°C como
pardmetros 6timos da atividade proteésica. A protease obtida por esses autores apresentou
417,67 U/mL como valor maximo para atividade proteasica em pH 8,0 e atividade relativa de
100% em 40°C. Resultados semelhantes também foram reportados por Coral et al (2003) que
ao estudarem a estabilidade de uma protease produzida por Aspergillus niger obtiveram uma
temperatura 6tima em 40°C, tendo pH 9,0 como 6timo.

De acordo com Ferro (2012), o efeito do pH na velocidade das reacGes
enzimaticas pode ser devido as alteracfes da estabilidade da enzima, da afinidade da enzima
para o substrato e da transformacéo catalitica em si, podendo esses fatores atuarem de forma
conjunta ou individual. No entanto, esse parametro deve ser controlado pois como mostrado
nesse estudo quando a faixa alcalina é aumentada a atividade da protease tende a ser
diminuida. A temperatura é um dos fatores mais importantes a serem controlados em um
bioprocesso e apresenta relacdo direta sobre a atividade da enzima. Temperaturas elevadas
podem causar a desnaturacdo da enzima através do rompimento das ligacbes de hidrogénio,
reduzindo assim a sua atividade (BORZANI et al., 2001).

Figura 2.3 Gréfico de Pareto de efeitos de variaveis na atividade proteasica da protease de Aspergillus
tamarii URM4634 purificada por cromatografia de troca ibnica DEAE-Sephadex.

(2)Temperatura ¥/ //4-24,058

0,996397
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Os efeitos das varidveis analisadas (pH e T) sobre a variavel resposta atividade
colagenolitica, podem ser observados no grafico de Pareto apresentado na Figura 2.4. Através
desta figura foi observado que nenhuma das variaveis analisadas apresentaram efeitos
significativos sobre a atividade colagenolitica, portanto a melhor condi¢cdo da colagenase se
d& nos pontos centrais com pH 9,0 e temperatura 50°C, onde foram observados 0s maiores
valores de atividade (entre 26,4 e 36,6 U/mL). Os resultados observados na Tabela 2.3 ndo
demonstraram valores significativamente distintos uma vez que se apresentaram proximos
entre si e no ensaio com niveis mais alto (+1 (pH 10) e +1 (60°C)) apresentou atividade
dentro dos valores do nivel 0 (Tabela 2.3).

O pH 9,0 é citado como 6timo nos trabalhos de Sakurai et al. (2009) para colagenase
de Streptomyces parvulus, Duarte et al. (2012) que obteve colagenase de Penicillium
aurantiogriseum e Lima et al. (2014) para colagenase de Bacillus stearothermophillus.

A temperatura 6tima de 50°C também foi observada por Lima et al. (2014). Entretanto,
maiores temperaturas também foram obtidas por Suphatharaprateep et al. (2011), que
utilizaram Bacillus cereus para producdo de colagenases. Esse resultado demonstra que cada
micro-organismo tem suas caracteristicas fisico-quimicas e exigéncias nutricionais para o

crescimento e producgdo enziméatica (READDY et al. 2008).

Figura 2.4: Gréafico de Pareto de efeitos de variaveis na atividade colagenolitica da protease de
Aspergillus tamarii URM4634 purificada por cromatografia de troca idbnica DEAE-Sephadex.
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3.5 Aplicacdo da protease purificada na tenderizacao de carnes

3.5.1 Capacidade de Retencéo de Agua (CRA)
A Figura 2.5 ilustra a Capacidade de Retencdo de Agua (CRA), expressa em

perda de &gua da carne apds 72 h de tratamento a 4°C com diferentes proteases:

Figura 2.5: Perda de agua da carne bovina apds 72h de tratamento a 4°C com diferentes enzimas.
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A CRA ¢ definida como a habilidade da carne em reter &gua mediante a aplicacdo
de forcas externas, mecanicas ou térmicas, portanto pode ser expressa como a quantidade de
agua perdida em relagdo a quantidade de agua retida no musculo ou proteinas do masculo.
Conforme pode ser observado (Figura 2.5), o tratamento com a protease purificada apresentou
0 maior teor de perda de agua (15,75%), seguido da amostra com extrato bruto (13,59%),
papaina (7,88%) e controle (1,77%).

