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RESUMO

Por meio da hidrolise enzimatica de fontes proteicas de origem alimentar, podem ser liberados
peptideos com atividades bioldgicas que beneficiam o organismo daqueles que os consomem.
Diante disso, objetivou-se com o presente trabalho avaliar atividades bioldgicas de
hidrolisados proteicos obtidos pela da hidrolise da clara de ovo de galinha de capoeira por
proteases produzidas por Aspergillus avenaceus URM 6706. Para isto, a protease foi
produzida por fermentacdo submersa realizada de acordo com planejamentos estatisticos; em
sequida, foi purificada por precipitagio com etanol e cromatografia de troca ibnica, e
caracterizada parcialmente. O extrato purificado foi utilizado na hidrélise da clara do ovo de
galinha de capoeira, em que a influéncia da variacdo do tempo de hidrdlise foi averiguada, sob
o0 grau de hidrolise. Os hidrolisados obtidos foram avaliados quanto ao potencial antioxidante,
por meio da captura dos radicais ABTS"" e DPPH, e da determinagéo da atividade quelante de
Cu?* e Fe**, quanto ao potencial anti-hipertensivo por inibicdo da enzima conversora de
angiotensina, antidiabético pela inibigdo das enzimas a-glicosidase e a-amilase, antibacteriano
frente a isolados de mastite bovina subclinica e antiviral contra o Herpes virus bovino tipo 1 e
Virus da diarreia viral bovina. A protease produzida por Aspergillus avenaceus URM 6706
teve como temperatura e pH 6timos 50 °C e 10,0, respectivamente; parametros empregados
durante a hidrélise da clara do ovo de galinha de capoeira. O grau de hidrolise foi diretamente
proporcional ao tempo de exposicao da protease com a clara do ovo de galinha de capoeira.
Os hidrolisados estudados apresentaram todas as atividades bioldgicas avaliadas, com
atividade antioxidante de 99 e 27% de eliminacdo dos radicais ABTS™ e DPPH,
respectivamente; 62 e 55% de atividade quelantes de Cu** e Fe?*, respectivamente; por volta
de 80% de atividade anti-hipertensiva, 57% de inibi¢do da a-glicosidase e 94% da a-amilase,
atividade antiestafilococica que chegou até 88% e antiviral de até 90%. Os hidrolisados
gerados pela hidrolise da clara de ovo de galinha de capoeira apresentaram atividade biologica
satisfatoria, com possiveis aplicagdes na formulacdo de alimentos funcionais e no

desenvolvimento de farmacos.

Palavras-chave: fermentacdo submersa, Aspergillus, protease, biopeptideos e proteina

animal.



ABSTRACT
Through the enzymatic hydrolysis of protein sources of food origin, it can be released with
peptides with biological activities that benefit the body of those who consume them. In view
of this, the present work was carried out with biological activities of protein hydrolysates
obtained by hydrolysis of egg white hick by proteases produced by Aspergillus avenaceus
URM 6706. For this, a protease was produced by submerged fermentation carried out
according to legal statistical design. It was then purified by precipitation with ethanol and ion
exchange chromatography, and partially characterized. The purified extract was used in the
hydrolysis of the egg white hick, where an influence of the variation of the hydrolysis time
was verified, under the degree of hydrolysis. The hydrolysates obtained were evaluated for
antioxidant potential by capturing the ABTS™ and DPPH radicals and determining the
chelating activity of Cu2® and Fe2*, as well as the antihypertensive potential through the
inhibition of the angiotensin converting enzyme, antidiabetic enzyme Inhibition of f-
glucosidase and a-amylase enzymes, antibacterial against subclinical bovine mastitis isolates
and antiviral against bovine herpes virus type 1 and viral bovine diarrhea virus. A protease
produced by Aspergillus avenaceus URM 6706 had a temperature and pH of 50 °C and 10.0,
respectively; parameters used in the hydrolysis of egg white hick. The degree of hydrolysis
was directly proportional to the exposure time of the protease with the egg white hick. The
studied hydrolysates presented all the biological activities evaluated, with antioxidant activity
of 99 and 27% of elimination of the radicals ABTS™ and DPPH, respectively; 62 and 55% of
chelating activity of Cu®* and Fe*, respectively. About 80% of antihypertensive activity, 57%
inhibition of a-glycosidase and 94% of a-amylase, antibacterial activity that reached up to
88% and antiviral up to 90%. The hydrolysates generated by the hydrolysis of egg white hick
presented satisfactory biological activity, with possible applications in the formulation of

functional foods and the development of drugs.

Key words: submerged fermentation, Aspergillus, protease, biopeptides and animal protein.
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1. INTRODUCAO

Peptideos bioativos sdo fragmentos especificos de proteinas que possuem um efeito
positivo sobre as funcbes ou condi¢Bes corporais, podendo influenciar a saude (KITTS;
WEILER, 2003). Essas moléculas, no entanto, ndo possuem atividade quando estdo dentro da
cadeia das proteinas precursoras; sendo necessaria a sua hidrolise, seja ela in vitro ou in vivo,
para que haja a liberacdo dos peptideos bioativos (MEISEL; FITZGERALD, 2003).

Existem varios métodos que podem ser aplicados para a hidrélise de proteinas e,
consequente, producdo de peptideos; sendo os mais comuns: hidrélise por enzimas digestivas,
hidrélise como consequéncia da atividade microbiana nos alimentos fermentados e hidrolise
por proteases microbianas produzidas por processos fermentativos) producdo industrial para
producdo de enzimas) (KORHONEN; PIHLANTO, 2003); destas, a hidrélise enzimatica por
proteases produzidas industrialmente para este fim é a mais empregada (KORHONEN,
2009a).

Muitas proteases comerciais, como a pepsina e a tripsina, tém sido empregadas para
este fim (BHAT; KUMAR; LIN et al., 2003; BHAT, 2015; GARCES-RIMON et al., 2016).
Entretanto, ha o interesse na descoberta de novas proteases microbianas produzidas por
processos fermentativos, inclusive por espécies de Aspergillus (CASTRO; SATO, 2015), o
que pode culminar no surgimento de diferentes peptideos com diversas atividades biologicas a
partir da hidrolise seletiva.

A atividade destes peptideos se baseia principalmente na composicdo de aminoacidos
e na sequéncia destes, inerente a cada peptideo funcional. O tamanho das sequéncias ativas
pode variar de 2 a 20 residuos de aminoacidos (KORHONEN, 2009b) e seus efeitos benéficos
a satde podem ser desempenhados como antioxidante (MENDIS et al., 2005), antitrombotico
(SHIMIZU et al., 2008), anti-hipertensivo (JIA et al., 2010), antimicrobiana (MCCANN et al.,
2006) ou imunomodulador (GAUTHIER; POULIOT; SAINT-SAUVEUR, 2006), dentre
outros.

Outro fator que influencia diretamente na composicdo desses peptideos e, por
conseguinte, na sua atividade bioldgica € a fonte proteica; dentro desse contexto, as proteinas
do ovo sdo componentes importantes para o desenvolvimento de alimentos funcionais. E
muitos estudos tém reportado a producdo de peptideos e hidrolisados proteicos originados de
proteinas do ovo, com maior frequéncia da clara (ERDMANN; CHEUNG; SCHRODER,
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2008), porém ndo ha relato de hidrolisados proteicos originados do ovo de galinha de
capoeira.

Portanto, objetiva-se com este trabalho avaliar a presenca de atividades biolégicas de
peptideos obtidos por meio da hidrélise da clara de ovos de galinha de capoeira por proteases
produzidas por Aspergillus avenaceus URM 6706.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Proteases

Enzimas podem ser definidas como catalisadores bioldgicos, que em sua maioria sdo
proteinas que catalisam a maior parte das reacGes nos mais diversos organismos
(MONTEIRO; SILVA, 2009). Assim como, os demais catalisadores, as enzimas aumentam a
velocidade das reacdes ocasionando a diminuicdo da barreira energética entre 0s reagentes e 0
produto, entretanto as enzimas sdo consideradas muito mais eficientes, pois conseguem
acelerar a reacdo em uma ordem de 10" vezes (BOMMARIUS; RIEBEL, 2004). De acordo
com a Unido Internacional de Bioquimica, as enzimas estdo divididas em seis classes:
oxidorredutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases (SANCHEZ; DEMAN,
2011).

Dentro do grupo das hidrolases estdo as proteases, que sdo definidas como enzimas
multifuncionais que catalisam a hidrdlise de proteinas em polipeptideos e de oligopeptideos
em aminoacidos (CASTRO et al., 2015). Como ja mencionado, a clivagem das ligacdes
peptidicas pela da atividade da protease, pode levar a degradacdo dos substratos proteicos até
seu constituinte de aminoacidos, ou ainda pode ser especifica, levando a clivagem seletiva das
ligacGes da proteina para que ocorra uma modificacdo pos-tranducionais (SOUZA et al.,
2015).

As proteases também conhecidas como hidrolases peptidicas ou peptidases (EC 3.4),
constituem uma extensa familia de enzimas que pode ser dividida em endopeptidases (EC
3.4.21-99) e exopeptidases (EC 3.4.11-19), a depender da posicdo da ligacdo peptidica
hidrolisada (GUPTA; BEG; LORENZ, 2002; SABOTIC; KOS, 2012).

De forma mais especifica, as exopeptidases clivam um ou alguns ligacdes peptidicas
da extremidade N ou C-terminal; quando na extremidade C-terminal, liberam apenas um
Gnico residuo de aminodcidos (sdo as carboxipeptidases) ou dipeptideos (as

peptidildipeptidases). Enquanto, aquelas que atuam na extremidade N-terminal da cadeia
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proteica podem liberar um Unico residuo de aminoacidos, dipeptideos ou ainda tripeptideos e
sdo comumente chamadas de aminopeptidases, dipeptidil-peptidases e tripeptidil-peptidases,
respectivamente. Por outro lado, as endopeptidases clivam as ligagdes encontradas
internamente na cadeia da proteina. Ainda existe outro grupo de proteases conhecido como
peptidases dmega, essas enzimas clivam as ligacbes que estdo proximas a uma das
extremidades terminais, no entanto sem exigéncia quanto ao grupo terminal carregado
(THERON; DIVOL, 2014).

As exopeptidases podem ainda ser divididas em trés grupos: serino peptidases (EC
2.4.16), metalopeptidases (EC 2.4.17) e cisteino peptidases (EC 2.4.18), baseado na natureza
dos residuos de aminoécidos existentes no sitio ativo da enzima (RAO et al., 1998).

De modo geral, as endopeptidases sdo mais importantes do ponto de vista industrial do
que as exopeptidases e sdo classificadas de acordo com o tamanho, a carga, o substrato
especifico, 0 mecanismo catalitico, a estrutura tridimensional e com o residuo aminoé&cido
presente em seu sitio catalitico (SUMANTHA et al., 2006; THERON; DIVOL, 2014).

De fato, cada tipo de protease apresenta um conjunto de residuos de aminoacidos
arranjados numa configuracdo especifica de forma a produzir seu sitio catalitico. Por esta
razdo, a quebra das ligacGes peptidicas se da de forma especifica (BARRETT et al., 2004;
TYNDALL et al., 2005). Finalmente, um grupo especifico de endoproteases, denominado
oligopeptidases, atua apenas sobre substratos menores do que as proteinas. A Figura 1
apresenta de forma resumida a classificagdo das proteases e 0s seus modos de a¢éo.

Baseado em seu mecanismo catalitico, as proteases podem ser classificadas em serino
proteases (EC 2.4.21), cisteino proteases (EC 2.4.22), aspartico proteases (EC 2.4.23) e
metalo proteases (EC 2.4.24) (SOUZA et al., 2015), como apresentado na Tabela 1. Serino
proteases sdo caracterizadas pela presenca de um grupo serino no seu sitio ativo, séo
geralmente ativas em pH entre 7 e 11, com baixo massa molecular (18-35 kDa) e com
inimeras aplicacdes industriais (GUPTA; BEG; LORENZ, 2002). As aspartico-proteases,
também conhecidas como proteases &cidas, sdo endopeptidases que dependem de residuos de
acido aspartico para sua atividade catalitica. Ja a atividade das cisteino proteases depende de
uma diade catalitica que consiste na presenca de cisteina e histidina. Geralmente, as cisteino
proteases sdo ativas somente na presenca de agentes redutores como a propria cisteina; a

cisteino protease mais conhecida € a papaina. As metalo proteases consistem no mais diverso
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Figura 1. Classificacdo das proteases: local onde de ocorre hidrolise enzimatica (tesoura);
aminodacidos terminais (circulo preenchido); residuos de aminoacidos na cadeia polipeptidica
(circulo sem preenchimento); terminais bloqueados (estrelas). Fonte: Adaptado de Theron &
Benoit Divol (2014).
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grupo catalitico de proteases e sdo caracterizadas pelo requerimento de um ion metalico
bivalente para desempenhar sua atividade (RAO et al., 1998; VRANOVA et al., 2013).

As proteases ainda podem ser classificadas de acordo com o pH que sdo otimamente
ativas em A4cidas, neutras ou alcalinas (SANDHYA et al., 2005; LOPEZ, 2010). A
classificagdo e nomenclatura de todas as proteases podem ser encontradas no banco de dados
MEROPS (acessivel em www.merops.sanger.ac.uk/).

Quanto a funcdo, as proteases possuem aplicacBes importantes tanto no ambito
fisiolégico, quanto comercial. Em termos fisioldgicos, essas enzimas sdo responsaveis por
processos como divisdo celular, transducdo de sinal, digestdo de proteinas presentes em
alimentos, coagulacdo sanguinea, regulacdo da pressdo arterial, formacdo de tecidos, a
morfogénese em desenvolvimento, processos inflamatdrios e crescimento de tumores, sintese
de proteinas virais, apoptose, ativacdo de hormdnios de natureza peptidica, degradacdo de
proteinas dobradas incorretamente, autdlise, protecdo contra peptideos e enzimas prejudiciais,
entre outros (RAO et al., 1998, BARRETT et al., 2004; SANDHYA et al., 2005; TYNDALL
et al., 2005).

No que diz respeito as proteases extracelulares, suas atividades estdo vinculadas a
hidrolise de grandes proteinas em moléculas menores para subsequente absorcao pela celula,
desempenhando papel importantissimo na hidrolise e adsor¢do de nutrientes proteicos
(KALISZ, 1988; RAO et al., 1998). A medida que esta ltima funcio pode ser desempenhada
numa variedade de ambientes, ndo se limitando apenas ao interior da célula, as proteases
extracelulares sdo de grande importancia comercial, e extratos de proteinas preparados a partir
de culturas de crescimento de micro-organismos produtores de proteases sdo vastamente
utilizados como ferramentas de degradar proteinas durante varios processos industriais
(KUMAR; TAKAGI, 1999).

Além disso, as proteases tém uma funcdo importante na reciclagem mundial de
carbono e nitrogénio, em que as proteinas de organismos mortos sdo eventualmente
hidrolisadas por micro-organismos durante o processo de decomposi¢do, e assim
transformadas em peptideos e aminoacidos. Estes produtos resultantes da protedlise podem
ser assimilados pelos proprios micro-organismos que produziram as proteases ou por outros

organismos que se encontram na proximidade (THERON; DIVOL, 2014).
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Tabela 1. Classificacdo das proteases em familias de acordo com o sitio catalitico.

, PROTEASE (S) SITIOS
FAMILIA
REPRESENTATIVA (S) ATIVOS
SERINO PROTEASES
Serino Proteases | Quimiotripisina, Tripsina, Elastase e ]
Asp, Ser, His

Calicreina pancreatica,

Serino Proteases |1 Subtilisina
CISTEINO
PROTEASES
Cisteino Proteases Papaina, Actinidina e Catepsina Cis, His, Asp
ASPARTICO
PROTEASES
Aspartico Proteases Penicilopepsina e Renina Asp
METALO
PROTEASES
Metalo Proteases | Carboxipeptidase A Zn, Glu, Try
Metalo Proteases 11 Termolisina Zn, Glu, His

FONTE: Adaptada de Neurath (1986)

Quanto as aplicagbes comerciais, essas enzimas compdem um grande grupo que
lideram o mercado industrial dessas moléculas, representando cerca de 60% do total de
enzimas comercializadas mundialmente (SAVITHA et al., 2011; SOUZA et al., 2015). Sendo
que, em 2010, o mercado mundial de enzimas industriais foi estimado em US$ 3,3 bilhdes, e
com expectativa de US$ 4,4 bilhdes em 2015 (ABIDI et al., 2011). Tém sido utilizadas numa
larga variedade de aplicacdes em diferentes industrias tais como de produtos farmacéuticos,
detergentes, fertilizantes ou na industria téxtil e no processamento do couro, de alimentos,
dentre outras (RAMAKRISHNA et al., 2010; YIN; HSU; JIANG, 2013; ABRAHAM; GEA;
SANCHEZ, 2014).

Como ja mencionado, as proteases desempenham funcdes fisioldgicas que as tornam
importantes para a vida dos organismos, podendo ser encontradas em vegetais, animais e em
micro-organismos (KUMARI; SHARMA; JAGANNADHAM, 2012). De todas essas fontes

de proteases, 0s micro-organismos possuem grande potencial para a producao dessas enzimas,
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devido a sua grande diversidade bioquimica e sua susceptibilidade a manipulacdo genética,
além de serem facilmente cultivados em larga escala e proporcionarem altos rendimentos
(KUMAR et al., 2005, CASTRO et al., 2015). Muitos micro-organismos secretam proteases
extracelulares, para que no ambiente externo degradem as proteinas ali disponiveis,
utilizando, dessa forma, os produtos resultantes da hidrolise como fontes de carbono e
nitrogénio para o crescimento celular (ZANPHORLIN et al., 2011).

Desta forma, as proteases microbianas podem ser extracelulares ou intracelulares e sua
producdo é influenciada pela espécie empregada na producdo, fatores nutricionais e fisico-
quimicos, como temperatura, pH, fonte de carbono e nitrogénio, presenca de sais, rotacao e
concentracdo de oxigénio dissolvido (KUDDUS; RAMTEKE, 2008; WANG et al., 2008;
KASANA; SALWAN; YADAYV, 2011).

Para que haja a detec¢do do micro-organismo produtor de proteases, € importante que
0 mesmo cres¢ca em meio de triagem e que consigam produzir a enzima nas condigdes de
crescimento empregadas, a0 mesmo tempo que o ensaio para a deteccdo devera ser sensivel e
especifico o suficiente (KASANA; SALWAN; YADAV, 2011).

As proteases microbianas tém sido bastante estudadas para a sua aplicacdo na
industria. Um dos primeiros relatos sobre esta aplicacdo remota a 1894, por Jhokichi
Takamine que foi pioneiro na producdo industrial de enzimas proteoliticas preparadas a partir
de Aspergillus oryzae para o tratamento de distarbios digestivos. Como aditivos em
detergentes, proteases microbianas foram, pela primeira vez, utilizadas em 1914 (WARD;
RAO; KULKARNI, 2009; KHAN, 2013), e, desde entdo, esta industria tem crescido e se
desenvolvido grandemente. Além disso, as proteases provenientes de fontes vegetais ndo
conseguem atender a atual demanda mundial por estas enzimas e ndo sdo diversificadas o
suficiente para atender aos requisitos industriais criando, assim, um interesse crescente em
proteases microbianas (THERON; DIVOL, 2014).