De acordo com Barbetta e Grigio (2014), a agua presente na carne associa-se com
as proteinas musculares, indicando o estado em que ela se encontra na musculatura podendo
ser classificada em &gua livre, parcialmente ligada e ligada as proteinas. As miofibrilas
exercem um papel fundamental na ligacdo entre &gua e proteina, sendo as principais
responsaveis pela CRA (SANTOS, 2007).

Os resultados encontrados nesse trabalho sugerem que a amostra tratada com
protease purificada de Aspergillus tamarii URM4634 apresentou uma maior degradacdo das
proteinas miofibrilares que enfraqueceram sua ligacdo com a &gua ocasionando, portanto,

numa maior liberacdo desta durante o tratamento térmico.
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O processo de purificacdo das proteases aumenta a especificidade dessas enzimas
sobre o0s substratos de interesse, 0 que justifica a maior interagdo com as proteinas e
consequente perda de dgua desse tratamento quando comparado aos outros ensaios estudados
(extrato bruto e papaina). Ja no tratamento controle, a perda de agua observada se deve a
exsudacdo de agua livre que se encontra retida por forcas capilares fracas (SANTOS, 2007)

O conteudo de agua pode ser utilizado como um fator indicativo de propenséao a
deterioracdo ou contaminacdo microbiologica de um alimento, portanto sua reducdo
ocasionada pelo tratamento com a protease implica no aumento da estabilidade
microbioldgica da matriz carnea estudada. E importante destacar que altos valores de perda
de 4gua podem estar associados a obtencdo de carnes com aspecto duro e seco, no entanto,
mesmo no ensaio (protease purificada) que apresentou a maior perda de agua (15,75 %), a
retencdo correspondente de 84,25% ndo se mostra suficiente para resultar numa carne com
essas caracteristicas indesejaveis.

Zhao et al. (2012) ao estudarem o efeito da tenderizacdo em carne bovina
utilizando uma protease colagenolitica observaram que a perda de agua no tratamento com a
protease purificada (2%) foi menor quando comparada aos ensaios com bromelina (5,5%) e
papaina (8%) indicando que a colagenase estudada por esse autor apresentou uma menor
degradacdo das proteinas miofibrilares.

3.5.2 indice de Fragmentac&o Miofibrilar (IFM)

Os resultados obtidos para o indice de Fragmentagdo Miofibrilar (IFM)
podem ser observados na Tabela 2.4 que correspondem aos indices de fragmentacéo relativo

expressos na Figura 2.6.

Tabela 2. 4: Resultados do indice de Fragmentacdo Miofibrilar em diferentes tratamentos da amostra

carnea com proteases

Tratamento IFM (A540x 200) Desvio Padréo
Controle 85,9 6,1
Extrato Bruto 216,9 27,0
Protease Purificada 250,8 32,8

Papaina 184 14,1
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Figura 2.6 indice de Fragmentac&o Miofibrilar Relativo nos diferentes tratamentos da amostra carnea
com proteases.
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O indice de Fragmentagdo Miofibrilar é reportado por varios autores (Chen et al.,
2006; Lametsch et al., 2007; Zhao et al., 2012; Marino et al., 2015) como sendo um dos
principais indicativos de maciez da carne. Essa medida baseia-se no fato de que com a
degradacéo da linha Z, por meio da protedlise, as miofibrilas presentes tornam-se mais fracas,
ficando mais susceptiveis a serem quebradas em pequenos fragmentos durante o processo de
homogeneizagdo. Essa maior facilidade de quebra relaciona-se com uma maior maciez da
matriz carnea (ISHIHARA; MADRUGA, 2013). Segundo Culler et al. (1978), a carne pode
ter sua maciez classificada em funcéo dos valores de IFM, no qual foram consideradas macias
as carnes com IFM igual ou superior a 60, maciez intermediaria com IFM proximo a 50 e
duras com IFM abaixo de 50.