Uma grande quantidade de micro-organismos é conhecida como produtores de
proteases, como muitas espécies de bactérias, dentre elas actinomicetos, fungos filamentosos
e leveduras (KASANA, 2010). No entanto, a utilizacdo de micro-organismos para este fim é
limitada apenas aqueles que produzem em quantidades suficiente da enzima e com
propriedades desejadas, como ndo ser toxico e nem patogénico (KASANA; SALWAN;

YADAYV, 2011). Desta forma, as enzimas produzidas por fungos sdo mais vantajosas, uma
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vez que sua producdo é geralmente extracelular, tornando mais facil a recuperacdo da enzima
(GERMANOA et al., 2003).

Por esta razdo, os fungos filamentosos sdo de interesse industrial principalmente
espécie do género Aspergillus (VAN DER HOMBERGH et al., 1997), devido sua grande
capacidade de adaptacdo ao substrato e producdo de diversos metabdlitos com aplicacdo
bioldgica.

Muitos trabalhos relatam a biossintese de proteases pelos géneros Penicillium
(DURAND-POUSSEREAU; FEVRE, 1996; GERMANO et al., 2003; NOVELLI; BARROS;
FLEURI, 2016); Rhizopus (FARLEY; IKASARI, 1992; KUMAR et al., 2005; VASQUEZ, et
al, 2008; LI; LI, 2013), Humicola (ALEKSIEVA e PEEVA, 2000); Mucor (ANDRADE et al.,
2002); Thermomyces (LI; YANG; SHEN, 1997; JENSEN; NEBELONG; REESLEV, 2002);
Thermoascus (MERHEB et al., 2007; BOYCE; WALSH, 2012); Fusarium (PEKKARINEN
et al., 2000; BARATA et al., 2002) e Aspergillus (YANG; LIN, 1998; KITANO et al., 2002;
TUNGA,; SHRIVASTAVA; BANERIJEE, 2003; SHATA, 2005; HERNANDEZ-MARTINEZ
et al., 2011; ANITHA; PALANIVELU, 2013; CASTRO et al., 2015; NOVELLI et al. 2016).

2.2 Producdo de Proteases por especies de Aspergillus

Aspergillus € um género anamorfo, que compreende cerca de 339 espécies (SAMSON
et al., 2014, 2011). Essas espéecies sdo classificadas em aproximadamente 10 teleomorfos
diferentes (GEISER, 2009). E o género fingico mais abundante no mundo e pouco seletivos
quanto as condicOes abioticas de crescimento. Por exemplo, as espécies pertencentes a esse
grupo conseguem sobreviver numa ampla faixa de temperatura (6 - 55 °C) e em atividade
agua baixa (0,65 a 0,8). Essas espécies se alimentam dos mais variados substratos, incluindo
até fezes e tecidos animais. N@o obstante, eles sdo predominantemente encontrados em
polimeros vegetais complexos e sdo considerados como o0s fungos deterioradores de
alimentos. O sucesso desse género também pode ser atribuido a sua dispersdo eficaz, seus
esporos estdo entre as mais dominantes estruturas fangicas no ar, podendo ser dispersos, a
curtas e longas distancias (BENNETT, 2010).

Esses micro-organismos Sdo pertencentes ao reino Fungi que contribui
significativamente para a vida. Podendo ser parte da dieta pelo consumo direto na alimentacéo
humana ou pela aplicacdo na tecnologia de alimentos como um componente no

processamento. Além disso, eles desempenham importante papel no campo da biotecnologia
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na producdo de biomoléculas de interesse bioldgico e industrial. Em seu habitat natural, s&o
importantes devido as relacbes ecologicas porque desempenham simbiose, parasitismo ou
atuam como decompositores primarios de matéria organica (KAVANAGH, 2005).

Particularmente, fungos saprobios como os do género Aspergillus sdo capazes de
produzir enzimas extracelulares diversas, que lhes permitem adaptar seu metabolismo as
variadas fontes de carbono e nitrogénio (KNIMEYER, 2011). Esse género é rico em especies,
e sdo habeis para a producdo de varios compostos extracelulares, incluindo metabdlitos
secundarios, peptideos e proteinas bioativos, lectinas e enzimas (FRISVAD; LARSEN, 2015).

A capacidade dos fungos pertencentes a esse género de secretar grandes quantidades
de proteinas e outros metabolitos, em combinacdo com a tecnologia de fermentacbes e com a
biologia molecular estabelecida tornou as espécies de Aspergillus, dentre outras, muito
atraentes para a producéo de proteinas homologas e heterologas (MEYER; WU; RAM, 2011).
Como exemplo, Sanchez e Demain (2011) relataram a producdo de diversas enzimas a partir
de Aspergillus sp., como a-amilase, catalase, xilanase, fitase, dextranase, glicose oxidase,
lactase, destacando-se as proteases, amilases e celulases.

As proteases de origem microbiana sdo preferiveis as de origem vegetal e animal, uma
vez (ue possuem a maioria das caracteristicas desejaveis para aplicacdo biotecnoldgica e sao
responsaveis por 60% da venda total mundial de enzimas (ZAMBARE; NILEGAONKAR,;
KANEKAR, 2011). De uma forma geral, proteases microbianas sdo extracelulares in natura e
sdo diretamente secretadas no meio de fermentacdo, o que simplifica os processos de
purificacdo dessas enzimas quando comparadas as obtidas de plantas e animais (LAGEIRO et
al., 2007). No entanto, 0 emprego de fungos na producdo de proteases apresenta vantagens
devido a sua atividade sobre uma vasta faixa de pH (RANI et al., 2012); podendo ser
utilizados em diferentes aplica¢bes industriais (MURTHY; NAIDU, 2010), por possuirem
uma maior variedade de proteases do que as bactérias e pela facilidade desses micro-
organismos de crescer em substratos de baixo custo (ANITHA; PALANIVELU, 2013).

O género Aspergillus tem se destacado como 0 mais importante para a producéo
comercial de enzimas extracelulares (NOVAKI, 2009), sendo as espécies mais utilizadas para
a producdo de biomoléculas: Aspergillus flavus, A. niger, A. awamori, A. oryzae, A. nidulans,
A. fumigatus, A. clavatus, A. glaucus, A. ustus e A. versicolor (SLIVINSKI, 2007) e muitos
trabalhos tém relatado a producdo de proteases por espécies de Aspergillus com as mais

diversas caracteristicas e aplicacdes: A. fumigatus na producdo de serino proteases
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(HERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2011); A. oryzae na producio de proteases neutras
(BELMESSIKH et al.,, 2013); A. parasiticus na producdo de protease com atividade
queratinolitica (ANITHA; PALANIVELU, 2013); A. niger (KALASKAR et al., 2014) e A.
oryzae (MURTHY; KUSUMOTO, 2015) na producdo de protease &cida com aplicacdo na

indUstria de alimentos; dentre outras.

2.3 Aplicacao das Proteases na Industria

As proteases microbianas sdo lideres do mercado industrial de enzimas e corresponde
a aproximadamente 60% do total de enzimas vendidas mundialmente (SAVITHA et al.,
2011). O mercado industrial de enzimas foi estimado em $ 3,3 bilhdes em 2010, com
expectativa de ter atingido $ 4,4 bilhdes em 2015 (ABIDI et al., 2011). De todas as enzimas
comercializadas mundialmente, 75% sao enzimas hidroliticas, dos quais dois tercos séo de
enzimas proteoliticas (SAVITHA et al., 2011).

A reacdo de hidrolise das proteases, assim como as outras enzimas, € especifica; no
entanto existem proteases peculiares para cada substrato proteico; por esta razdo, as proteases
podem ser aplicadas em diferentes industrias, como as de alimentos, detergentes, couro,
farmacéutica e téxtil (RAO et al., 1998; GUPTA; BEG; LORENZ, 2002; ABIDI et al., 2011,
SAVITHA et al., 2011).

No processamento de alimentos, suas principais aplicacdes estdo relacionadas a
fabricacdo e clarificacdo de cerveja, trituracdo de cereais, coagulacdo do leite para a
fabricacdo de gueijos, na panificacdo e na producdo de hidrolisados proteicos (WARD, 2011).
A qualidade hidroliticas das proteases é explorada na degradacdo do complexo proteico que
causa turbidez no suco de frutas e em bebidas alcoolicas, no aumento da qualidade dos
alimentos ricos em proteinas, na hidrélise das proteinas da soja e da gelatina, hidrolise da
caseina e do soro do leite, recuperacdo e amaciamento das proteinas da carne (KUMARI et
al., 2012).

Nas industrias farmacéutica e de cosméticos, as proteases podem ser utilizadas na
remocdo de queratina na acne ou psoriase, na eliminacdo de calos e na degradacdo da pele
humana queratinizada, na depilacdo, na preparacdo de vacinas para o tratamento de
dermatofitose e no aumento da absor¢do de drogas ungueais (BRANDELLI; DAROIT;
RIFFEL, 2010).
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Proteases de todas as categorias também sdo amplamente aplicadas em diversas
pesquisas, como na sintese e sequenciamento de peptideos, digestdo de proteinas indesejadas
em amostras purificadas (por exemplo, na purificacdo de acidos nucleicos), preparacdo de
anticorpos, na producdo de fragmentos de Klenow e remocdo de marcadores de afinidade de
proteinas (MOTYAN; TOTH; TOZSER, 2013).

Quanto a obtencdo de hidrolisados proteicos, a hidrélise enzimética, a partir de
proteases, € uma das formas empregadas. Este método consiste em submeter materiais ricos
em proteina a hidrélise de uma ou mais enzimas proteoliticas, normalmente a temperatura e
pH 6timos de atuacdo para cada protease empregada (GHASSEM et al., 2014, MORAIS et al.
2014).

Quando a hidrolise ocorre pela associacdo de mais de uma enzima para 0 mesmo
extrato proteico, a reagdo das enzimas pode ocorrer de forma simultanea caso elas possuam
condicbes Otimas de trabalho semelhantes (MEMARPOOR-YAZDI; ASOODEH,;
CHAMANI, 2012; YAMADA et al., 2013); ou sequencialmente se esta semelhanga nao
existir (YANG et al., 2003; RAO et al., 2012). A hidrolise pode ser realizada por proteases
puras comerciais (HE et al., 2013a; RUIZ-RUIZ et al., 2013) ou por proteases em extratos
brutos (GARCIA-TEJEDOR et al., 2014; KTARI et al., 2014).

A hidrolise enzimatica € considerada como uma das abordagens mais seguras e
convenientes para produzir hidrolisados e peptideos bioativos a partir das mais diversas fontes
de proteina (BOLSCHER et al., 2006; NAJAFIAN; BABJI, 2012). Por sua vez, as proteinas
utilizadas para este fim podem ser obtidas de diferentes fontes e os seus produtos podem
apresentar as mais diversificadas atividades biologicas, como antimicrobiana,
imunomodulatéria e citomodulatéria, atividade ligante de minerais, anti-hipertensiva,
antitrombotica, antioxidante; e no sistema nervoso, como peptideos opioides (HARTMANN;
MEISEL, 2007; MADUREIRA et al., 2010).

2.4 Peptideos Bioativos

De forma geral, as substancias bioativas de origem alimentar sdo aquelas que fazem
parte da composicdo dos alimentos consumidos e que podem vir a exercer atividades
regulatérias no organismo, independentemente de suas caracteristicas nutricionais. Neste tipo

de classificacdo, alguns peptideos podem se enquadrar por apresentarem atividades biologicas

27



e, quando apresentam, passam a ser denominados de peptideos bioativos (MEISEL, 1999;
SANCHEZ-RIVERA, 2014).

Por sua vez, os peptideos bioativos podem ser considerados como protetores naturais
da saude, podendo ser formados por uma quantidade variavel de residuos de aminoécidos com
comprimentos de cadeia varidveis e massa molecular inferior ao da proteina de origem. Esses
peptideos séo inertes quando encontrados dentro da cadeia molecular de origem (proteina); no
entanto, quando a proteina nativa é submetida a digestdo enzimatica se inicia a producdo, ou
liberacdo, de fragmentos ativos denominados biopeptideos ou peptideos bioativos. A atencao
que tem sido dada aos peptideos bioativos dentre outras moléculas ativas como 0s compostos
fendlicos e flavandides é devido ao seu potencial terapéutico e medicinal e, especialmente, na
regulacdo da ingestdo de alimentos (DOUGKAS et al., 2011).

Sabe-se que a nutrigdo exerce um grande impacto no tempo de vida humana, uma vez
que a relacdo entre ela e a saude é conhecida, e tem sido aplicada por séculos (KUSSMANN;
PANCHAUD; AFFOLTER, 2010). De uma forma mais especifica, a qualidade da fonte
proteica na alimentacdo ndo depende somente de sua composicdo aminoacida, mas também
das transformacbes que estas proteinas sofrem durante a digestdo, sua absorcdo e
disponibilidade para anabolismo subsequente, como também da funcdo que os peptideos que
sdo liberados podem exercer (AWATI et al., 2009).

Nos ultimos anos, a dieta e um estilo de vida saudavel desempenham um papel
significativo na qualidade de vida. A crescente consciéncia da importancia de uma dieta
saudavel leva ao desenvolvimento de alimentos “novos”, seguros e saudaveis. Portanto, os
peptideos ativos derivados de alimentos sdo aplicados neste sentido, uma vez que possuem
propriedades farmacoldgicas benéficas ao corpo humano para além da nutricdo normal e
adequada (HARTMANN; MEISEL, 2007).

Muitas fungdes bioldgicas no organismo sdo mediadas por peptideos, que podem agir
como neurotransmissores, hormdnios ou antibioticos (HRUBY; BALSE, 2000). Como os
peptideos originados na dieta podem ser estruturalmente semelhantes aos peptideos
enddgenos, eles acabam interagindo com os mesmos receptores e desempenham as mais
diversas funcbes como modificadores dos alimentos ingeridos, fator de crescimento,
reguladores imunolégicos ou antimicrobianos no organismo de quem os consome (KAMAU
et al., 2010).
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Os peptideos com atividade bioldgica podem ser obtidos in vivo, durante a digestdo
gastrointestinal pela agdo de enzimas microbianas ou do proprio organismo que os ingere;
mas também podem ser obtidos in vitro, por meio da maturacdo dos alimentos, da
fermentacdo, em que reacGes enzimaticas ocorrem naturalmente; ou pela hidrélise do
alimento, como fonte proteica, por enzimas selecionadas. Mas também, a preparacdo de
peptideos bioativos pode ser por meio da tecnologia de DNA recombinante ou por sintese
quimica (HERNANDEZ-LEDESMA; CONTRERAS; RECIO, 2011). Quando originados no
organismo do hospedeiro, esses peptideos podem agir como componentes regulatorios, tais
como hormdnios, exibindo uma grande variacdo de atividades bioldgicas, incluindo anti-
hipertensiva, antioxidante, opioide, antimicrobiana e imunoestimulador (HARTMANN;
MEISEL, 2007).

Quando a hidrélise proteica € realizada in vitro, as principais metodologias
empregadas sdo a hidrolise alcalina, a hidrdlise acida e a hidrolise enzimatica ou a
combinacgéo de duas ou mais metodologias (ADLER-NISSEN, 1986; LAHL; BRAUN, 1994).
No meétodo enzimatico, o principio basico para a obtencdo do hidrolisado proteico envolve a
quebra hidrolitica das longas cadeias de moléculas proteicas pela adicdo de enzimas vegetais
ou microbianas. A catalise enzimatica possui beneficios, como o aumento da qualidade do
produto obtido e a reducdo dos custos de laboratério e de maquinario, o que permite a
obtencdo de produtos diferenciados na industria alimenticia (MUSSATTO et al., 2007). Este
tipo de hidrélise tem sido aplicado industrialmente para a producdo de alimentos com
propriedades funcionais aprimoradas (KRISTINSSON; RASCO, 2000).

Quanto a comercializacdo, 0s peptideos bioativos podem ser diversamente
apresentados como emulsBes, lipossomos, nutracéuticos e complexados com outros
biopolimeros comestiveis para ganhar a sua Otima funcionalidade, biodisponibilidade,
estabilidade e eficicia da funcdo alvo (PATEL; VELIKOV, 2011; ELZOGHBY et al., 2012).
Na verdade, essas estratégias sdo empregadas a fim de se proteger a funcionalidade bioldgica
dos peptideos bioativos durante o seu transporte a partir do dominio de enterécitos ou quando
em circulacdo portal sem que haja qualquer prejuizo em sua funcionalidade devido a
desnaturacdo ou a deformacao fisica (GARDNER, 1988).

Durante o processo de digestdo, o nutriente ingerido, dentre eles os préprios peptideos,
sdo hidrolisados por diferentes proteases como: pepsina, tripsina, quimiotripsina e

pancreatina; como consequéncia dessa hidrélise fragmentos ativos podem ser liberados dos
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substratos de proteinas degradados. Sendo compostos biologicamente ativos, esses peptideos
comegam a interagir com seus agentes transportadores definidos por parametros de afinidade,
por exemplo o tamanho, a estrutura estereoquimica, o grupo funcional e a carga elétrica. Sob
estas interacGes, 0s peptideos sdo reconhecidos e facilmente mantidos em sua forma intacta na
circulacdo portal pela intervengdo de agentes transportadores especificos. Os peptideos
também podem ser transportados para dentro das células por difuséo passiva, por endocitose e
pelo sistema linfatico (SAADI et al., 2015).

Devido as suas caracteristicas estruturais e 0s seus residuos de aminoacidos
posicionados nos fragmentos N-terminal e C-terminal, os peptideos podem apresentar uma
resisténcia natural aos agentes modificadores encontrados no trato gastrointestinal, como
acidos e enzimas (BELL, 1997). Esta resisténcia é particularmente importante, pois garante ao
peptideo uma biodisponibilidade méaxima ao chegar na circulacdo sanguinea, podendo assim
executar suas diversas funcdes (JIA et al., 2010).

Os peptideos bioativos que estdo recebendo muita atencdo entre os pesquisadores,
devido aos seus compostos de alto valor nutricional, tornaram-se como substancias
intermediarias em diferentes setores como nas indudstrias de laticinios e nutracéuticos, como
também em setores de terapéuticos e de vacinacdo. Atualmente, os peptideos bioativos de
origem alimentar empregados como um ingrediente alternativo natural e como um regulador
chave do organismo humano sdo cada vez mais pesquisados devido a sua capacidade de agir
da mesma forma que drogas sintéticas. Portanto, existe a necessidade real de se apresentar
uma relacdo visivel entre a estrutura dos peptideos bioativos e suas funcbes bioldgicas
(SAADI et al., 2015).

Mellander e colaboradores (1950) foram os primeiros a descrever peptideos bioativos
derivados de alimentos, relatando que a ingestdo de peptideos fosforilados derivados da
caseina levou a uma maior absorcdo da vitamina D em criancas raquiticas. Desde entéo, 0s
peptideos com numerosas atividades bioldgicas foram identificados. Mais de 1500 peptideos
bioativos diferentes foram relatados no banco de dados 'Biopep’ (DZIUBA; IWANIAK;
MINKIEWICZ, 2003); enquanto que no BioPD (banco de dados de polipeptideo bioativo)
constam mais de 1250.

Embora ja tenham sido citadas algumas funcoes bioldgicas destas moléculas, agora de
uma forma mais detalhada, os peptideos bioativos, dependendo da sua sequéncia de

aminodacidos, podem influenciar os principais sistemas do corpo (cardiovascular, digestoério,
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nervoso e imunologico) (SINGH; VI1J; HATI, 2014) por meio das mais diversas funcdes
bioldgicas: analogos a opioides (SIENKIEWICZ-SZLAPKA et al., 2008), anti-hipertensiva
(JIA et al., 2010), antimicrobiana (MCCANN et al., 2006; ARRUDA et al., 2012), quelante
de mineral (CROSS et al., 2005), antitrombdtica (SHIMIZU et al., 2008), anti-inflamatoria
(HARTMANN; MEISEL, 2007), imunomodulador (GAUTHIER; POULIOT; SAINT-
SAUVEUR, 2006), hipocolesterolémica (ZHONG et al., 2007) e antioxidantes (MENDIS et
al., 2005), e ainda alguns fragmentos peptidicos podem exibir mais de uma atividade
biolégica. O tamanho da sequéncia do peptideo pode variar de residuos de dois a vinte
residuos de aminoacidos, sendo alguns peptideos especificamente maiores, por exemplo, o
peptideo denominado por Lunasin que contem 43 aminoacidos (MEISEL; FITZGERALD,
2003).

Na ultima década, foi reconhecido que a proteina dietética € uma boa fonte de
peptideos bioativos com um espectro amplo de atividades biolégicas (HARTMANN;
MEISEL, 2007). Os precursores dos peptideos bioativos podem ser classificados de acordo
com sua origem: animal (havendo ainda dentro deste uma separacdo para 0S marinhos) e
vegetal. S&o fontes de peptideos bioativos de origem animal: leite, ovos e carne; de fonte
marinha: peixe (destacando-se o salmao), ostras e cavalo marinho; e de origem vegetal: arroz,
trigo, soja, cevada e milho (SINGH; VI1J; HATI, 2014); todas estes ja foram investigados em
associagdo com suas propriedades farmacologicas (UDENIGWE; ALUKO, 2012).

Das fontes proteicas mencionadas, muitos trabalhos tém reportado a clara de ovo, das
mais diversas espécies de ave, como fonte de peptideos bioativos ou de hidrolisados proteicos
com fungdo antioxidante (LIN et al., 2013; REN et al.,, 2014 e LIU et al., 2015), anti-
hipertensiva (MAJUMDER et al., 2010; RAO et al., 2012 e POKORA et al., 2014), anti-
inflamatéria e regulatéria do metabolismo de lipideos (GARCES-RIMON et al., 2016),
antimicrobiana (MEMARPOOR-YAZDI; ASOODEH; CHAMANI; 2012), inibitéria da -
glicosidase (YU et al., 2011).

2.4.1 Peptideos com Atividade Antioxidante

Os mais diversos organismos estdo vulneraveis ao estresse oxidativo devido a
exposicdo constante a varios agentes oxidantes, como poluentes atmosféricos, luz ultravioleta,
radiacdes ionizantes, ions de metais pesados e de H,O, dentre outros (BIRBEN et al., 2012).

No entanto, as espécies reativas de oxigénio e os radicais livres (anion superdxido Oye,
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radicais hidroxila *HO), sdo mediadores do estresse oxidativo e estdo fortemente relacionadas
com doengas cronicas, como cancer (VALKO et al., 2006), doencas inflamatdrias
(THOMSON; HEMPHILL; JEEJEEBHQY, 1998) e a doenca de Alzheimer (BUTTERFIELD
et al., 2001; NGO et al., 2010).

O estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre as espécies reativas de
oxigénio e os antioxidantes; situacdo que pode ser devido ao acumulo das espécies reativas de
oxigénio ou pela deplecdo dos antioxidantes. Como consequéncia deste desequilibrio, quatro
principais eventos ocorrem: (1) a peroxidacdo lipidica e rearranjo da bicamada lipidica da
membrana celular, (2) modificacGes na cadeia peptidica (fragmentacdo da cadeia de peptideo,
a alternancia de carga elétrica de proteinas, ligacdo cruzada entre proteinas e oxidacdo de
aminoacidos especificos), (3) modificacbes do DNA - degradacdo de bases, delecdes,
mutacdes ou translocacdes, e quebra da cadeia de DNA, e (4) a ativacdo de varios fatores de
transcricdo NF- kB (fator nuclear kappa B) e AP-1 (proteina ativadora 1), que séo regulados
por alteracdes do estado redox da célula e que estdo envolvidos na resposta inflamatoria.

O sistema antioxidante integrado das células contribui para contrabalancear os efeitos
prejudiciais das espécies reativas de oxigénio e sua contribuicdo se da por antioxidantes
enzimaticos (catalase, glutationa peroxidase, glutationa S-transferase) que sdo responsaveis
pela inibicdo do H,O, e/ou dos hidroperoxidos lipidicos, e ndo enzimaticas (peptideos,
compostos fendlicos e outros) (SHI et al., 2014).

Antioxidantes sdo, portanto, substancias que atuam sob essas espécies reativas,
impedindo a acdo destas, e sdo definidos como compostos que quando presentes em baixas
concentracdes em relacdo ao substrato oxidavel sdo capazes de inibir ou retardar a sua
oxidacio (CORREA, 2013).

O interesse em encontrar substancias antioxidantes vem aumentando ao longo dos
anos, principalmente aqueles de origem alimentar, pois estes podem proteger o0 corpo humano
contra o estresse oxidativo causado pelos radicais livres e, assim, atrasar 0 surgimento ou
progressdao de muitas doencgas crénicas, bem como impedir a oxidacdo lipidica em alimentos
ajudando em sua preservacao (KADRI et al., 2011).

Como exemplo podemos citar alguns antioxidantes naturais, incluindo o 4&cido
rosmarinico, catequina, tocoferdis, acido ascorbico, entre varios extratos fendlicos de origem
vegetal, que sdo muito utilizados em alimentos processados. Contudo, a busca por

antioxidantes naturais tem se estendido além dessas fontes ja utilizadas e varios estudos tem
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mostrados que peptideos e hidrolisados de proteinas de origem vegetal e animal podem
possuir atividade antioxidante significativa (XUE et al., 2009).

Muitos peptideos, que contém tirosina, metionina, histidina, lisina ou triptofano, séo
geralmente aceitos como antioxidantes. Esta atividade vinculada a peptideos bioativos pode
ser atribuida ao seu potencial sequestrador de radicais, a inibicdo da peroxidacgdo dos lipidios
e de ions metdlicos pela quelacdo desses ultimos (SINGH; VIJ; HATI, 2014) e estad
intimamente relacionada com os aminodcidos constituintes, a estrutura da cadeia e
posicionamento correto desses aminoacidos (SARMADIA,; ISMAILA, 2010).

A inibicdo da oxidacdo lipidica pelos peptideos antioxidantes pode ser realizada por
maltiplas vias incluindo a inativacdo das espécies reativas de oxigénio, a eliminacdo de
radicais livres, quelacdo de metais de transicdo pro-oxidativos, reducdo de hidroperéxidos e
pela aumento da capacidade antioxidante endogena de alimentos (ELIAS; KELLERBY;
DECKER, 2008).

Os metodos empregados para se avaliar os efeitos antioxidantes desses peptideos,
incluem ensaios de eliminagcdo de superdxido, peréxido de hidrogénio, hidroxila, oxigénio
livre de peroxinitrito; podendo-se destacar os de eliminacdo do 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH), o acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS) e da capacidade de absorcdo do
radical oxigénio (ORAC) (MCDONALD-WICKS; MADEIRA; GARG, 2006).

Peptideos com atividade antioxidante podem ser obtidos pela hidrdlise proteica e séo
afetados diretamente pelo tipo de hidrolise pela qual a proteina precursora passou. Esta
hidrolise pode ser realizada das seguintes formas: (a) hidrolise enzimatica por enzimas
digestivas; (b) fermentacdo de leite, ou outras bebidas como o molho de soja, com culturas
proteoliticas iniciadoras e; (c) protedlise por meio de enzimas produzidas por micro-
organismos ou plantas (KORHONEN, 2009a).

Quanto a proteina precursora, muitos estudos tém demonstrado peptideos de origem
animal e vegetal com acdo antioxidante; como peptideos derivados das proteinas do ovo,
proteinas de soro e da caseina do leite, proteinas de soja (PENG; XIONG; KONG, de 2009;
TANZADEHPANAH; ASOODEH; CHAMANI, 2012; JI et al., 2014; CASTRO; SATO,
2015; LIU et al.,, 2015). De forma mais especifica, as proteinas presentes no ovo sdo
componentes importantes no desenvolvimento de alimentos funcionais e nutracéuticos e
muitos estudos relataram que hidrolisados proteicos ou peptideos derivados do ovo podem

exercer atividades biologicas diferentes, incluindo a atividade antioxidante (LIU et al., 2015).
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2.4.2 Peptideos com Atividade Anti-hipertensiva

A hipertensdo é reconhecida como um fator de risco grave, ainda que controlavel, para
0 desenvolvimento de doencas cardiovasculares (COLLINS; MACMAHON, 1994), incluindo
arteriosclerose, acidente vascular cerebral e infarto do miocardio (SHEIH; FANG; WU,
2009); ela afeta de 20 a 45% da populagéo ativa e de 50 a 60% da populacdo idosa (GOKCE,
2004).

A enzima conversora de angiotensina (ECA) é um dos principais reguladores da
pressdo arterial por meio de duas diferentes reacdes no sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA). A inibicdo da ECA, portanto, resulta numa diminuicdo da pressao
arterial, uma vez que a ECA atua como um catalisador para a conversao da angiotensina | em
angiotensina I, um potente vasoconstritor. A ECA também atua como um catalisador na
inativacao da bradicinina, um vasodilatador que regula a liberacdo do 6xido nitrico endotelial
vascular (ON). Por sua vez, o ON promove o relaxamento vascular e angiogénese tendo um
papel importante na regulacdo da presséo arterial (GOKCE, 2004; FLEMING, 2007).

Muitos inibidores de ECA sintéticos (captopril, enalapril, lisinopril e ramipril) séo
utilizados no tratamento da hipertensdo, no entanto apresentam efeitos colaterais: tosse seca,
perda do paladar, hipercalemia, erupgdes cutaneas, disturbios hematologicos (ANTONIOS;
MACGREGOR, 1995; TENENBAUM et al., 2000) e angioedema (AGOSTONI; CICARDI,
2001), fazendo com que haja uma reducdo da adesdo ao tratamento medicamentoso prescrito,
para alguns pacientes (BREMMER, 2003).

Devido a estes efeitos adversos, existe grande interesse em identificar e extrair
inibidores de ECA, a partir de fontes naturais de alimentos que podem ser empregados como
substitutos de compostos sintéticos. Neste contexto, alguns alimentos podem liberar peptideos
com atividades biologicas durante o processamento ou durante a digestdo enzimatica
(SHAHIDI; ZHONG, 2008). A utilizacdo desses peptideos estaria associada a uma menor
incidéncia de efeitos secundarios negativos; além de que, 0s peptideos naturais possuem as
vantagens de serem especificos (o que limita os efeitos secundarios negativos), potentes
(possuem alta eficiéncia terapéutica) e de possuirem baixa toxicidade (THAYER, 2011).

Peptideos anti-hipertensivos sdo 0s peptideos bioativos mais estudados em alimentos;
eles exibem a sua atividade pela inibi¢cdo da ECA,; sendo essa atividade inibitoria comprovada

pela diminuicdo da pressao arterial em ratos espontaneamente hipertensos: valil-prolil-prolina
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(Val-Pro-Pro), isoleucil-prolil-prolina (lle-Pro-Pro) e tirosina-prolina (Tir-Pro) (SEPPO, et al.,
2003).

Teoricamente, esses peptideos podem ser liberados a partir de proteinas da dieta pela
digestdo no intestino; no entanto a quantidade de peptideos assim gerados ndo é suficiente
para induzir quaisquer efeitos significativos. Em contraste, a hidrdlise enzimatica de proteinas
dietéticas oferece um método rapido e reprodutivel para a producdo de fracdes de peptideos
bioativos suficientes (HARTMANN; MEISEL, 2007).

Muitas fontes proteicas alimentares tém sido empregadas e estudadas quanto a
producdo de peptideos inibidores da ECA, como de arraias (Raja kenojei), de peles de animais
(bovinos, peixes, ras, dentre outros) (LEE; JEON; BYUN, 2011), de peixes como a Pescada
do pacifico (SAMARANAYAKA; KITTS; LI-CHAN, 2010), proteinas de arroz (CHEN et
al., 2013); de feijdo (RUI et al., 2013) e proteinas do ovo de diversas espécies (MAJUMDER,;
WU, 2010; LIU et al., 2010; RAO et al., 2012; POKORA et al., 2014 e MAJUMDER et al.,
2015).

2.4.3. Peptideos com Atividade Antibacteriana e Antiviral

Ao longo dos anos o surgimento de bactérias resistentes a antibioticos tem ameacado a
salde humana e é consequéncia da mutacdo de um ou mais genes que estdo associados com
desintoxicacdo de uma ou mais substancias nocivas a bactéria. Consequentemente, as
bactérias mutantes tornam-se resistentes a agentes quimioterapicos convencionais e sua
sobrevivéncia é fisica e geneticamente aprimorada (SILA et al., 2014). Um exemplo classico
de resisténcia bacteriana € a cepa Staphylococcus aureus MRSA, do inglés Methicillin
Resistant Staphylococcus aureus. A meticiclina foi introduzida na intengéo de combater cepas
de S. aureus que apresentaram resisténcia a penicilina. Apds dois anos de sua utilizacao, o S.
aureus ja se mostrou resistente também a esta droga, tornando-se o principal agente
infeccioso envolvido em infeccdes hospitalares (ENRIGHT et al., 2002).

Outro fator que contribuiu para a falta de opcOes terapéuticas de combate a estes
micro-organismos foi o surgimento de bactérias produtoras de carbapenemases (HIRSCH;
TAM, 2010). Essas enzimas sdo capazes de hidrolisar antibioticos carbapenémicos, tornando
as bactérias que as produzirem resistentes a essa classe de antibidticos. As carbapenemases
sdo predominantemente encontradas em Klebisiella pneumoniae, contudo pode ser produzida

por varias enterobactérias, incluindo Enterobacter sp., Escherichia coli, Salmonella enterica,
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dentre outras, além de bactérias Gram-negativas como Pseudomonas aeruginosa
(QUEENAN; BUSH, 2007).

A resisténcia antimicrobiana foi estabelecida devido a0 mau uso de antibioticos nas
ultimas décadas e resultou no surgimento de cepas resistentes a diversas drogas, as cepas
multirresistentes (HEYMANN, 2006; PARK et al., 2011). Este problema tem criado uma
necessidade urgente de desenvolver novas classes de agentes antimicrobianos com
mecanismos de a¢do diferentes dos antibidticos convencionalmente empregados (PARK et al.,
2011; PAPHITOU, 2013). Por esta razdo, peptideos que desempenham atividade
antimicrobiana sdo cada vez mais estudados para este fim. Existem propriedades intrinsecas e
Unicas dos peptideos bioativos que os tornam agentes terapéuticos atraentes para esta
aplicacdo, como o fato de mostrarem alta atividade biol6gica associada a baixa toxicidade e
alta especificidade; aliados a rara inducéo a resisténcia microbiana e a capacidade de sinergia
com antibioticos (PALUMBO et al., 2010; SILA et al., 2014).

Peptideos antimicrobianos (PAMS), portanto, constituem a primeira linha de defesa
contra micro-organismos invasores; formando um mecanismo de defesa antigo contra micro-
organismos patogénicos que entram facilmente em contato com o hospedeiro através do
ambiente (SUGIARTO; YU, 2004). Sdo moléculas relativamente pequenas, com menos de
100 aminoacidos de comprimento, e que possuem um amplo espectro de atividade
antimicrobiana e sdo considerados um componente fundamental do sistema imune inato
(RADEK; GALLO, 2007) e podem ser classificados de acordo com seu desdobramento
estrutural como a-hélice, folha-B, estendido e alga; e caracterizados de acordo com suas
propriedades fisico-quimicas tais como carga, hidrofobicidade, sequéncia de aminoacidos e
anfipaticidade (PETERS et al., 2010).

Geralmente, os PAMs sdo moléculas catidnicas que interagem com os fosfolipidios
anidnicos da membrana microbiana, conferindo seletividade aos mesmos (PALUMBO et al.,
2010); adotando uma estrutura anfipatica, em que suas subunidades hidrofobicas séo
organizadas lado a lado. Entdo, quando cationicos e hidrofobicos, os PAMs tém maior
facilidade em interagir e se inserir em paredes celulares anibnicas ou nas membranas
fosfolipidicas dos micro-organismos (BROWN; HANCOCK, 2006).

Alguns estudos levantam a hipétese de que os PAMs agem por diferentes mecanismos,
dentre os quais, o0 modo de acdo na membrana plasmatica tem sido intensivamente
investigado (CHEN; MARK, 2011; TEIXEIRA; FEIO; BASTOS, 2012). Embora este
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mecanismo ndo esteja totalmente elucidado, acredita-se que o processo de ligacdo a
membrana seja a etapa inicial da acdo antimicrobiana exercida pelos PAMs (PAPO; SHAI,
2003).

Acredita-se que mais de 1600 peptideos antimicrobianos catibénicos tém sido
purificados a partir de uma vasta gama de organismos ou de sintese quimica baseada na
sequéncia de peptideos purificados (WANG; WANG, 2004). No entanto, os PAMs também
podem ser derivados da hidrélise de proteinas dietéticas e igualmente possuem propriedades
bioldgicas especificas, 0 que os tornam potenciais ingredientes funcionais ou alimentos
promotores de saude. Neste contexto, 0s PAMs ndo sdo obtidos por sintese de um organismo,
mas sim pela degradacdo proteolitica de algumas proteinas; que pode ocorrer dentro ou fora
do organismo (SILA et al., 2014).

A maioria dos PAMs produzidos pela hidrolise enzimética de proteinas foi isolada a
partir de proteinas do leite (PELLEGRINI, 2003). Porem, varios estudos relataram a obtencéo
de peptideos antibacterianos por hidrolise enzimatica de hemoglobina (CATIAU et al., 2011;
YABA ADJE et al., 2011), de organismos marinhos (DOYEN et al., 2012; BEAULIEUA et
al., 2013) e da clara de ovo (BHAT et al., 2015).

Esses PAMs podem ser encontrados nos mais diversos organismos, como linha
priméaria de defesa (imunidade inata) e possuem atividade antimicrobiana de amplo espectro
utilizada para defender-se de uma gama de micro-organismos, que além das bactérias podem
ser citados os fungos, virus e protozoarios (BATISTA et al, 1999).

Como exemplo, podem ser citados os peptideos obtidos em secrecdes de pele de ra
que tém demonstrado potente atividade antiviral, quer por inativacdo direta das particulas de
virus, quer por interferéncia do ciclo de reproducdo viral. Estas propriedades, combinadas
com o curto tempo de contato necessario para induzir a morte, incentivaram o0
desenvolvimento de novos agentes antivirais. Ainda mais porque, 0 mesmo problema causado
pela resisténcia a multiplos farmacos no tratamento de infecgGes bacterianas também é
encontrado na quimioterapia viral (LORD; ASHWORTH, 2013). Devido ao seu mecanismo
de acdo ndo especifico e destrutivo, os peptideos que penetram nas células mostram potencial
terapéutico contra a infeccdo viral ndo encontrada na terapia convencional (CONLON et al.,
2014).

Tem sido relatada atividade antiviral de peptideos humanos, insetos e vegetais, contra

diversos virus: herpes virus tipo 1 e 2, virus da imunodeficiéncia humana tipo 1, virus da
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estomatite vesicular, influenzavirus e citomegalovirus (MATANIC; CASTILLA, 2004). No
entanto, trabalhos que demonstram atividade de peptideos ou hidrolisados proteicos contra
virus obtidos por acdo enzimatica sdo escassos, demonstrando a necessidade de estudos que
busquem peptideos de diferentes fontes (mais baratas) para serem aplicados na terapia

antiviral.