Conforme pode ser observado na Tabela 2.4, todos os tratamentos apresentaram
IFM superior a 60 (inclusive o controle), sendo classificadas como macias, 0 que pode estar
relacionado as caracteristicas intrinsecas ao animal do qual foi retirado o corte carneo, como
genética, raca, idade, sexo e alimentagdo (ALVES et al., 2005).

Quando comparado ao controle, na Figura 6 nota-se que o tratamento com a
protease purificada de Aspergillus tamarii URM4634 apresentou o maior valor de indice de
Fragmentacdo Relativo (292,0%), seguido por extrato bruto (252,5%), papaina (214,2%),
demonstrando que o tratamento capaz de conferir a maior maciez foi 0 que continha a
protease purificada.

Chen et al. (2006) reportaram resultados semelhantes em seus estudos onde

avaliou os efeitos de uma elastase obtida de Bacillus na tenderizacdo de carnes bovinas,
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analisando a variacdo do IFM ao decorrer do tempo, obteve maiores valores relativos de IFM
para a protease purificada (230-240%) quando comparada ao tratamento controle (100-111%)
ao término de 72h de tratamento.

3.5.3 Padrao de digestdo miofibrilar
Para continuar investigando o comportamento da protease purificada no

processo de tenderizacdo da carne bovina, foi realizado um Padrdo de Digestdo Miofibrilar
através de SDS-PAGE conforme pode ser observado na Figura 2.7, comparando a acgdo da
protease purificada (2) com a amostra controle (1) e papaina (3).

Figura 2.7 Andlise SDS-PAGE dos PadrBes de Digestdo Miofibrilar tratadas com protease purificada
e papaina em agua destilada a 37°C durante 1h.
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**PBPM: Padrdo de baixo peso molecular (actina); PAPM: Padrdo de alto peso molecular (miosina); Linha 1: Proteina
miofibrilar incubada na auséncia de enzima; Linha 2: Proteina miofibrilar tratada com a protease pura; Linha 3: Proteina
miofibrilar tratada com enzima comercial (Papaina).
A cadeia pesada da miosina tem um peso molecular em torno de 220 kDa, e a
cadeia leve da actina aproximadamente 45 kDa. Conforme pode ser observado na Figura 2.7,
qguando as amostras foram tratadas com a protease purificada a 37°C durante 1h houve uma
forte degradacdo das proteinas miofibrilares estudadas (actina e miosina), liberando

fragmentos com pesos moleculares menores, destacando a notavel hidrélise da cadeia pesada
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da miosina. J& na amostra tratada com a protease comercial (papaina), ndo foi observado uma
degradacéo eficiente dos padrbes actina e miosina, refletindo a baixa eficiéncia dessa enzima
no processo de tenderizacdo de carnes.

Segundo Santos (2007), a troponina é uma proteina miofibrilar associada a cadeia
leve de actina, com peso molecular entre 28-32 kDa, 0 que sugere também a sua degradacé&o,
em virtude da ocorréncia da hidrdlise nessa regido de baixo peso molecular. Zhao et al (2012)
apresentou resultados semelhantes ao observado neste estudo, porém a protease purificada
obtida pelo autor néo foi eficiente em hidrolisar a cadeia leve da actina.

Ainda na andlise do Padrdo de Digestdo Miofibrilar da protease purificada, foi
estudado o comportamento dessa enzima em diferentes tempos (0-60 min) tanto na
temperatura de armazenamento (refrigeracdo - 4°C) quanto no aquecimento (37°C), conforme

pode ser observado nas Figuras 2.8 e 2.9, respectivamente.

Figura 2.8 Padrdo de digestdo miofibrilar da protease purificada de Aspergillus tamarii URM4634 em
diferentes tempos a 4°C.
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** M: Padrdo de baixo peso molecular (actina); Linha 1: Proteina miofibrilar sem qualquer tratamento; Linha
2: Digestdo de 0,5 mg de proteinas miofibrilares incubadas com protease purificada durante 0, 10, 20, 30, 40,
50 e 60, respectivamente; Linha 3: Padrdo de alto peso molecular (miosina).