2.4.4 Peptideos com Atividade Antidiabética

Diabetes € uma condicdo patoldgica que ocorre quando o pancreas ndo produz insulina
suficiente ou quando o organismo ndo consegue utilizar efetivamente a insulina que produz. A
insulina € um importante horménio anabdlico que regula o metabolismo de carboidratos e
gorduras. A captacdo de glicose pelos 6rgdos como os musculos e tecido adiposo é devido a
acdo da insulina, que quando ausente ou ndo atuante causa a hiperglicemia (REKHA,;
SHARMA, 2013).

De forma geral, existem duas formas basicas de diabetes, a tipo 1 e tipo 2. Na diabetes
tipo 1 ha muito pouca ou nenhuma producéo de insulina; ja no tipo 2 haverd producéo de
insulina, no entanto as células ndo conseguem utilizar a insulina eficazmente. A maioria da
populacdo diabética tem diabetes tipo 2. Porém, um terceiro tipo de diabetes pode ser citado,
0 diabetes mellitus gestacional (GDM), que pode se desenvolver durante a gravidez, mas
geralmente desaparece apds a mesma (WILD et al., 2004; REKHA; SHARMA, 2013).

A prevaléncia de diabetes mellitus aumentou consideravelmente em todo o mundo
(GORELICK et al.,, 2011). Ainda sendo esperado que esta doenca afete 438 milhdes de
pessoas em 2030, com 70% dos casos ocorrendo na populacdo de baixa-média renda em
paises em desenvolvimento. E uma doenca que se desenvolve com um aumento da obesidade
e com o envelhecimento na populacdo em geral e que na auséncia de tratamento adequado e
em tempo oportuno, a diabetes mellitus pode causar complicacdes cardiovasculares, sendo a
principal causa de morbidade e mortalidade da doenca (YU et al., 2011a e 2011b).

Durante o desenvolvimento da diabetes tipo 2, a capacidade da insulina para estimular
a captacdo celular de glicose do sangue é comprometida (ORME; BOGAN, 2009). Sendo a
terapia desejada aquela capaz de regular a concentracdo de glicose no sangue a nivel ideal
pos-prandial. Assim, os inibidores das enzimas a-amilase (que hidrolisa carboidratos de
cadeia longa) e da a-glicosidase (que hidrolisa a glicose), sdo eficazes no atraso da absorcéo

de glicose pela inibi¢do da hidrélise dos carboidratos que liberariam glicose no sangue (YU et
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al., 2012) evitando, assim, grandes picos nos niveis de glicose no sangue ap6s uma refeicéo,
minimizando os periodos de hiperglicemia para o paciente (CHIN 2015 et al., 2015).

Existem inibidores de a-glicosidase de origem microbiana j& estabelecidos como
acarbose e voglibose, e de origem vegetal como nojirimicina e 1-desoxinojirimicina (KIM et
al., 2004). Esses inibidores podem ser categorizados em trés tipos: compostos heterociclicos
N-substituidos  polihidroxilados, cicloalcenos polihidroxilados e oligbmeros de
pseudoacucares (CHIN et al., 2015). No entanto, muitos pesquisadores tém se concentrado na
busca de compostos antidiabéticos a partir de materiais naturais (LIU et al., 2011), tais como
polissacarideos contidos em folhas utilizadas em cha (XIAO et al., 2011), hidrolisado de
musculo de peixes, como a sardinha (MATSUI et al., 1996) e isoflavonas de soja
(NIAMNUY et al., 2011).

Com a introdugdo recente da Byetta™, Victoza™, Lyxumia® e Bydureon™, a classe
de farmacos baseada em GLP-1 (peptideo semelhante ao glicagon 1) emergiu como
terapéutica importante para o tratamento de diabéticos e o desenvolvimento de drogas
peptidicas derivadas de somatostatina, calcitonina, hormonio paratiredide (PTH), vasopressina
e peptideo semelhante ao glucagon 2 (GLP-2) tornou-se importante op¢do no tratamento para
as indicacdes metabolicas. Estes agentes antidiabéticos ilustram a diferenciacdo de produtos
com base nas diferencas de eficicia, tolerabilidade, frequéncia da administracdo e
apresentacdo (LEVY et al., 2014). No entanto, é importante explorar os componentes
alimentares, tais como hidrolisados de proteinas que possuem atividade inibidora dessas
enzimas como alternativas potenciais de nutracéuticos (URAIPONG; ZHAO, 2015).

Alguns medicamentos populares e alimentos funcionais naturais, como folhas de
goiaba (WANG; DU; SONG, 2010), sorgo (KIM; HYUN; KIM, 2011), soja fermentada
(CHEN et al., 2007) e Kaempferia parviflora (AZUMA et al., 2011), tém sido apontados
guanto a sua atividade antidiabética na supressao da producao de glicose e/ou sua absorcao no
intestino. Porém, hidrolisados de proteinas tém atraido atencdes (YU et al., 2011).

Peptideos ou hidrolisados proteicos de origem alimentar tém sido analisados quanto a
acdo inibitdria das a-amilase e a-glicosidase, como os hidrolisados de proteina de farelo de
arroz (URAIPONG; ZHAO, 2015) peptideos originados do musculo de sardinha (MATSUI et
al., 1996) e peptideos da clara de ovo (YU et al., 2012).
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2.5 Clara de Ovo De galinha de capoeira e Obtenc¢do de Peptideos Bioativos

Entende-se por ovo, sem outra especificacdo, o ovo de galinha em casca (BRASIL,
1990). Sendo considerado um alimento natural, equilibrado e de baixo custo, que contém
grande teor de proteina de alta qualidade bioldgica, gorduras, vitaminas e minerais
(OLIVEIRA, 1999).

Por esta razio, 0 ovo é um dos alimentos mais completos da dieta humana (REGO et
al., 2012), representando um ingrediente essencial em muitos produtos alimentares, com alta
importancia na culinéria brasileira, ao combinar propriedades nutricionais e funcionais.
Ademais, 0s ovos representam um produto nutritivo de facil acesso para populacdo, devido
seu baixo custo; sendo importantes constituintes da alimenta¢do, ao contribuir com o
enriquecimento nutricional da dieta de pessoas de baixa renda (LOT et al., 2005; PASCOAL
et al., 2008).

Quanto a constituicdo, o ovo pode ser divido em quatro partes principais: casca,
membrana da casca, gema e clara ou albumen; e cinco partes em menor proporc¢do: o disco
germinativo, a calaza, a cdmara de ar, a cuticula e as membranas da casca. De todos 0s
constituintes do ovo, a clara corresponde a dois tercos do volume do ovo sem casca
(SARCINELLI; VENTURINI; SILVA, 2007), e € composta principalmente por agua (88,5%)
e proteinas (13,5%), além de vitaminas do complexo B (riboflavina — B2) e tracos de gorduras
(FAO, 2010). As principais proteinas presentes na clara sao as ovoalbumina, conalbumina,
ovomucodide, ovomucina e lisozima. Dentre estas proteinas a ovoalbumina e a conalbumina
representam a maior parte, 70%, do total de proteinas que sdo encontradas na clara e sdo
responsaveis pela gelatinizacdo do albiumen (RAMOS, 2008).

A proteina do ovo pode ser considerada padrdo quando se compara as outras fontes
proteicas com 93,7% em valor bioldgico e sdo consideradas de alto valor bioldgico porque
contém os nove aminoacidos essenciais da dieta humana: lisina, metionina, triptofano, valina,
histidina, fenilalanina, leucina, isoleucina e treonina. Esses aminoacidos estdo distribuidos em
todos os componentes do ovo, sendo a maioria, encontrados na clara (USDA, 2012).

Porém, a composicdo do ovo pode variar a depender de fatores como espécie, idade,
tamanho, nutricdo, genética, manejo e estado sanitario das aves (AUSTIC; NESHEIM, 1990);
por exemplo, sabe-se que 0s ovos de galinhas criadas soltas (caipiras ou de capoeira) possuem
cerca de quatro vezes mais vitamina A que o0s ovos de granja. Além dessa vantagem,

determinada pela presenca de maiores teores de carotenoides totais e retinol, o ovo de galinha
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criada em sistema orgénico, ndo contém residuos de antibioticos uma vez que essas aves ndo
recebem racdes comerciais. J& as galinhas de granja, de criagdo convencional, tanto as criadas
em galpdes como em gaiolas, em sua maioria, sdo alimentadas com racdes comerciais que
apresentam antimicrobianos e aditivos quimicos (SARCINELLI; VENTURINI; SILVA,
2007). Por esta razéo, os ovos de galinha de capoeira e organicos podem ser considerados
mais benéficos para a salde.

O uso de drogas antimicrobianas em animais de producdo tornou-se um importante
problema de sadde publica. O aumento do uso de tais compostos tem causado muitos efeitos
nocivos sobre o consumidor como estimulagdo da resisténcia microbiana (CERNIGLIA;
KOTARSKI, 2005), reagfes de hipersensibilidade e alteracdo da microflora intestinal
(ANTUNES et al., 2005). Alguns estudos tém relatado a estabilidade dos residuos de
farmacos apos o processamento alimentar de ovos, como a cozedura (OKERMAN et al.,
2007).

No entanto, a coccdo do ovo pode causar a perda de algumas fungdes de seus
compostos, afetando principalmente a agdo de vitaminas (SEIBEL, 2005). Além disso,
algumas proteinas do ovo, especificamente da clara de ovo, ao serem desnaturadas pela acéo
térmica perdem algumas atividades biolégicas que a possuem, como antimicrobiana,
imunomoduladoras, anticancerigenas, anti-hipertensivas e antioxidantes (KOVACS-NOLAN;
PHILLIPS; MINE, 2005); e sua ingestdo in natura nao € indica, uma vez que algumas dessas
caracteristicas sdo consideradas antinutricionais (SEIBEL, 2005).

Assim, uma extensa pesquisa tem sido conduzida a fim de se identificar e caracterizar
novos componentes biologicamente ativos e melhorar o valor agregado dos ovos como fonte
rotineira e barata de compostos biologicamente ativos (YU et al., 2011b). Desta forma, a
hidrolise enzimatica das proteinas da clara de ovo para a liberacdo de peptideos com
atividades bioldgicas seria uma forma de se aproveitar todo o valor nutricional e funcional da
clara de ovo. Muitos trabalhos tém mostrado peptideos derivados da clara de ovo com
atividades bioldgicas: inibidora da enzima de conversdo da angiotensina (ECA) (FUJITA, et
al.,1995), antioxidante (DAVALOS et al., 2004), quelantes de minerais (SAMARAWEERA
et al., 2011), anti-inflamatéria (HUANG et al., 2010), antimicrobiana (GONG et al., 2009),
anticoagulante (YU et al., 2011a, 2011b), anticancerigena (Y1 et al., 2003) e antidiabética
(YU et al., 2011a, 2011b).
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3. OBJETIVOS

a. Objetivo geral
Avaliar in vitro o potencial de atividades bioldgicas dos hidrolisados obtidos a partir
da hidrdlise das proteinas da clara de ovos de galinha de capoeira pela acdo de proteases

produzidas por Aspergillus avenaceus URM 6706.

b. Obijetivos especificos

e Avaliar a influéncia de variaveis na producdo de proteases por Aspergillus avenaceus
URM 6706;

e Otimizar a producdo de protease por meio de planejamento estatistico;

e Caracterizar a protease produzida por Aspergillus avenaceus URM 6706 quanto ao pH
e temperatura 6timos, estabilidade ao pH e a temperatura e a agdo de inibidores;

e Purificar a protease produzida por Aspergillus avenaceus URM 6706;

e Hidrolisar as proteinas contidas na clara de ovos de galinha de capoeiras para a
producéo de peptideos bioativos;

e Auvaliar in vitro as atividades antiestafilococica, antioxidante, inibidora da enzima
conversora de angiotensina (ECA), antidiabetica e antiviral dos hidrolisados proteicos

da clara de ovo de galinha de capoeira.
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RESUMO

O estudo relata a caracterizacdo da protease produzida por Aspergillus avenaceus URM 6706, um fungo da Caatinga / Brasil.
A otimiza¢do da producédo foi 15,47 vezes maior que a producdo obtida pelo planejamento estatistico Plakett-Burman. A
protease possui pH 6timo de 7,0 e uma temperatura 6tima de 50 °C. Apds 180 minutos de ensaio de estabilidade, a atividade
enzimatica foi mantida a 96,7% e 80% em pH 7,0 e 40 °C, respectivamente. Nao houve alteragdo significativa da atividade
protedsica por acdo dos ions metalicos estudados. Das substancias surfactantes testadas, apenas SDS inibiu a atividade
proteéasica em 50%. A protease foi inibida por PMSF e apresentou valores de Ky, Vinax € Keat de 0,358 mg.mL™, 16,31 mg.mL"
'minuto™ e 1,58 segundo™, respectivamente; uma energia de ativacdo (E.,) de 14,4 kJ.mol™ e uma variagdo de entalpia padréo
(AH) do desdobramento enzimético reversivel de 11,92 kJ.mol™. Assim, devido as condicdes 6timas de atividade, pH,
temperatura e caracteristicas da cinética e termodinamica enzimatica, a protease produzida por A. avenaceus URM 6706 pode
ser utilizada industrialmente.

Palavras-chave: serino protease, fermentacdo submersa, planejamento estatistico e termodinamica

1. Introducdo

As proteases comerciais sao produzidas principalmente a partir de micro-organismos que produzem cerca de 40%
das proteases vendidas mundialmente. Essa participacdo dos micro-organismos se da por serem excelentes fontes de enzimas
devido a ampla diversidade bioquimica e susceptibilidade a manipulacdo genética. Dentre 0s micro-organismos que podem
ser utilizados, os fungos filamentosos tém muitas vantagens por produzirem grandes quantidades de enzimas extracelulares
[1].

Os fungos também séo capazes de crescer em meios de producdo de baixo custo [2] e oferecem uma vantagem
adicional em relagéo as bactérias por tornarem o processo de purificacdo mais facil [3]. O género Aspergillus, por exemplo,
tem sido extensivamente estudado, pela capacidade de secretar niveis elevados de enzimas [4].

No entanto, existe a necessidade de se pesquisar novas fontes de proteases a partir de espécies flngicas nativas [5].
Do ponto de vista comercial, a obtencdo de proteases flngicas requer a avaliacdo de pardmetros como a otimizacdo da
producdo. Assim, o planejamento estatistico € usado como uma técnica para otimizar processos e é empregado com sucesso
ao estudar os efeitos de multiplos fatores na producdo de enzimas proteoliticas [6].

Ademais, o potencial de aplicacdo de enzimas em processos industriais depende da sua atividade catalitica, isto é,
depende da sua atividade e estabilidade sob diferentes condicbes fisicas tais como pH e temperatura [7]. Assim, a
caracterizacdo de enzimas é uma etapa importante, sendo fundamental o estudo desses pardmetros nos processos enzimaticos

para aplicagdo industrial [8].
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Portanto, objetivou-se com este estudo otimizar a producdo, caracterizar bioquimicamente e estudar os parametros

cinéticos e termodinamicos da protease produzida por A. avenaceus URM 6706.

2. Materiais e Métodos
2.1. Micro-organismo e preparacao do inoculo
Aspergillus avenaceus URM 6706 foi isolado do solo da Caatinga e obtido da cole¢do de culturas URM do
Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco, Brasil. Foi mantido em meio de cultura Batata
dextrose agar (BDA) e seus esporos foram recolhidos de uma cultura com 5 dias de crescimento pela acdo da solucgdo de

Tween 80 a 0,1% e padronizados numa concentracéo de 10° esporos.mL™.

2.2. Atividade proteasica
A atividade proteéasica foi realizada segundo método de Leighton et al [9], com algumas modificacGes, em que 60
pL do extrato enzimatico foram adicionados a 100 uL de azocaseina em tampao Tris-HCI (1,0%). A mistura reacional foi
incubada por 1h a temperatura ambiente e interrompida pela adigdo de 480 uL de acido tricloroacético (TCA) a 10% (p/v),
seguida da centrifugagdo por 5 minutos a 8,000g e 4 °C. Do sobrenadante foram retirados 320 pL e adicionados a 560 pL
de NaOH (1M). Uma unidade (U) da atividade enzimética foi definida como a quantidade de enzima capaz de hidrolisar a

azocaseina de forma a aumentar 0,1 U da absorbancia a 440 nm.

2.3. Determinacédo do conteudo de proteinas totais no extrato enzimatico

O método de Bradford [10] foi utilizado para quantificar o conteido de proteinas. A curva de calibracdo foi realizada a
partir de solucdes estoque de albumina de soro bovino (BSA) numa faixa de concentragdes de 0-600 ug.mL™. As solucdes
foram submetidas a uma leitura da absorbancia a 595nm em espectrofotémetro (Biochrom Libra S6®, Cambridge, Reino

Unido).

2.4, Selecdo de variaveis pelo planejamento Plackett-Burman
A producdo da enzima foi realizada por fermentacdo submersa em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL
de meio inoculado com 10° esporos.mL™. As variaveis estudadas foram rotacéo, tempo de fermentaco, temperatura, farinha
de soja, extrato de levedura, soro de leite, glicose, peptona, MgSQO,, ZnSO,, FeSO4 e MnCl,. A variavel resposta foi a
atividade proteasica E o delineamento proposto Plackett-Burman composto com 16 experimentos (PB16) para selecionar as

variaveis de acordo com seus principais efeitos (Tabela 1).
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2.5. Otimizacg&o da producéo pelo Delineamento Composto Central (DCC)

Os niveis de quatro varidveis significativas selecionadas pelo Plackett-Burman e os efeitos de interagdo entre eles
foram analisados e otimizados pela metodologia de superficie de resposta (RSM) usando o Delineamento Composto Central
(DCC). As variaveis significativas utilizadas foram a rotagdo, temperatura, extrato de levedura e MgSO,. O delineamento
experimental foi composto por 27 ensaios e as variaveis independentes foram estudadas em cinco niveis diferentes (Tabela

2).

2.6. Validacdo do modelo estatistico
Com o objetivo de confirmar as condicOes ideais previstas pelos planejamentos estatisticos empregados,

experimentos adicionais foram realizados para validar o modelo proposto.

2.7. Efeito do pH na atividade e estabilidade enzimatica
O pH étimo foi determinado pelo emprego de diferentes tampdes a 0,2 M, fosfato de sodio, Tris-HCI e carbonato-
bicarbonato, numa faixa de pH entre 5,0 - 11,0. A estabilidade do pH foi avaliada, sujeitando-se 0 extrato enzimatico aos
mesmos tampdes antes da reacdo enzimatica iniciar. Foram retiradas aliquotas no intervalo de 0-180 minutos para se

determinar a atividade proteasica ao longo do tempo.

2.8. Efeito da temperatura na atividade e estabilidade enzimética
A temperatura 6tima foi determinada pela realizacdo da atividade proteasica em diferentes temperaturas (30 - 80
°C). Para a estabilidade térmica, a enzima foi submetida as mesmas temperaturas previamente a reacdo e aliquotas foram

retiradas no interval de 0-180 minutos para determinar a atividade protedsica ao longo do tempo.

2.9. Efeito de ions metélicos, agentes oxidantes, surfactantes e inibidores de protease
Os fons Mg*, Zn?*, K*, Mn**, Na*, Ca®* e Fe®" foram testados quanto sua influéncia na atividade da enzima (10 mM
em azocaseina a 1,0%). Em adic¢do, a enzima foi incubada em diferentes concentracfes de Tween 20, Tween 80, Triton X-
100, SDS, PEG 2000, ureia e DMSO (1 e 5%), peroxido de hidrogénio e DTT (2 e 4%). Cada agente oxidante e surfactante
foi adicionado ao extrato na propor¢do de 1:1 (v/v), essa mistura foi incubada por 30 minutos a 28 °C, seguida da
determinacéo da atividade proteolitica.
A inibicdo da atividade enzimética também foi estudada por meio da adigdo dos seguintes inibidores de protease ao

extrato enziméatico bruto: EDTA (acido etilenodiaminotetracético), PMSF (fluoreto de fenilmetanossulfonilo), acido
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iodoacético - todos estes inibidores a uma concentragdo de 1,0 e 10,0 mM, e pepstatina A a 0,05 e 1,0 mm. Cada inibidor foi

adicionado ao extrato na proporc¢do de 1:1 (v/v) por 30 minutos a 28 °C, antes da atividade proteésica.

2.10. Pardmetros cinéticos
Para a determinagio dos parametros cinéticos, oito diferentes concentragdes de azocaseina (0,2-1,6 mg.mL™) com a
concentragdo constante de protease foram consideradas. Os ensaios foram realizados utilizando a atividade proteasica padréo.

Os parametros cinéticos (Km, Vmax, Kcat € Ki/Kear) foram calculados a partir do grafico Lineweaver—Burk.

2.11. Termodinamica da reacdo enzimatica
Os parametros termodindmicos foram investigados no intervalo de temperatura de 25-70 °C. A energia de ativacdo
(E.) e de desativacdo (Ey) foram obtidas da curva com inclinagdo linear da equacgdo de Arrhenius (Equacédo 1) no grafico de
In (k) versus 1/T, onde k é a constante de inativacdo enzimatica em razdo do aumento de temperatura T (em Kelvin). Os
valores de AH, 4, AS,q € AG,4 para ativagdo (a 25 °C) e desativagdo (45-70 °C) enzimatica foram calculados de acordo com
as Equacdes 2, 3 e 4, onde R é a constante ideal dos gases (8.314 J.K “.mol™), k, e h sdo as constantes de Boltzmann

(1.38064852 x 10?* m?kg.s?.K™) e de Planck (6.62607004 x 10°* m?.kg.s™), respectivamente.

In (k) = —= 2 @)
AH,, = E, —RT (2)
AS,q = AH; AG 3)
AGyy = —RT% 4)

Onde KB, h, AH, AS e R sdo constante de Boltzmann, constante de Planck's, entropia de inativagdo, entalpia e

constante universal dos gases, respectivamente.
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2.12.  Valores de D, Z e Qy e determinagdo do tempo de meia vida
O valor de D corresponde a redugdo decimal, sendo o tempo necessario para reduzir a velocidade da reacdo a 10%.
Foi determinado segundo Equacdo 5. O valor Z foi obtido pelo inverso do coeficiente angular construido em linha reta do log

(D) versus a temperatura (°C).

2,3026

D==- 5)

O tempo necessario para que a atividade residual da enzima atinja 50% da inicial é definido como o tempo de meia-
vida, que foi estimado como exposto na Equacéo 6, e o valor Q4 pela Equacéo 7:

tl/Z = InZ/Kd (6)

Q10= 10"z (1)

2.13.  Atividade enzimatica integral
Devido a desnaturacdo da enzima, a atividade da enzima torna-se uma funcdo do tempo. Por conseguinte, a
atividade integral, P (mM), pode ser predita por um processo continuo por meio da integracdo do produto de protease € o

coeficiente de atividade [11]. Atividade integral da protease foi calculada pela Equacéo 8:
P ()= J Agpdt = [ Agexp (=kqt) dt =22 [1 = exp(~kqt)] ®)

2.11. Analises estatisticas
Apobs a obtengdo dos resultados, foi realizada uma analise de variancia (ANOVA) utilizando o software Statistica
versdo 7.0 (StatSoft Inc.) para indicar variaveis estatisticamente significantes (p <0,05 para DCC e p <0,1 para PB) e ajuste

do modelo aos dados experimentais. Todos os ensaios foram realizados de forma aleatdria.

3. Resultados
3.1. Otimizacgdo da producdo de protease por Aspergillus avenaceus URM 6706
Doze varidveis foram analisadas usando o planejamento estatistico Plackett-Burman e seus efeitos na produgdo de
protease por A. avenaceus URM 6706 foram analisados. A produgdo de protease variou de 0,667 a 6,177 U.mL™, um
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aumento de aproximadamente 9,17 vezes para a variavel resposta. A analise de variancia (Tabela 2) mostrou que a regressao
foi significativa (<0,1) e que o coeficiente de determinacéo (R?) foi de 0,96, indicando que 96% da variacdo total das
respostas pode ser explicada pelo modelo. O experimento também indicou que a protease produzida por A. avenaceus URM
6706 ndo foi muito afetada pelas seguintes variaveis: tempo, farinha de soja, soro de leite, glicose, peptona, ZnSO,, FeSO, e
MnCl,. Por outro lado, observou-se que a temperatura, rotacdo, extrato de levedura e MgSO, foram estatisticamente
significativos (p <0,1) no campo experimental estudado (Tabela 3). No entanto, tais varidveis causaram efeitos negativos,
indicando que ao diminuir a temperatura de 32 para 26 °C, a rotacdo de 120 a 90 rpm, a concentracdo de extrato de levedura
de 1,0 a 0,25% e a concentragdo de MgSQO, de 0,5 a 0,1% ha um aumento na producdo da protease. As variaveis que nao
obtiveram efeito significativo na producéo de protease no estudo, foram mantidas em seus menores niveis.

O RSM foi utilizado para caracterizar efeitos individuais e interativos de quatro variaveis independentes (extrato de
levedura, rotacdo, temperatura e concentracdo de MgSQ,) utilizando o DCC. Estas variaveis foram selecionadas como
significativas, ou seja, que influenciaram a producdo de protease de acordo com o planejamento Plakett-Burman. A producédo
de protease e 0 0s ensaios do planejamento experimental sdo apresentados na Tabela 4 A producdo maxima de protease
(aproximadamente 10,32 U.mL™) foi atingida no ensaio composto por 0,5% de glicose, 0,5% de farinha de soja, 0,75% de
extrato de levedura e 0,5% de MgSQ,, representando uma atividade proteasica 15,47 vezes maior que o menor resultado
obtido pelo método de Plakett-Burman (0,66 U.mL™).

A andlise dos dados experimentais foi realizada por regressdo multipla e indicou que variaveis independentes e

varidveis dependentes estdo relacionadas pela seguinte equacdo polinomial de segunda ordem com 15 coeficientes:

Y = —79.38 + 1.03X; — 0.002X2 + 1.57X, + 0.003XZ + 39.78X, + 3.04X2 + 5.05X, + 4.15X2 — 0.02X, X, — 0.13X, X; —

0.10X,X, — 1.10X,X5 + 0.01X,X, — 3.60X5X, (9)

Onde, Y é o valor predito (atividade proteasica), e Xi, Xz, X3 € X4 sdo rotacdo, temperatura, extrato de

levedura e concentracdo de MgSO,, respectivamente.

A analise de varidncia (ANOVA) do modelo da superficie resposta representada na Equacdo 9 é demonstrada na
Tabela 5. O teste F de Fisher, indicou que a Equacdo 9 ajustada foi estatisticamente significativa (Fcal> Ftab) e que a falta de
ajuste mostrou boa concordancia (Fcal <Ftab) entre o modelo de resposta predita e os valores experimentais. A qualidade do
ajuste do modelo foi medida pelo coeficiente de determinagao (R?). O valor de R? foi de 0,85, indicando que 85% da variacio

total na atividade residual foi explicada pelo modelo ajustado.

69



Os efeitos das varidveis e das interagdes sdo mostrados na Tabela 6. Os resultados do delineamento composto
central demonstraram que a temperatura e o extrato de levedura, linearmente, e a rotagdo, linear e quadraticamente, foram
estatisticamente significativos (p <0,05) para a producdo da enzima. Destes, apenas a rotacdo, linearmente, teve efeitos
positivos. A rotacdo foi a varidavel que mais afetou a producdo de enzimas no campo experimental. As interacGes
significantes foram entre temperatura e rotacdo, rotacdo e extrato de levedura, temperatura e extrato de levedura e todos
apresentaram efeitos negativos. A Tabela 6 e a Equacdo 9 confirmam estes resultados.

O rendimento maximo para a produgdo de proteases foi determinado analisando superficies de resposta. Os
resultados previstos mostraram que a produgdo maxima de protease é obtida nas seguintes condicGes: 0,0% de extrato de
levedura (p.v''), 0,0% de MgSO, (p.v?'), 26 °C e 130 rpm, além das demais variaveis utilizadas no inicio do experiment em
seus menores niveis. O valor maximo previsto para a atividade enzimatica foi de 13 U.mL™. Os experimentos foram
realizados nas condi¢des previstas para confirmar resultados de otimizacao. Nestas condic@es, a producdo de protease atingiu
+ 12,19 UmL™ (um aumento de 18,37 vezes), valor proximo ao previsto. Este resultado indica a validacio do modelo e a
existéncia de um ponto 6timo. Este ensaio foi o utilizado para a producdo da protease a ser testada nas fases seguintes do

experimento.

3.2. Efeito do pH e temperatura na atividade e estabilidade enzimaticas

O pH étimo para a atividade da protease produzida por A. avenaceus URM 6706 foi 7,0 em tampdo Tris-HCI
(Figura 2). Embora a enzima tenha seu pH 6timo neutro, a atividade foi mantida acima de 60% em todas as solu¢des tampéo
testadas e, especificamente, acima de 90% em toda a faixa de tampéo Tris-HCI. A protease produzida por A. avenaceus URM
6706 foi estavel a uma certa faixa de valores de pH e permaneceu ativa em todos valores de pH testados, mesmo ap6s 180
minutos de ensaio. A atividade residual ap6s os 180 minutos de ensaio foi maior que 40% e 96,7% no pH mais acido e 6timo,
respectivamente (Figura 2).

Os efeitos da temperatura (Figura 3) foram diretamente proporcionais a atividade da protease até os 50 °C. A enzima
produzida por A. avenaceus URM 6706 teve temperatura 6tima a 50 °C, correspondendo a 100% da atividade. Contudo, aos
55 °C, a atividade da protease manteve-se préxima da atividade 6tima (92%). A enzima foi estavel a uma determinada faixa
de temperaturas, mantendo uma atividade superior a 80% apds 180 minutos (Figura 3) até 40 °C. A partir de 45 °C, a

atividade declinou significativamente.

3.3. Efeitos de ions metalicos, agentes oxidantes, tensioativos e inibidores de protease
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Foi possivel observar que a protease produzida por A. avenaceus URM 6706 ndo teve sua atividade prejudicada na
presenca de nenhum dos ions metalicos testados. A Tabela 7 mostra os efeitos desses ions na atividade da protease; os ions
Fe * e Mg?" potencializaram a atividade proteasica em quase 18% e 5% dos casos, respectivamente.

Na presenga de substancias tensoativas, a protease produzida por A. avenaceus URM 6706 apresentou bom
desempenho, atingindo um desempenho de mais de 80% na maioria dos ensaios. Apenas 0 SDS a 1% inibiu a atividade da
protease em 50%. Entre todos os inibidores testados, o PMSF proporcionou uma grande inibicdo na atividade da protease:
88,29% (1mM) e 89,15% (10 mM), respectivamente. O EDTA a 10 mM também inibiu a atividade, mas numa propor¢édo

muito mais baixa (2,5%).

3.4. Parametros cinéticos
Os valores de K, Vmax © Keat para a protease produzida por A. avenaceus URM 6706 foram obtidos utilizando-se o
grafico Lineweaver-Burk: 0,358 mg.mL™, 16,31 mg.mL™ minuto™ e 1,58 segundo™, respectivamente. A constante de

especificidade (Kc./Ky) obtida foi de 4,430 mL.mg™.minuto™.

3.5. Termodindmica da reacao enzimatica

A protease produzida por A. avenaceus URM 6706 requer 14,4 kJ.mol™ (E,) para ser ativada e 100,3 kJ.mol™ sdo
necessarios para inativa-la (Eq). A entalpia de ativacdo AH da protease obtida por A. avenaceus URM 6706 foi de 11,92
kJ.mol™ ¢ a energia livre para a ativagdo do substrato de ligacio (AGg.s) e a energia livre para a formacdo do complexo de
ativagio (AGe.t) foram -1,1495 e 1,1494 kJ.mol ™, respectivamente.

De acordo com a Tabela 8, os valores de entropia de desativagdo (ASy) obtidos foram negativos e baixos em todas as
temperaturas testadas (-0,0223 a -0,01966 kJ.mol™.K™). A energia livre ¢ desnaturagio AGy encontrada para a protease
estudada foi 104,13 - 104,77 kJ.mol™. Os valores mais baixos foram encontrados na faixa de desempenho 6timo (101,75
kJ.mol™ a 55 ° C). A meia-vida (t,,) de uma enzima a uma determinada temperatura é 0 tempo necessério para se atingir a
metade da atividade inicial. Por sua vez, a reducdo do tempo decimal (valor D) é definida como o tempo necessario para
reduzir 90% da atividade enzimatica inicial. Observou-se que a protease produzida por A. avenaceus URM 6706 apresentou
resisténcia térmica (Tabela 8); na faixa de temperatura 6tima da enzima, sua atividade inicial foi reduzida em 90% apds
921,2 e 159,9 minutos de reacdo a 45 e 55 °C, respectivamente. A protease produzida por A. avenaceus URM 6706
apresentou um valor Z de 20,7 ° C. Neste estudo, ao aumentar a temperatura em 10 °C, a velocidade de desnaturacdo

aumenta trés vezes; assim, o valor de Q foi 3,04.
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A atividade integral de semividas (Py,,) foi calculada pela Equacdo 8 (Tabela 8). O padréo descrito pela Equacéo 8
esta ilustrado na Figura 7, em que a atividade total esperada na faixa de temperatura de 45-70 °C foi tragada em relacéo ao
tempo num grafico bi-log. Esta € uma pequena diferenca resultante do fato de que a desnaturagdo da enzima torna-se
importante apds um tempo relativamente longo. Além disso, o tempo de desnaturacdo desta enzima torna-se menor a

temperaturas mais elevadas (65-70 °C) devido a um valor de K4 mais elevado (Tabela 8).

4. Discusséo
4.1. Otimizacdo da producdo de proteases por Aspergillus avenaceus URM 6706

A abordagem classica para a otimizacdo do meio de cultura para produgdo enzimatica pode ser um processo
demorado e de méao-de-obra intensiva, ndo existindo um meio de cultura padrdo para a producdo de proteases por diferentes
micro-organismos. Cada micro-organismo requer condicdes especificas necessarias para uma producdo maxima de enzimas
[12]. No entanto, o planejamento estatistico Plackett-Burman mostrou ser uma ferramenta préatica e valiosa para uma rapida
avaliacdo dos efeitos de varios componentes do meio. Porém, por ser uma técnica preliminar de otimizacéo que testa somente
dois niveis de cada fator, ndo pode fornecer a quantidade 6tima de cada fator necessario para uma produgdo 6tima de enzima.
No entanto, pode indicar como cada fator tende a afetar o crescimento e a producdo enzimatica por micro-organismos [13].

Sabe-se que muitos fatores, especialmente a composicdo do meio, podem afetar a producdo de proteases. Fontes de
carbono e nitrogénio sdo os constituintes mais relevantes que influenciam a producdo de tais enzimas [14] e ambos
apresentam efeitos reguladores na sintese enzimatica [12]. O estabelecimento de concentracdo de extrato de levedura como
variavel significativa para a producéo enzimética corrobora com Abidi et al. [15] que avaliaram o efeito de diversas variaveis
na produgdo de proteases por Botrytis cinerea, um fungo filamentoso. Os efeitos das condi¢Ges ambientais na producéo de
enzimas proteoliticas extracelulares podem ser relevantes para a inducéo ou repressdo de uma enzima devido a compostos
especificos [16]. Quanto & rotacdo, uma vez que o fungo filamentoso é um micro-organismo formador de hifas, uma maior
rotagdo do meio pode causar ruptura dessas estruturas, dificultando a estabilidade estrutural do fungo. A producdo de
protease por micro-organismos pode ser também influenciada por fons metélicos presentes no meio [17]. Neste caso, o
aumento da producédo de protease pode ser consequéncia da diminuicdo na concentracdo de MgSO,, sugere que a presenga
deste sal pode inibir a producdo de protease por A. avenaceus URM 6706. Ao estudar a producdo de protease por
Streptomyces sp., Singh e Chhatpar [14] identificaram as varidveis ZnSQO,, FeCls, residuos de camardo e pH inicial do meio
como constituintes que influenciam a producéo de protease.

A metodologia de superficie de resposta (RSM - Response Surface Methodology), uma abordagem estatistica, tem

uma vantagem sobre & abordagem tradicional, uma vez que o Gltimo considera o efeito de uma varidvel de cada vez fazendo
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dele um processo demorado. Por outro lado, a RSM permite avaliar interaces combinadas entre varios parametros fisico-
quimicos [13] e tém sido empregada na producdo de protease microbiana ao longo do tempo por diversos pesquisadores [1,
12, 13].

Os valores otimizados, no campo experimental, sdo calculados por sua diferenciacdo parcial em relacdo a
temperatura, rotagdo, extrato de levedura e MgSQ,, ou pela andlise de superficie de resposta. Graficos de superficie de
resposta (Figura 1) foram plotados para determinar niveis 6timos de varidveis independentes de acordo com a Equagéo 9.
Como para modelos quadréaticos, o ponto étimo € caracterizado em pontos maximo, minimo ou de sela. Os graficos de
superficie de resposta obtidos no experimento foram caracterizados como ponto de sela. Neste caso, os valores étimos foram
determinados analisando as superficies de resposta das interacGes significativas. As regifes de otimizacdo foram aparentes.

O efeito relativo da temperatura e da rotagdo na producdo de protease é mostrado na Figura 1A. A mudanca de
rotacdo, de 75 a 135 rpm, resultou em um aumento da producdo de enzima em média de 2,8 U.mL™ quando em baixas
temperaturas. No entanto, se o ensaio for realizado em temperaturas mais elevadas e com um aumento de 75 a 135 rpm, a
produco de protease diminuiu para 4,3 U.mL™. Ocorreu uma perda na atividade enzimatica com o aumento da concentragio
de extrato de levedura a niveis de rotacdo mais elevados (Figura 1B). Ao aumentar a concentracdo do extrato de levedura de
0 para 1,0%, a perda na producdo de enzima foi de 4,4 U.mL™. No entanto, com uma menor rotacdo e uma diminuicdo na
concentracdo de extrato de levedura, a atividade de protease aumentou. A Figura 1C mostra que houve uma perda de
atividade enzimética com o aumento da temperatura a niveis mais elevados de concentracdo de extrato de levedura. Contudo,
a niveis de concentracdo de extrato de levedura mais elevados, a atividade enziméatica aumenta diminuindo a temperatura.
Isto indica a presenca de efeitos de interacdo negativa estatisticamente significativos entre estas duas variaveis sobre a

producdo de protease.