Na Figura 2.8, é possivel observar a hidrélise das proteinas miofibrilares na
temperatura de refrigeracdo, em que as reacOes de degradacdo se iniciam desde a primeira
interacdo da amostra com a protease (tempo 0) e tornam-se cada vez mais intensas no decorrer

do tempo analisado, o0 que pode ser observado pela intensificagdo de cor ao longo do tempo
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pela eletroforese. Observa-se ainda que a actina so foi liberada a partir de 20 min de reacé&o,
sendo degradada em seguida, o que pode ser explicado pelo fato de que essa proteina
miofibrilar necessita que os canais de Ca®* dependentes estejam ativos para que ocorra a sua
liberacdo, no entanto, o transporte ativo desses ions no reticulo endoplasmatico é reduzido em
baixas temperaturas (GORDON; HOMSHER; REGNIER, 2000)

Na temperatura de aquecimento (Figura 2.9) foi observado um comportamento similar
ao que ocorreu na refrigeracdo, em que no decorrer no tratamento foi possivel obter a
hidrolise tanto da actina, quanto da miosina, mostrando-se mais intensa ao término do
tratamento (=60 min) pela maior liberacéo de peptideos.

Os padrdes obtidos para ambas as temperaturas avaliadas demonstram que a protease
purificada é capaz de hidrolisar as proteinas miofibrilares, demonstrando que a sua aplicacao
pode ser realizada tanto em condices de armazenamento quanto no proprio aguecimento da

carne.

Figura 2.9: Padréo de digestdo miofibrilar da protease de A. tamarii purificada em diferentes tempos a
37°C.
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60, respectivamente; Linha 3: Padrdo de alto peso molecular (miosina)
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3.5.4 Analise histologica

As imagens histolégicas das amostras de carne estdo apresentadas nas Figuras
2.10. e 2.11 em diferentes resoluc@es. E possivel observar nas Figuras 2.10A e 2.11A que a
amostra controle demonstrou a preservacao do tecido, pela presenca de estreitos espagos na
estrutura além apresentar as linhas Z de forma intacta. Todas as amostras que receberam
tratamentos enzimaticos exibiram danos na estrutura do tecido, sendo a intensidade do dano
diretamente relacionado a eficiéncia da protease. Nas Figuras 2.10B e 2.11B esté apresentada
a amostra que recebeu o tratamento com extrato bruto, onde é possivel observar maiores
espacos intracelulares quando comparada a amostra controle, além de exibir ndo uniformidade
nas Linhas Z e pequenas estruturas de aparéncia pregada pelas fraturas na membrana celular.
O tratamento que recebeu a protease purificada (Figuras 2.10C e 2.11C) demonstrou
resultados similares ao extrato bruto, porém com uma intensidade de degradacdo maior que
todos os outros tratamentos, pela presenca de maiores espacos intracelulares e fibras
musculares com aspecto pregado mais intenso, sugerindo assim nesse tratamento uma maior
hidrdlise proteica. As Figura 2.10D e 2.11D apresentam os resultados para amostra tratada
com protease comercial (papaina) em que demonstrou leves alteracbes nos tecidos,
preservando o musculo, demonstrando assim uma menor especificidade quando comparada a
protease purificada.

A partir desses resultados em concordancia com todas as analises anteriormente
realizadas, é possivel sugerir que a protease purificada possibilitou um maior amaciamento da

carne em funcdo do desprendimento das fibras musculares.
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Figura 2.10: Imagens de microscopia de luz de amostras de bovinos com resolugdo de 100x: secgédo
longitudinal do controle (A); corte longitudinal de amostra tratada com extrato bruto (B); corte
longitudinal de amostra tratada com protease purificada (C); Secéo longitudinal de amostra tratada com

papaina comercial.

2

Figura 2.11: Imagens de microscopia de luz de amostras de bovinos com resolucdo de 40x: sec¢do
longitudinal do controle (A); corte longitudinal de amostra tratada com extrato bruto (B); corte
longitudinal de amostra tratada com protease purificada (C); Secdo longitudinal de amostra tratada

com papaina comercial.
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4. CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos por esse trabalho, é possivel concluir que a
fermentacdo em estado solido com Aspergillus tamarii URM 4634 possibilitou a obtencao de
um extrato bruto com alta atividade colagenolitica (296,6 U/mL) demonstrando a
potencialidade da aplicagdo dessa protease no amaciamento de carnes.