4.2. Efeito do pH na atividade e estabilidade enziméticas

O pH étimo para a atividade de protease produzida por A. avenaceus URM 6706 foi 7,0 em tampéo Tris-HCI
(Figura 2). No entanto, embora a enzima tenha pH 6timo neutro, manteve a atividade acima de 60% em todas as solucdes
tampado testadas e, especificamente, acima de 90% em toda faixa de pH em tampéo Tris-HCI. A protease produzida por A.
fumigatus [2] e A. parasitus [18] também alcangaram uma atividade étima a pH 7,0, porém, houve atividade abaixo de 60% ,
sendo a menor inferior a 40% para a protease produzida por A. parasiticus. No entanto, existem proteases produzidas por
outras espécies de fungos que possuem atividade 6tima em pH ligeiramente acido, como a protease produzida por A. oryzae
KSK-3 que teve como 6timo o pH 6,0 [19], e em pH alcalino, que é o caso da protease produzida por Beauveria sp. com pH

6timo na faixa de pH entre 8,0 e 10,0 [20].
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A protease produzida por A. avenaceus URM 6706 foi estadvel numa faixa de pH e permaneceu ativa em todos os
valores testados mesmo apds 180 minutos. A atividade residual foi maior que 40% e 96,7% ao pH mais acido e 6timo ap6s
180 minutos, respectivamente (Figura 2). Shirasaka et al. [19], estudando a protease produzida por A. oryzae KSK-3,
observou que atingiu mais de 20% da atividade relativa 4 horas ap6s o teste realizado a 37 °C. A protease produzida por
Beauveria sp. MTCC5184 foi altamente estavel na faixa de pH de 3 a 11 a temperatura ambiente durante 1 hora, com uma
estabilidade maxima a pH 7,0 [20]. Estudos de Hajji et al. [21] relataram que a serino protease produzida por A. clavatus
ES1 foi estavel a 4 °C e em pH 8-9 e manteve aproximadamente 68 e 54% de atividade residual a pH 7,0 e 10,0,
respectivamente. A. nidulans HA-10 produziu uma protease estavel a 37 °C em pH 6-10 durante 1 h [22]. No entanto, a
protease produzida por Fusarium sp. BLB foi estavel em pH 3-9 até 1 h a 37 °C [23]. Efeito da temperatura na atividade e
estabilidade enzimética

O efeito da temperatura (Figura 3) foi diretamente proporcional a atividade da protease até os 50 °C. A enzima
produzida por A. avenaceus URM 6706 tem temperatura 6tima de 50 °C, correspondendo a 100% da atividade relativa.
Contudo, a 55 °C, a atividade da protease manteve-se muito préxima da atividade 6tima (92%).

Entre 35 e 55 °C, a protease produzida por A. avenaceus URM 6706 obteve seu melhor desempenho, mantendo sua
atividade acima de 70%. A atividade mais baixa foi a 70 °C (22%), isto pode estar relacionado a deshaturacdo da enzima
resultante da quebra de ligagBes quimicas promovidas pela energia térmica. Savitha et al. [24] e Shankar et al. [20]
identificaram a temperatura 6tima da atividade das serino proteases produzidas por Graphium putredinis e Beauveria sp.
MTCC5184 também a 50 °C.

A enzima foi estavel a uma determinada faixa de temperatura, mantendo a atividade superior a 80% apds 180
minutos de teste (Figura 3) e até 40 °C. A partir de 45 °C, a atividade proteasica diminuiu significativamente. Corroborando
com os resultados obtidos neste estudo, a protease produzida por A. oryzae [25] obteve melhor atividade entre 35 e 45 °C.
Resultados inferiores foram registrados para a protease produzida por A. parasitucus [18], cuja estabilidade térmica foi
estudada em sua temperatura 6tima (50 °C). No entanto, ap6s uma hora de incubagdo, a enzima manteve apenas 32% da sua
atividade residual e no final da segunda hora e da terceira hora, manteve-se apenas 7,5% e 2,7% da atividade,
respectivamente.

4.4. Efeito de ions metalicos, agentes oxidantes e tensioativos e inibidores de proteases

Os ions metalicos sdo capazes de proteger as enzimas contra & desnaturacao térmica, fun¢do muito importante para
manter a conformac&o nativa de enzimas a temperaturas mais elevadas [24]. Foi possivel observar que a protease produzida
por A. avenaceus URM 6706 ndo teve sua atividade prejudicada pela presenca de nenhum dos metais testados. A Tabela 7

mostra os efeitos dos fons metalicos na atividade da protease. Os fons Fe* e Mg?* potencializaram a atividade da protease em
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quase 18% e 5%, respectivamente. As proteases produzidas por A. clavatus ES1 e A. parasiticus também apresentaram
atividade potencializada na presenca de Mg?* [20, 26]. No entanto, para a protease produzida por Beauveria sp. MTCC5184,
Fe* inibiu sua atividade em aproximadamente 20% [20].

Em relacdo aos outros ions testados, ndo houve diferenga significativa. A menor atividade obtida foi de 84% na
presenca de Mn*" J4 a protease produzida por Graphium putredinis [24] teve atividade enzimatica residual de 61 e 32% na
presenca de Ca?* e Zn?*, respectivamente e a protease produzida por A. oryzae KSK-3 foi ligeiramente inibida por AICI; e
PbCl;,, mas, MnCl, promoveu 0 aumento da atividade enzimatica [19].

A protease produzida por A. avenaceus URM 6706 apresentou bom desempenho na presenca de substancias
tensoativas, atingindo um desempenho de mais de 80% na maioria dos ensaios. Apenas 0 SDS (1%) inibiu a atividade da
protease em 50%. A protease produzida por A. parasiticus foi estavel na presenca de Triton-X, Tween 80 e ureia, tendo a sua
atividade aumentada pela a¢do do DTT a 5 e 10 mM (mais de 50%). O SDS diminuiu sua atividade em aproximadamente
50% [18]. S&o estas, portanto, caracteristicas importantes para a viabilizacdo da aplicacdo industrial da enzima.

Entre todos os inibidores testados, 0 PMSF proporcionou uma grande reducdo na atividade da protease: 88,29% e
89,15% a 1 e 10 mM, respectivamente. O EDTA a 10 mM também inibiu a atividade, mas numa propor¢do muito mais baixa
(2,5%). No entanto, todos os outros inibidores potencializaram a atividade de protease. O fato do PMSF inibir quase 90% da
atividade da protease sugere que a protease produzida por A. avenaceus URM 6706 € uma serino protease. Estudos mostram
que outras espécies de fungos filamentosos, como A. clavatus, Graphium putredinis e A. parasiticus, também produziram
serino proteases [3, 18].

4.5, Pardmetros cinéticos

Comparada com outras proteases de Aspergillus, a vy da protease produzida por A. avenaceus URM 6706 pode ser
considerada baixa. Por exemplo, Vmax de 3463,34 U.min™.mg™ da protease produzida por A. parasiticus foi apresentada [18] e
357.14 U.mL relativa a protease produzida por A. foetidus [27]. Estes resultados podem ser explicados devido & purificagdo
enzimatica. A protease produzida por A. avenaceus URM 6706 foi testada em seu extrato bruto; contudo, a protease
produzida por A. parasiticus foi em estado puro [18].

A protease produzida por A. avenaceus URM 6706 mostrou alta especificidade pelo substrato e o valor de K, foi
menor do que as proteases mencionadas acima: 1,04 mg.mL™ para A. parasiticus [18] e 1,92 mg.mL™ para A. foetidus [27].
Espera-se que valores de K, baixos sejam obtidos por enzimas puras, 0 que sugere que a protease produzida por A.
avenaceus URM 6706 tem uma afinidade elevada para o substrato testado, a azocaseina. Este resultado pode melhorar ainda

mais ap6s a sua purificacdo, semelhante a um K, de 0,08 mg.mL™ para a protease pura produzida por bactérias
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haloalcalifilicas [26]. As proteases bacterianas purificadas também tinham uma especificidade inferior a protease no extrato
bruto deste estudo: 5,1 mg.mL™ para Beauveria sp. [20] e 1,3 mg.mL™ para Alkalibacillus sp. [28].

Um ndmero de renovacao (turnover number), K. € definido como o volume de substrato que a enzima que € capaz
de hidrolisar, neste caso, 1,58 mol de substrato por segundo, uma vez que o turnover number ¢ uma medida da eficiéncia
catalitica. Quando séo utilizados catalisadores dispendiosos, o turnover number deve ser o mais elevado possivel para reduzir
o custo do produto [29]. Os valores de K podem variar entre 1 e 107.s™, a protease produzida por A. avenaceus URM 6706
ndo apresentou turnover number elevado, diferindo da protease alcalina produzida por Rhizopus oryzae, que tinha um valor
de K de 3,8x102.5™ [30].

O potencial catalitico considerado pelo turnover number elevado s6 pode ser expresso em concentracGes de
substrato elevadas (concentracGes saturantes), o que é raramente alcancado. Portanto, uma constante alternativa (constante de
especificidade), pode ser aplicada e definida: K./K,. Esta razdo mensura a eficiéncia com que uma enzima converte o
substrato em um produto com baixas concentracdes de substrato. A unidade pode ser expressa em mL.mg.minuto™. A

relagdo foi de 4,430 mL.mg™.minuto™ em relago & protease deste estudo.

4.6. Termodinamica da reagdo enzimatica

A termodindmica da reacdo enzimatica pode ser dividida em termodindmica de ativacao e de inativacdo. De acordo
com Whitaker, 1994 [31], a energia de ativacdo necessaria para a conversdo de reagentes em produtos esta dentro da faixa de
25,12 a 62,82 kJ.mol™. Contudo, como as inclinacdes das linhas da Figura 4 mostram que para ativar a protease produzida
por A. avenaceus URM 6706 é necessaria uma energia de ativacdo (Ea) de 14,4 kJ.mol™. Este valor esta abaixo dos valores
acima mencionados encontrados em estudos semelhantes. Os valores 62, 31,97 e 19,03 kJ.mol™ foram relatados para uma
serino protease neutra de A. fumigatus [2], uma protease alcalina produzida por Nocardiopsis alba [32]e uma protease &cida
produzida por A. foetidus [27], respectivamente.

No entanto, quando se obtém uma energia de ativacdo baixa, menos energia é necessaria para se iniciar a reacao,
neste caso, a formacdo de complexo ativo de hidrélise da azocaseina. Isto indica uma eficiéncia catalitica da enzima e uma
reducdo de custos, confirmando a sua aplicacdo industrial.

Quanto a entalpia de ativacdo (AH), quanto menor seu valor, mais eficiente é a formacédo do estado de transi¢do ou
do complexo ativado entre a enzima e o substrato [33]. A AH de ativacdo da protease obtida a partir de A. avenaceus URM
6706 (11,92 kJ.mol™) demonstra que esta enzima requer menos energia que a protease produzida por A. foetidus, que
apresentou uma variacao de entalpia de 90,35 kJ.mol™ [27]. A energia livre para a ativacdo da ligagéo ligacdo entre a enzima

e substrato (AGg.s) e a energia livre para a formagdo do complexo de ativagio (AGg.1) foram de -1,1495 e 1,1494 kJ.mol ™,
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respectivamente, para a protease produzida por A. avenaceus URM 6706. Os valores de AGg.s € AGg.1 confirmaram maior
afinidade da enzima ao substrato solGvel para hidrélise e sua conversdo espontanea em produto, necessitando assim de menos
energia [34].

Por outro lado, a inativacdo de enzimas é o principal fator limitante do emprego de enzimas no setor industrial.
Neste contexto, sd0 necessarios 100,3 kJ.mol™ para inativar (Eg) a protease em estudo. Isto foi observado pelas inclinacdes
das linhas apresentadas na Figura 5 e por uma variagdo de entalpia de desnaturagdo (AHg entre 97,64 e 97,43 kl.mol™a55e
70 °C, respectivamente. Para a protease produzida por A. fumigatus, 69 kJ.mol™ sdo necessérios para a desnaturacio
enzimatica [2], mostrando que esta enzima necessita de uma menor energia para ser inativada. Sabe-se que os valores de AHyq
de desnaturacdo sao altamente influenciados por varios fatores, incluindo o solvente e a estrutura [33]. Neste caso, assume-se
que a forca de uma ligacdo ndo covalente é de 5,4 kl.mol™ [35], a formacdo da protease de estado de transicdo é
acompanhada pela interrupcdo de aproximadamente 18 ligacdes a 55 °C.

No entanto, a extensdo da desnaturagdo térmica da enzima também depende da entropia de desativacao (ASy) desse
evento. Ele expressa a quantidade de energia por grau envolvido na transicdo de um estado nativo para um estado
desnaturado [27]. Assim, valores positivos de entropia sugerem que o desdobramento da enzima pode ser um passo
importante para uma inativacao térmica irreversivel. Isto também significa que valores positivos e baixos estdo relacionaos a
uma pequena desordem no sistema. Portanto, quanto maior a entropia, maior a energia interna da enzima, o que pode causar
uma quebra de suas ligacbes moleculares e, consequentemente, de sua estrutura molecular que a depender da temperatura
pode ser irreversivel ou ndo. De acordo com a Tabela 8, os valores de ASy obtidos a partir do teste da protease produzida por
A. avenaceus URM 6706 foram negativos e baixos em todas as temperaturas testadas (-0,0223 a -0,01966 kJ.mol™.K™).
Valores de entropia mais elevados foram encontrados para proteases produzidas por A. foetidus (0,599-0,610 kJ.mol™.K™)
[27] e A. fumigatus (-0,069 kJ.mol™*.K ) [2].

A energia livre de Gibbs para a desnaturagdo enzimatica (AGq) € outro pardmetro relevante para a aplicagdo
industrial de enzimas, pois, segundo ele, é possivel observar se a reacdo de formacdo do produto é esponténea, equilibrada ou
n&o espontanea. Para obter seu valor, tanto a entalpia como a entropia sdo consideradas. E assim uma ferramenta para avaliar
de forma precisa e confidvel a estabilidade enzimatica. Quando uma reacéo ocorre espontaneamente, ela esta associada a um
valor de AGy menor ou até mesmo negativo, indicando que a enzima se tornou instavel e, portanto, facilmente desnaturada
[27]. Ainda, valores elevados de AG4 indicam que a enzima tem uma certa resisténcia a desnaturacdo ou é mais termoestavel
[32]. O AGy encontrado para a protease estudada foi de 104,13 a 104,77 kJ.mol ™.

Esses valores encontrados neste estudo s&o menores do que os encontrados para A. foetidus, 103,1 e 113,8 kJ.mol™*

a 55 e 70 °C, respectivamente [27] e maiores que os encontrados para A. fumigatus 89,2 kJ.mol™ a 50 °C e 90,2 kJ.mol ™ a 60
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°C) [2]. Um valor inferior ou negativo pode ser associado a um processo mais espontaneo, isto é, a enzima se torna menos
estavel e sofre facilmente desnaturagdo. Isto esta de acordo com a progressiva perda de atividade da protease produzida por
A. avenaceus URM 6706 com o aumento da temperatura. Pelo contrério, um aumento deste pardmetro revela um aumento na
resisténcia a desnaturagdo ou uma estabilidade térmica aumentada [27, 32].

O tempo de meia-vida (t,;) de uma enzima a uma determinada temperatura é o tempo para atingir a metade da
atividade inicial. Por sua vez, a redugdo do tempo decimal (valor D) é definida como o tempo necessario para reduzir 90% da
atividade enzimatica inicial. E importante encontrar altos valores de t, e D porque indicam resisténcia enzimética a
inativacdo térmica, fator desejavel para aplicacdo industrial [36]. Ao analisar os resultados apresentados na Tabela 8,
observa-se que o t, diminuiu progressivamente a medida que a temperatura aumentava. No entanto, a constante de inativacao
térmica especifica de primeira ordem da protease (Ky) aumentou de forma constante com o aumento da temperatura. Isto
significa que a desnaturacéo irreversivel tornou-se cada vez mais significativa [27]. A 45 °C, o valor de Ky foi o menor
encontrado, 4.3333E-05 (s™); nestas condicBes, a enzima perde apenas metade da sua atividade inicial ap6s 277 minutos de
ensaio e a 70 °C, ap6s 19,9 minutos.

O valor D, uma reducdo de tempo decimal, representa a resisténcia enzimatica a uma determinada temperatura. O
valor Z, expresso em °C, é equivalente a dependéncia da variagdo de temperatura para a deshaturacdo por fatores
termodegradaveis. Este parametro indica o intervalo de variacdo de temperatura (aumento ou diminui¢do), gerando uma
alteracdo no ciclo de log D [8]. De acordo com os valores de D (Tabela 8), pode-se observar que a medida que a temperatura
aumenta, hd uma diminui¢do no valor D. Quanto menor o tempo que a enzima suportou a temperatura, maior a temperatura.

Na faixa de temperatura 6tima da enzima, sua atividade inicial foi reduzida em 90% apds 921,2 e 159,9 minutos de
reacdo a 45 e 55 °C, respectivamente. A protease produzida por A. niger LBA0O2 possui valor D de 127,22 minutos a 45 °C,
e 48,37 minutos a 55 °C [36]. A protease produzida por A. avenaceus URM 6706 apresentou um valor Z de 20,7 °C. A partir
das inclinagBes das linhas ilustradas na Figura 6, a variacdo da temperatura acima ou abaixo do valor Z gera mudanga de um
ciclo logaritmico no valor D. E importante notar que, se o valor Z for baixo, uma pequena variagdo na temperatura pode
afetar grandemente a estabilidade da enzima [8]. Os efeitos da temperatura na taxa de reacdo foram medidos em termos de
quociente de temperatura (Qo). Esta € a velocidade de desnaturacéo enzimatica (refletida no valor de K). Neste estudo, ao
aumentar a temperatura em 10 °C, a velocidade de desnaturagdo aumenta trés vezes, assim, o valor Qq, foi 3,04.

Um aumento na estabilidade térmica da enzima geralmente ocorre com uma diminuicéo da atividade e vice-versa.
Um entendimento perfeito entre essas tendéncias opostas deve ser alcangcado para escolher as melhores condicdes de
aplicacdo em processos industriais [11]. Para este efeito, calculou-se a atividade integral de semividas (Py,) pela Equacéo 8

(Tabela 8). O padrdo descrito pela Equagdo 8 esta ilustrado na Figura 7, em que a atividade total esperada na faixa de

78



temperatura 45-70 °C foi tracada em relacdo ao tempo num grafico bi-log. Todas as curvas aumentaram linearmente com
uma taxa correspondente entre 1 e 2. Esta é uma pequena diferenca resultante do fato de que a desnaturacdo da enzima so
tornar-se importante ap6s um tempo relativamente longo. Além disso, o tempo de desnaturagdo desta enzima torna-se menor
a temperaturas mais elevadas (65-70 °C) devido a um valor de K4 mais elevado (Tabela 8). Portanto, a atividade total foi
calculada, e os niveis de atividade foram menores que P,, (Tabela 8). Finalmente, a longa duracdo deste aumento linear em
todos os casos estd de acordo com valores Ky muito baixos, isto é, com uma estabilidade térmica satisfatéria do extrato

enzimatico.

5. Conclusdes
As propriedades da protease produzida por A. avenaceus URM 6706 foram investigadas. Por meio da aplicagdo do
planejamento estatistico foi possivel aumentar a producgdo da protease produzida por A. avenaceus URM 6706, o que permite
um maior rendimento e menor custo numa perspectiva industrial. Com relacéo a caracterizacdo, o0 comportamento da enzima
nas diferentes temperaturas e valores de pH, bem como os parametros cinéticos e termodinamicos, sugerem que a protease
produzida por A. avenaceus URM 6706 pode ser aplicada industrialmente, por exemplo na producdo de hidrolisados
proteicos, no processo de carne e nas inddstrias de cerveja e de panificacdo, processamentos que sdo requeridas temperadas

nao elevadas.
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Legenda das Figuras

Figura 1. Superficie de resposta para produgdo de protease por A. avenaceus URM 6706, mostrando uma interacdo entre (A)
temperatura (°C) e rotacdo (rpm); (B) extrato de levedura e rotacdo (rpm) e (C) extrato de levedura e temperatura (°C).

Figura 2. Curva de pH 6timo (linha preta) e de estabilidade ao pH aos 180 minutos (linha cinza) para a protease produzida
por A. avenaceus URM 6706. (o) tampdo fosfato-Na (pH 5,0, 6,0 ¢ 7,0); (m) tampao Tris-HCI (7,0, 8,0 ¢ 9,0); (A) de
tamp@o carbonato-bicarbonato (9,0, 10,0 e 11,0).

Figura 3. Curva de temperatura 6tima (linha preta) e curva de estabilidade a temperatura aos 180 minutos (linha cinza) para a
protease produzida por A. avenaceus URM 6706.

Figura 4. Curvade Arrhenius da atividade inicial de protease produzida por A. avenaceus URM 6706 utilizando azocaseina
como substrato. Y = -1,7321x + 8,2804 e Rz = 0,9841.

Figura 5. Gréfico semi-log de desnaturacdo irreversivel da protease produzida por A. avenaceus URM 6706. () 45 °C (y = -
0,0025x + 0,051 e R? = 0,8866); (m); 55 °C (y = -0,0158x - 0,4694 ¢ R? = 0,8598; (4) 60 °C (y = -0,0276x - 0,438 e R? =
0,9473; (*) 65 °C (y = -0,0347x - 0,1555 e R =0,9963) (A) 70 °C (y = -0,0395x - 0,1102 e R? = 0,9892).

Figura 6. Curva de resisténcia térmica da protease produzida por A. avenaceus URM 6706 em funcdo da temperatura de
inativacdo térmica. Y = -0,0483x + 18,178 e R2 = 0,8922.

Figura 7. Atividade proteasica integral (P mM) relacionada com o tempo (t, min) do extrato bruto de A. avenaceus URM

6706 em diferentes temperaturas: 45 °C (#), 50 °C (a), 55 °C (@), 60 °C (m), 65 °C (=) e 70 °C (m).
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Tabela 1. Valores reais das varidveis utilizadas no planejamento estatistico Plackett-Burman para producéo de proteases por Aspergillus avenaceus URM 6706.

Rotacdo Tempo  Temperatura Farinhade  Extrato de levedura  Soro de leite Glicose Peptona MgSO, ZnSO, FeSO, MnCl, Atividade Protedsica

Ensaios (rpm)  (horas) C) soja (%) (%) (%) (%) %) %) (%) (%) (%) (U.mL?)
1 120 72 26 0,5 1,0 0 0,5 0,5 0,5 0 0,05 0 0,850
2 120 120 26 0,5 0,25 1,0 0,5 0,25 0,5 0,1 0 0,1 1,442
3 120 120 32 0,5 0,25 0 1,0 0,25 0,1 0,1 0,05 0 2,283
4 120 120 32 1,0 0,25 0 0,5 0,5 0,1 0 0,05 0,1 1,983
5 90 120 32 1,0 1,0 0 0,5 0,25 0,5 0 0 0,1 1,467
6 120 72 32 1,0 1,0 1,0 0,5 0,25 0,1 0,1 0 0 0,850
7 90 120 26 1,0 1,0 1,0 1,0 0,25 0,1 0 0,05 0 3,883
8 120 72 32 0,5 1,0 1,0 1,0 0,5 0,1 0 0 0,1 0,667
9 120 120 32 1,0 0,25 1,0 1,0 0,5 0,5 0 0 0 2,783
10 90 120 26 0,5 1,0 0 1,0 0,5 0,5 0,1 0 0 0,800
11 90 72 32 1,0 0,25 1,0 0,5 0,5 0,5 0,1 0,05 0 3,083
12 120 72 32 1,0 1,0 0 1,0 0,25 0,5 0,1 0,05 0,1 1,580
13 90 120 26 0,5 1,0 1,0 0,5 0,5 0,1 0,1 0,05 0,1 1,750
14 90 72 32 0,5 0,25 1,0 1,0 0,25 0,5 0 0,05 0,1 2,50
15 90 72 26 1,0 0,25 0 1,0 0,5 0,1 0,1 0 0,1 4,21
16 90 72 26 0,5 0,25 0 0,5 0,25 0,1 0 0 0 6,11

o/



Tabela 2. Analise de variancia dos dados obtidos do planejamento estatistico de Plackett-Burman para protease produzida por
Aspergillus avenaceus URM 6706.

Variagdo da Fonte Soma dos quadrados Grau de liberdade Meédia Valor de F  Valor de p
guadratica
Regrecdo 31,,92 12 2,66 6,82 0,06*
Residual 117 3 0,39
Total 33,09

*: Estatisticamente significante (90% de interval de confianca).

Tabela 3. Efeitos estimados das variaveis sobre a producdo de protease por Aspergillus avenaceus URM 6706 usando

resultados experimentais do planejamento estatistico Plackett-Burman.

Variables Efeitos t(3) p

Rotacdo (rpm) -1,42200 -4,55842 0,019791
Tempo -0,43450 -1,39285 0,257938
Temperatura -1,12400 -3,60314 0,036681
Farinha de soja 0,43000 1,37842 0,261881
Extrato de levedura -1,56975 -5,03205 0,015125
Soro de leite -0,29275 -0,93845 0,417244
Glicose 0,14675 0,47043 0,670138
Peptona -0,49900 -1,59961 0,207988
MgSO, -0,90525 -2,90190 0,062406
ZnSO, -0,53025 -1,69979 0,187731
FeSO, -0,05350 -0,17150 0,874745
MnCl, -0,63000 -2,01955 0,136715

As varidveis como temperatura, extrato de levedura, rotacdo e concentracdo de MgSO4 foram consideradas como
tendo um efeito significativo sobre a resposta e seleceionadas para estudos posteriores.
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Tabela 4. Matriz do delineamento composto central (DCC), seus esperimentos correspondentes com respectiva produgdo de
protease por Aspergillus avenaceus URM 6706.

Ensaio Rotacéo Temperatura Extrato de Levedura MgSO,  Atividade Proteasica
(U.mL™)
1 -1 -1 -1 -1 5,23
2 +1 -1 -1 -1 8,85
3 -1 +1 -1 -1 4,73
4 +1 +1 -1 -1 8,5
5 -1 -1 +1 -1 3,5
6 +1 -1 +1 -1 10,3
7 -1 +1 +1 -1 1,9
8 +1 +1 +1 -1 0,81
9 -1 -1 -1 +1 6,1
10 +1 -1 -1 +1 10,1
11 -1 +1 -1 +1 4,6
12 +1 +1 -1 +1 7,2
13 -1 -1 +1 +1 4,6
14 +1 -1 +1 +1 5,9
15 -1 +1 +1 +1 2,0
16 +1 +1 +1 +1 1,1
17 -1 -1 0 0 0,9
18 +1 -1 0 0 3,7
19 -a 0 0 0 6,1
20 + o 0 0 0 1,8
21 0 0 -a 0 6,8
22 0 0 +a 0 2,4
23 0 0 0 -a 7.4
24 0 0 0 +a 4,3
25 0 0 0 0 4,8
26 0 0 0 0 4,2
27 0 0 0 0 4,9

[Rotagdo(rpm): (- a) =75, (-1) =90, (0) = 105, (+1) = 120, (+a) = 135; Temperatura (°C): (- a) =23, (-1) = 26, (0) = 29, (+1)
= 32, (+a) = 35; Extrato de levedura (%):(- @) =0, 0 (-1) = 0,25, (0)=0,5, (+1)= 0,75, (+a) = 1,0; MgSOy4 (%):(- a) = 0,0 (-
1)=0,5, (0)= 0,75, (+1) = 1,0, (+a) = 1,25 ¢ atividade proteésica].

89



Tabela 5. Anélise de variancia dos dados obtidos pelo delineamento composto central (DCC) para a protease produzida por
Aspergillus avenaceus URM 6706.

Variagdo da fonte Soma dos quadrados Grau de liberdade Meédia quadratica Fcal Ftab
Regrecéo 160,72 14 11,48 4,91 2,64
Residual 28,08 12 2,34
Falta de ajuste 27,79 10 2,78 18,53 194
Puro erro 0,29 2 0,15
Total da soma dos quadrados 188,80

Fcal — valor de F calculado; Ftab — valor de F tabela (interval de 95% de confianca).

Tabela 6. Efeitos estimados das variaveis na producdo de protease por Aspergillus avenaceus URM 6706 resultantes do
DCC.

Variaveis Efeitos t(2) P

(1) Rotacéo (rpm) (L) 2,14167 13,8565 0,005168*
Rotacdo (rpm) (Q) -0,77006 -4,6460 0,043339*
(2) Temperatura (L) -2,69500 -17,4366 0,003273*
Temperatura (Q) 0,05494 0,3315 0,771781
(3) Extrato de levedura (L) -2,83333 -18,3316 0,002963*
Extrato de levedura (Q) 0,37994 2,2923 0,148931
(4) MgSOy (L) -0,42127 -2,7629 0,109837
MgSO, (Q) 0,51934 5,0732 0,036727*
1lLe2L -1,41750 -7,4882 0,017370*
1Le3L -0,98500 -5,2035 0,035005*
1L edL -0,76250 -4,0281 0,056463
2Le3L -1,65500 -8,7429 0,012831*
2LedL 0,01750 0,0924 0,934769
3Le4dlL -0,45000 -2,3772 0,140581
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Tabela 7. Efeito de ions metalicos e de inibidores de protease na atividade proteésica produzida por Aspergillus avenaceus

URM 6706.

Tons Metalicos

Concentragéo (mM)

Atividade Relativa

Inhibicgo (%)

(%) £DP*

Controle 100 +0,169
ZnCl, 10 Mm 99,59 +0,076 0,41
KCI 10 mM 99.79 +0,203 0,21
MnCl, 10 mM 84,84 +0,429 15,16
CaCl, 10 mM 96,90 +0,117 3,10

FeSO, 10 mM 117,94 £0,442
NaCl 10 mM 92,70 +0,350 7,30

MgCl, 10 mM 104,72 £0,144

Inibidores

Controle 100 £ 0,132

Pepstatina A 0,05 118,86 £ 0,125

0,10 123,15 + 0,092

Acido lodoacético 1,00 127,23 + 0,385

10,0 119,15 + 0,067

EDTA 1,00 107,43 £ 0,452
10,0 97,43 + 0,059 2,57
PMSF 1,00 11,71 £ 0,044 88,29
10,0 10,85+ 0,184 89,15

B-Mercaptoetanol 1,00 120,86 + 0,167

10,0 123,44 + 0,222
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Tabela 8. Parametros da termodinamica e da cinética da desnaturacdo térmica da protease produzida por A. avenaceus URM 6706.

T (°C) ) AH¢ (kJ.mol™) AGyq (kJ.mol™) ASq (kJ.mol*.K™)  ty,(minutos) D (minutos) P1/2(pmol.mL™) P, (umol.mL-1)
45 4,3333E-05 97,64 104,77 -0,0223 277,258 921,2 2227,50 4455,00
55 0,00024 97,56 101,75 -0,0128 48,1352 159,9305556 125,00 250,00
60 0,00026 97,52 103,12 -0,0169 43,8700  145,7594937 59,72 119,00
65 0,00046 97,48 103,18 -0,01699 25,1140  83,44202899 36,00 72,00
70 0,00057 97,43 104,13 -0,01966 19,9754  66,36887608 29,36 58,00

Ky = Constante de primeira ordem da inativa¢do; AHy = entalpia de desnaturagio; AGq4 = energia livre de Gibbs; ASy = entropia da inativacdo irreversivel; t;, = tempo de meia

vida; D = tempo de reducdo decimal; P/, = atividade integral até o tempo de meia vida e P,, = atividade integral até o tempo infinito.
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CAPITULO Il

Atividades antioxidantes de hidrolisados da clara de ovo de galinha de capoeira

A ser submetido a Animal Science Journal

(http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1740-0929/homepage/For Authors.html)
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Resumo

Hidrolisados proteicos originados da clara de ovo ja tém sido reportados como bioativos e
apresentam dentre essas atividades bioldgicas a antioxidante que protege o organismo do
envelhecimento precoce e doencas ligadas a oxidagdo como céncer, diabetes e hipertensao.
Portanto, objetivou-se com este trabalho avaliar a atividade antioxidante de hidrolisados
obtidos pela hidrolise da clara de ovo de galinha de capoeira. A protease produzida por
Aspergillus avenaceus URM 6706 foi purificada e posteriormente aplicada na hidrélise da
clara de ovo de galinha de capoeira. O grau de hidrolise da clara de ovo de galinha de
capoeira foi verificado ao longo do tempo de exposicao a protease, que variou de 4 a 24 horas.
A hidrolise da clara de ovo de galinha de capoeira foi intensificada com o passar do tempo de
exposicdo a protease produzida por A. avenaceus URM 6706. Foi possivel detectar as
atividades antioxidantes de eliminacéo dos radical ABTS™ de 97 a 99% e DPPH até 27%,
assim como a quelacdo dos fons metalicos Cu** até 62% e Fe® até 54%. A eliminagdo de
radical ABTS™ teve correlagdo positiva com o grau de hidrolise, no entanto todas as demais
atividades testadas apresentaram correlagdo negativa com o grau de hidrélise. Os resultados
obtidos sugerem que a clara de ovo de galinha de capoeira representa uma fonte alimentar de
origem animal com potencial aplicacdo na indudstria de alimentos funcionais.

Palavras-chave: Aspergillus, purificacdo, ABTS, DPPH e quelantes.
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1. Introdugéo

O processo oxidativo em organismos e alimentos tem importante interferéncia na
salde e qualidade dos mesmos, respectivamente. Um dos efeitos colaterais do metabolismo
oxidativo, sendo essencial para a sobrevivéncia das células, € a producdo de radicais livres e
espécies reativas de oxigénio. Quando um excesso de radicais livres é formado, a acdo de
enzimas protetoras é prejudicada, o que causa efeitos celulares destrutivos e letais para as
células, como apoptose por oxidacdo de proteinas celulares, lipidios da membrana, DNA e
enzimas (Sharma et al., 2011); causando lesbes celulares e teciduais (Chalamaiah et al.,
2013).

As espécies reativas de oxigénio e os radicais livres estdo envolvidos no
estabelecimento de diversas doengas, tais como cancer, diabetes, doenga de Alzheimer,
disturbios neurodegenerativos, hipertensdo, processos inflamatorios e doenca de Parkinson,
além de acelerar o envelhecimento. Portanto, a procura de compostos bioativos naturais com
acdo antioxidante, imunomoduladora, antimicrobiana, dentre outras, de fontes alimentares ¢
uma area que tem crescido nos ultimos anos, sendo foco de pesquisa cientifica em todo o
mundo (Chalamaiah et al., 2013).

Os beneficios em se utilizar hidrolisados de proteinas de origem alimentar multiplas
atividades bioldgicas podem ser confirmados por diversos estudos, que demonstraram
peptideos obtidos pela hidrélise da clara de ovo com acgdo anti-hipertensiva, antioxidante e
antilipémica (Manso et al., 2008; Miguel et al., 2010). A hidrolise das proteinas da clara de
ovo, por exemplo, pode resultar na liberacdo de peptideos bioativos ou no reforco da sua
atividade biologica, tal como as atividades antioxidantes (Huang et al., 2010; 2011, Chen et

al., 2012).
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No entanto essas propriedades funcionais encontradas em peptideos bioativos podem
ser afetadas pela modificacdo da estrutura proteica, incluindo a sequéncia e a composicdo de
aminoécidos, a massa molecular e a distribuicdo de carga na molécula. Sendo a hidrélise
enzimatica em condicGes controladas ¢ uma forma eficaz de melhorar as propriedades
funcionais das proteinas sem afetar o seu valor nutritivo (Li et al., 2012).

Portanto, objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito do grau de hidrélise, em
funcdo do tempo de hidrélise da clara de ovo de galinha de capoeira, sob a liberacdo de
peptideos com atividades antioxidantes por acdo de protease microbiana.

2. Materiais e Métodos
2.1.  Producdo e purificacdo da protease

A protease utilizada na hidrolise da clara de ovo de galinha de capoeira foi produzida
por Aspergillus avenaceus URM 6706, do Departamento de Micologia da Universidade
Federal de Pernambuco, Brasil. A producdo foi realizada por fermentacdo submersa em
frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio composto por 1,0% p/v de farinha de
soja, e 0,5% de glicose; inoculado com 10° esporos.mL™, a 28 °C e 120 rpm por 72h.

A purificacdo da protease foi realizada em duas etapas, a primeira por precipitacao
proteica por acdo do alcool etilico em gradiente de concentracdo (0-40%, 40-60% e 60-80%,
v/v), ocorreu a 4 °C em agitador magnético (na menor rotacdo possivel). Em seguida, foi
realizado a segunda etapa de purificacdo, a cromatografia de troca idnica, pelo emprego da
coluna pré-empacotada HiTrap Q Sepharose FF (GE®); a fase movel consistiu em tampéo
Tris-HCI (pH 7,2 e 20 mM) e a eluicdo da enzima foi realizada com NaCl (de 0,1 a 1M).

A analise de pureza foi realizada atarvés da cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), utilizando-se a coluna C18 (250 x 4,6mm) com 5 um de tamanho de particula

(Phenomenex, Torrance, California, Estados Unidos) conectada ao HPLC modelo LC20A,
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Prominence (Shimadzu®, Japao). A fase mével foi constituida de 4cido trifluoracético (0,1%)
e a eluicdo foi feita em gradiente de concentracdo de acetonitrila (0 a 30%) acrescida de 0,1%
de acido trifluoracético. A absorbancia do eluente foi monitorada por meio de arranjo de
fotodiodo SPD-M20A, Prominence (Shimadzu®, Japdo) a 280 nm e o fluxo foi mantido em
0,5 mL.minuto™, durante 20 minutos de corrida (GHORBANPUR et al., 2009).
2.2.  Atividade Proteésica

A atividade proteasica foi realizada segundo método de Leighton et al (2003), com
algumas modificacdes, em que 60 pL do extrato enzimatico foram adicionados a 100 pL de
azocaseina em tampdo Tris-HCI (1,0%). A mistura reacional foi incubada por 1h a
temperatura ambiente e interrompida pela adi¢ao de 480 pL de acido tricloroacético (TCA) a
10% (p/v), seguida da centrifugacdo por 5 minutos a 8,000g, e a temperatura de 4 °C. Do
sobrenadante foram retirados 320 pL e adicionados a 560 uL. de NaOH (1 M). Uma unidade
(V) da atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima capaz de hidrolisar a
azocaseina de forma a aumentar 0,1 U da absorbancia a 440 nm.
2.3.  Determinacédo do contetdo de proteinas no extrato enzimatico

O método de Bradford (1976) foi utilizado para quantificar o contetdo de proteinas. A
curva de calibracdo foi realizada a partir de solucbes estoque de albumina de soro bovino
(BSA) numa faixa de concentragdes de 0-600 pg.mL™. As solucdes foram submetidas a
leitura da absorbancia a 595 nm em espectrofotdmetro (Biochrom Libra S6®, Cambridge,
Reino Unido).
2.4.  Determinacdo da temperatura e pH 6timos

A temperatura 6tima da enzima pura produzida por A. avenaceus URM 6706 foi

determinado ao se realizar a atividade proteasica em diferentes temperaturas (30-80 °C) e o
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pH 6timo foi determinado utilizando-se diferentes tampGes a 0,2 M: fosfato de sddio, Tris-
HCl e carbonato-bicarbonato no intervalo de pH entre 5,0 a 11,0.
2.5.  Eletroforese SDS-PAGE e Zimograma

A eletroforese SDS-PAGE foi realizada em gel de poliacrilamida de acordo com o
método de Laemmli (1979), utilizando gel de concentracdo a 4,9% e de separacdo a 15,4% de
mondmero. A massa molecular das bandas foi determinado pelo software Lablmage 1D
(Loccus Biotechnology, Brasil).