O extrato bruto pode ser purificado por cromatografia de troca idnica obtendo um fator
de purificacdo de 6,28 vezes, uma atividade especifica de 459,03 U/mg e uma recuperacédo de
45,4%,

A protease purificada se mostrou estavel em concentracdes de NaCl entre 0,2 € 0,4 M,
com uma atividade residual méxima de 85,8% em 0,4 M correspondente a atividade
protedsica de 37,16 U/mL.

Ao testar os efeitos da temperatura e pH sobre a atividade protedsica da enzima
purificada, foi possivel constatar que essas varidveis apresentam influéncias significativas.
Quanto a atividade colagenolitica, as variaveis analisadas ndo demonstraram efeitos
significativos. Entretanto, a colagenase apresentou melhores atividades na temperatura de
50°C e pH 9,0.

O processo de tenderizagdo demonstrou a forte potencialidade da colagenase obtida
no amaciamento de carnes, observado pela alta acdo dessa enzima no IFM, Padrdo de
Digestdo Miofibrilar, analise dos cortes histoldgicos e pela maior perda de agua quando

comparada aos outros tratamentos, decorrente da alta degradacdo das proteinas miofibrilares.
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1. Introduction

Proteases are proteclytic enzymes that catalyze thecleavage of pep-
tide bonds in proteins. These enzymes form a very large and diverse
eroup of complex enzymes which have different properties such asa
suhstrate, an active site and a catalytic mechanism, optimal pH and a
profile of stable temperatures. The specificity of protease is egulated
by the nature of amino acds and others by functional group [armomatic
or aliphatic or sulphur-containing) that determine the specificty of
the enzyme to the substrate close to the bond being hydrolysed [1]

This group of proteases is one of three major groups of commerdal in-
dustrial enzymes and about 60% of total =ales worldwide are of hydmo-
lytcenzymes | 2-4].

Aspergillus tamari are in the order Eurotiales also comprisng the
genera Penicillium, which are known to have a potential for producing
varous metabolites such as antibiotics, organic adds, medicnes or en-
zymes, milk-cotting enzymes and extacellular proteases |5]. Isolates
of the socalled domesticated species, such as A oryzae, A. sojoe and A
tamari are used in oriental food fermentation processes and as hosts
for hetemlogous gene expression 6] These species are widely used

* Comesponding authar.
E-mizil aolddres: tatiana.portodu frpebr (T4 Poro).

s it L0 6 ifbiama 201406 002
0121815040 2018 Elevier BV, All rights remerved.

for proteaze pmoduction since several species of these genera am
regarded as sak [ Generally Recognized as Sake - GRAS) strains | 7).

Collagenolytic proteases are proteases that degrade the collagen
maolecule, involved in various physiological process, such as fetal bone
development, wound repair |§] and meat tenderization | 9] They are
clazzified into two types, namely, metallo-collagenase and serine-
collagenase, hased on their physiological functions |10]. Proteases are
now anessental componentof detergents, and their us provides con-
sumers with well proven benefits, both in the washing processitself and
in terms of the wider environment. These enzymes convert their sub-
strates into small, readily soluble fragments, which can be easily re-
moved from fabrics. All the proteolytic enzymes found in detergents
are nonspedfic serine endo-proteases (eg subtilisin witha preferred
cleavage on the carboxyl side of hydrophobic aming add residues, but
they are able to hydmolyze most peptide links [11].

Several studies have been conducted to search for new sources of
both collagenolytic and detergent-compatible properties such as hacte-
ria [12, 13], virus |14], plants |[15], fish [16], yeast |[17]and other fungi
| 18-20]. Filamentous fung have been shown to be appropriate choice
for producing collagenolytic protease and detergent-compatible en-
zymes, since they produce large quantities, mainly extracellularly, of
these which enables purification. The industrial demand for proteases
with novel and better properties continues to prompt research work
in this area. Producing proteases such as applying, purifying and