Para a analise de zimograma, o gel de separacdo da eletroforese foi acrescido de 0,2%
de albumina. As substancias desnaturantes foram retiradas da solugdo tampédo de amostra e o
contetdo a ser analisado ndo foi fervido. Apos a corrida, o gel foi incubado duas vezes em
solugédo de Triton X-100 a 1% durante 30 minutos, cada. Em seguida, foi lavado trés vezes
por um periodo de 20 minutos em agua destilada para remover o excesso de Triton X-100 e,
posteriormente incubado por 60 minutos em tampao fosfato 0,2 M, pH 6,5. O gel foi corado
com solucdo contendo Coomassie brilliant blue R-250 e depois descorado em solucdo de
acido acético (45 %) e methanol (45%) (Anitha & Palanivelu, 2013).
2.6.  Hidrdlise das proteinas da clara de ovo de galinha de capoeira

A clara de ovo (200 mL) foi homogeneizada em 800 mL de tampdo fosfato de sddio
(pH 8,0, 50 mM) durante 10 minutos sob rotacdo suave. Essa suspensdo proteica foi
posteriormente hidrolisada pela protease produzida por A. avenaceus URM 6706, apds sua
purificacdo. A hidrdlise foi realizada a temperatura e a pH 6timos de atuacdo da enzima
empregada (50° C e 10,0; respectivamente), numa concentracdo enzimatica de 1%. A
hidrolise ocorreu durante 24 horas e aliquotas foram retirados a cada 4 horas. Para que
ocorresse a interrupcdo da hidrdlise enzimatica, cada ponto retirado foi fervido por 10

minutos e em seguida mantido a -2 °C. Antes de se prosseguir com as analises necessarias, as
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amostras foram centrifugadas, a fim de se obter apenas os peptideos soltveis (Tanzadehpanah
et al., 2013).
2.7.  Determinacédo do grau de hidrolise

O grau de hidrolise obtido foi considerado como o percentual de ligagdes peptidicas
clivadas, foi determinado por meio da quantificacdo de grupos amino livres com 2,4,6-acido
trinitrobenzeno sulfénico (TNBS), de acordo com metodologia descrita por Adler-Nissen
(1979). O namero total de grupos amina foi determinado numa amostra de proteina da clara
de ovo de de galinha de capoeira (10 mg) completamente hidrolisada por 4 mL de HCl a 6 M,
durante 24 h a 110 °C.
2.8. Atividades antioxidantes
2.8.1. Atividade sequestradora do radical ABTS™

O radical ABTS™ foi constituido pelo persulfato de potéassio (2,45 mM) e ABTS (7
mM) e incubado ao abrigo de luz por 16 h a 30 °C. Usando espectrofotémetro Libra S22
(Biochrom®, Austria), a solu¢do do radical ABTS™ foi ajustada para uma absorbancia de
0,70 £ 0,02 a 734 nm, por diluicdo com tampao fosfato-salino (PBS), 100 mM, pH 7,4. Para a
reacdo, 50 pL do hidrolisado foram misturados com 950 pL da solugdo do radical ABTS™. Os
ensaios foram incubados a 30 °C por seis minutos e lidos a 734 nm em espectrofotdmetro
(Biochrom Libra S6®, Cambridge, Reino Unido) (Re et al. 1999). A atividade antioxidante
(%) foi calculada em relacédo a atividade de eliminacdo do radical, de acordo com a seguinte
equacao:

Sequestro do radical ABTS (%) = Zcontrote™ damostra 1) (1)

Aconttrole

Onde Aconrole representa a absorbancia inicial da solucdo de ABTS e Aamostra
respresenta a absorbancia do ensaio com as amostras de hidrolisados.

100



184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

2.8.2. Eliminagéo do radical DPPH

A capacidade de eliminagéo do radical livre de DPPH foi mensurada de acordo com o
método descrito por Li et al. (2008), com algumas modificacdes. Em seguida, 50 pL da
amostra foi adicionado a 500 pL de solugédo de DPPH a 0,1 mM (solubilizado em metanol a
95%). A mistura foi homogeneizada e incubada durante 30 minutos a temperatura ambiente e
ao abrigo de luz. A absorbancia da solucdo resultante foi lida a 517 nm em espectrofotémetro
(Biochrom Libra S6®, Cambridge, Reino Unido), em que uma menor absorbancia
representou uma maior atividade de eliminacdo de DPPH. O efeito de eliminagéo foi expresso

como apresentado na seguinte equacgéo:

Eliminagio do radical DPPH (%) = Zcontrole™Aamostra 1y (2)

Aconttrole

Onde Acontrole representa a absorbancia inicial da solucdo de DPPH e Aamostra
respresenta a absorbancia do ensaio com as amostras de hidrolisados.
2.8.3. Atividade quelante de cobre
A atividade quelante de Cu®* do hidrolisado foi determinada com a utilizagdo de violeta
de pirocatecol (VP), de acordo com metodologia de Saiga et al. (2003), com poucas
modificagdes. A mistura reacional de 500 uLL de tampao acetato (50 mM e pH 6,0) e 12,5 uL
de CuSO4 (5mM) foram adicionados a 125 pL das amostras. Transcorridos 30 minutos de
incubagdo a temperatura ambiente foi adicionado 12,5 pL de violeta de pirocatecol a 4mM.
Depois de 30 minutos, a absorbancia foi mensurada a 632 nm, em espectrofotdmetro
(Biochrom Libra S6®, Cambridge, Reino Unido), e agua destilada foi usada como controle. A
porcentagem de inibicdo (%) da formacdo do complexo VP-Cu?* foi calculada seguindo a

seguinte equacao:

Atividade Quelante de Cu?* (%) = Zcontrole™ Aamostra 1)) (3

Aconttrole
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Onde Aconrole representa a absorbancia controle (ensaio em que a amostra foi
substituida por agua) e Aamostra respresenta a absorbancia do ensaio com as amostras de
hidrolisados.

2.8.4. Atividade quelante de ferro

A atividade de clivagem de Fe? * foi determinada pela inibicdo da formacéo do complexo
ferrozina-Fe?* de acordo com Carter (1971), com algumas modificaces. As amostras (125
pL) foram misturados a 0,5 mL de tampé&o de acetato de sodio (0,1 M e pH 4,9) e a 12,5 uL
de cloreto de ferro 2. Apds 30 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, adicionou-se 50
pL de ferrozina (5 mM). Apos passarem mais 30 minutos, a absorbancia foi medida a 562 nm
em espectrofotdmetro (Biochrom Libra S6®, Cambridge, Reino Unido). A percentagem de

inibicdo da formacao do complexo ferrozina-Fe* foi calculada segundo a equacéo:

Acontrole - Aamostra

x100

Atividade Quelante de Fe?t (%) =

Aconttrole

Onde Acontrole representa a absorbancia controle (ensaio em que a amostra foi
substituida por agua) e Aamosra respresenta a absorbancia do ensaio com as amostras de
hidrolisados.

2.9. Analise estatistica

Todos os ensaios foram feitos em triplicata e calculado o desvio padréo entre 0s trés
resultados obtidos. O coeficiente de correlacdo entre o grau de hidrélise e as atividades
antioxidantes doi calculado pelo programa Statistica versao 7.0 (StatSoft Inc).

3. Resultados e Discussao
3.1. Purificacdo da protease produzida por Aspergillus avenaceus URM 6706

A precipitacdo alcéolica se mostrou eficiente quanto a pré-purificacdo da protease

produzida por A. avenaceus URM 6706, sendo a fracdo de 60 — 80 % de etanol a mais efetiva

para a separacdo da enzima dos contaminantes. Ap0Os a precipitacdo com etanol, a atividade
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proteésica especifica aumentou para 2374,3 U.mg™ (Tabela 1), o que representa um fator de
purificacdo de 2,9 vezes e o rendimento ficou em 79,5%. Esses valores s&o muito promissores
quando comparados aos trabalhos de purificacdo de protease; em que o primeiro passo da
purificacdo muitas vezes atinge fator de purificacdo muito proximo de 1. Por exemplo, a
protease produzida por A. parasiticus foi pré-purificada pela precipitagdo com acetona, com
fator de purificacdo de 1,28 e um rendimento de 33,8% (Anitha & Palanivelu, 2013). A
protease coagulante do leite produzida por Termitomyces clypeatus MTCC 5091, foi
precipitada com sulfato de aménia, porém o fator de purificacdo obtido ndo foi informado e o
rendimento nessa primeira etapa de purificacdo foi de 34,15% (Mamjunder et al., 2015).

ApoOs a cromatografia de troca idnica (Q Sepharose FF), o fator de purificacdo
aumentou para 16,82, e rendimento em 40% (Tabela 1). O perfil cromatografico apresentado
na Figura 1, onde podem ser visualizados quatro diferentes picos de proteina e quatro picos de
atividade enzimatica. Demonstra que no maior pico de atividade enzimatica (Pico 1) foi
obtido o menor pico de proteinas e vice-versa; portanto o pico com melhores valores de
purificacdo e rendimento (descritos acima). Esses valores podem ser considerados muito bons
para uma enzima purificada, a protease produzida por A. parasiticus (Anitha & Palanivelu,
2013), por exemplo, teve um fator de purificagdo de 2,19 e um rendimento de 2,47% apos trés
etapas de purificacdo. Enquanto que a protease produzida por Termitomyces clypeatus MTCC
5091 obteve um fator de purificacdo altissimo de 33,62 vezes, apds quatro métodos de
purificacdo, o que pode aumentar os custos com a purificacdo da enzima, além de ter um
rendimento de apenas 3,41% (Mamjunder et al., 2015). Também ap0s quatro etapas de
purificacdo, a serino protease produzida por Aspergillus fumigatus, foi purificada 8,8 vezes e

obteve 6,6% de rendimento (Hernandez-Martinez et al., 2011).
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A purificacdo enzimética representa uma etapa importante no processo de produgdo
industrial de enzimas, uma vez que esta etapa representa cerca de 50-80% dos custos totais
relacionados a esta atividade. Este alto custo geralmente esta associado as muitas etapas
necessarias para a purificagdo dessas biomoléculas. Portanto, um elevado fator de purificacao
e um elevado rendimento podem representar uma producdo e purificacdo de enzimas que
aplicada em larga escala seja de baixo custo (Hernandez et al., 2006). Neste caso, pela analise
de pureza empregada foi possivel confirmar a presenca de apenas uma proteina que foi
representada pelo Unico pico (Figura 2).

A protease em estudo foi analisada quanto ao seu perfil eletroforético em cada etapa
de purificacdo; pode-se perceber que no extrato bruto enzimatico estavam presentes nove
bandas com massas moleculares que variaram de 17,89 a 82,48 kDa (Figura 3). A quantidade
dessas bandas foi diminuindo a cada etapa de purificacdo, sendo vistas trés bandas apés a
precipitacdo com alcool e apenas uma banda apds a cromatografia de troca idnica, com massa
molecular de 35,27 kDa. Na literatura sdo descritas proteases de Aspergillus sp. com massas
moleculares variados, como A. oryzae MTCC 5341 — 34 kDa (Vishwanatha & Rao, 2010); A.
fumigatus - 88 kDa (Herndndez-Martinez et al., 2011) e A. parasiticus - 36 kDa (Anitha &
Palanivelu, 2013). A atividade hidrolitica da caseina pode ser comprovada pelo zimograma.

3.2. Determinacao da temperatura e pH 6timos

A protease purificada produzida por A. avenaceus URM 6706 teve como 6timo o pH
10,0 (tampdo carbonato-bicarbonato). De uma forma geral, a enzima apresentou a menor
atividade em pH acido, com atividades abaixo dos 30% e até menos 7% em pH 5,0. Na faixa
de pH do neutro para o alcalino, a atividade foi elevada até que diminuiu novamente para

quase 50% em pH 11,00 (Figura 4). Ter melhor atividade em pH alcalino confirma seu
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potencial para a aplicacdo na producdo de hidrolisados proteicos originados da clara de ovo,
uma vez que a clara possui pH alcalino, acima de 8,5 (Vilela et al., 2016).

As proteases de origem microbiana possuem pH 6timo varidvel, por exemplo a
protease purificada produzida por A. parasiticus apresentou atividade 6tima em pH 7,0
(Anitha & Palanivelu, 2013), ja as proteases produzidas por Aspergillus terreus gr
(Niyonzima & More, 2015) e por Aspergillus oryzae CH93 (Salihi et al., 2016) apresentaram

atividade 6tima também em pH alcalino 11,0 e 8,0, respectivamente.

Tabela 1. Purificagdo da protease produzida por A. avenaceus URM 6706.

Protease AT (UmL™ AE (U.mg™) FP R (%)

Extrato Bruto 255,370 812,41 1 100
Precipitacdo com Alcool 202,79 2374,39 2,91 79,52
Cromatografia de troca ibnica 103,33 13659,00 16,82 40,52

AT: Atividade Total, AE: Atividade Especifica, FP: Fator de Purificacdo e R: rendimento.
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Figura 3. Eletroforese SDS-PAGE da protease produzida por Aspergillus avenaceus URM
6706. (A): marcadores de massa molecular; (B): extrato enzimatico bruto; (C): extrato
precipitado com alcool etilico (60-80%), (D): extrato purificado por cromatografia de troca
ionica e (E): zimograma (albumina) do extrato purificado por cromatografia de troca idnica.
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Figura 4. Curva de pH 6timo da protease purificada produzida por Aspergillus avenaceus

URM 6706.
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A enzima purificada produzida por A. avenaceus URM 6706 apresentou 50 °C como
temperatura 6tima para atividade proteésica (Figura 5). Até os 60 °C, a enzima permaneceu
com atividade proteésica acima dos 40%, sendo essa atividade consideravelmente diminuida a
partir dos 70 °C. Os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com os obtidos por
Niyonzima & More (2015) e Salihi et al. (2016) que também observaram a temperatura 6tima
de atividade para as proteases produzidas por Aspergillus terreus gr e Aspergillus oryzae

CH93, respectivamente.

100
80
60

40

Atividade Relativa (%)

20
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Figura 5. Curva de temperatura da protease purificada produzida por A. avenaceus URM
6706.

3.4. Hidrdlise da clara de ovo de galinha de capoeira e atividades antioxidantes
Durante a proteolise, é necessario que as condi¢cdes Otimas requeridas pela enzima

empregada sejam mantidas para que haja a liberacdo eficiente dos peptideos (Aluko, 2015).
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Por isso, de acordo com o pH e temperatura 6timos obtidos nos ensaios com a protease obtida
por A. avenaceus URM 6706, a hidrolise da clara de ovo de galinha de capoeira foi realizada a
pH 10,0 e 50 °C. Pode-se perceber que esta hidrdlise foi diretamente proporcional ao tempo
(Tabela 2), variando de 46 (4 horas de hidrolise) a quase 70% (24 horas de hidrélise). Sabe-se
que proteases flngicas exibem uma especificidade de substrato maior e promovem um grau
de hidrélise mais elevado quando comparadas as proteases bacterianas, por exemplo, que ja
foram descritas por promoverem baixo grau de hidrélise em proteinas alimentares (Castro &
Sato, 2015).

Quando realizada por uma Unica enzima, a reacdo de protedlise € mantida em
condicdes 6timas da enzima até sua conclusdo, que geralmente varia entre 1 e 24 horas, a
depender das caracteristicas desejadas do produto obtido. A duracdo da hidrélise tem uma
relacdo inversa com o tamanho do peptideo, mas na maioria dos casos alcanca-se um tamanho
constante que mesmo com aumento elevado no tempo de hidrolise, ndo produzird qualquer
efeito no tamanho ou atividade do peptideo (Aluko, 2015). No estudo realizado,
provavelmente o aumento no tempo de hidrélise além do testado poderia ainda intensificar a
hidrolise obtida, no entanto o custo de producdo de hidrolisados também seria proporcional a
este aumento. Também, com os valores de atividades antioxidantes obtidos (Tabela 2)
percebe-se que nao se faz necessaria um grau de hidrélise maior.

Hidrolisados proteicos e peptideos tém sido relatados em diversos trabalhos por
apresentarem atividades antioxidantes significativas; podendo ser derivados de diversas fontes
de alimentos de origem animal (Pihlanto, 2006), sendo muitos obtidos a partir da hidrolise da
clara de ovo (Castro & Sato, 2015; Liu, 2015). Séo eficazes contra a peroxidacdo enzimatica e
ndo enzimatica de lipideos e acidos graxos essenciais, assim como na eliminacdo de radicais

livres e na quelacdo de ions metalicos (Bath, 2015). Além disso, os peptideos antioxidantes de
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origem alimentar s&o considerados seguros, compostos saudaveis com baixa massa molecular,
baixo custo, alta atividade e de facil absor¢do (Samardi & Ismail 2010).

Na inibicdo de processos oxidativos, a acdo de peptideos antioxidantes além de ser
importante para a preservacgao das células num sistema organico, é de grande importancia para
a qualidade e preservacdo de alimentos. A formacdo de radicais livres resulta em uma
deterioracdo da qualidade alimentar, por exemplo o sabor rangoso, que além de fazer com que
0s produtos sejam rejeitados pelos consumidores, esta relacionado com a reducédo da vida util.
Outro fator que intensifica a inibicdo de processos oxidativos em alimentos é a relacdo que
muitos estudos tém demostrado entre a ingestdo de alimentos contendo produtos de oxidacéo
lipidica, e o desenvolvimento de doengas como céncer, diabetes e cardiovasculares (Rian et
al., 2011).

De forma geral, as atividades antioxidantes apresentadas por peptideos sao
influenciadas pela massa molecular e pela estrutura molecular, sendo reportado que € mais
comum peptideos de baixa massa molecular apresentarem propriedades antioxidantes (Sheih
et al., 2009). No entanto, no que se refere a atividade de eliminacdo do radical DPPH, essa
relacdo foi inversamente proporcional ao grau de hidrolise, assim como para a atividade
quelante de ferro; o que significa que quanto menor a massa molecular dos hidrolisados,
menor também a capacidade antioxidante. Porém, para a atividade sequestradora de radicais
ABTS™, a intensidade da hidrdlise pareceu influenciar a atividade, no entanto apds as 8h de
hidrolise essa atividade ficou constante. Por sua vez, a hidrélise prejudicou a atividade
quelante de cobre, que foi de 62% quando 46% hidrolisada, de 0% entre 49 e 69% de
hidrolise e reaparecendo ap6s 60% de hidrélise com 1,7% de atividade quelantes (Tabela 2).

Essa correlacdo entre o grau de hidrolise e a atividade antioxidante podem ser melhor

visualisados na Tabela 3. Os dados confirmam que a correlacdo entre o grau de hidrdlise e a
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atividade de eliminacéo do radical DPPH, com as quelantes de Cu?* e com a quelante de Fe?*,
foram todas negativas. O que indica que quanto mais hidrolisado estiver a clara do ovo de
galinha de capoeira, menores serdo essas atividades, sendo o coeficiente de correlagdo de -
0,73, -0,55 e -0,67, respectivamente, com maior correlacdo para a do DPPH e Fe?*,

Em relagdo a eliminagdo do radical ABTS™ a correlagdo com o grau de hidrolise pode
ser considerada forte e positiva, p = 0,6. A atividade de eliminacdo do radical ABTS™ esta
fortemente correlacionada com as demais atividades antioxidantes estudadas, porém de forma
negativa; o que indica que a medida que a atividade antioxidante contra o radical ABTS™
aumenta, as demais diminuem. Por sua vez, todas as outras atividades antioxidantes estudadas
estdo fortemente correlacionadas de forma positiva.

O radical DPPH é um radical livre estavel que mostra a absorbancia maxima a 517 nm
em etanol e tem sido amplamente utilizado para testar a capacidade dos compostos naturais
atuarem como eliminadores de radicais livres ou doadores de hidrogénio, como forma de
avaliar os seus potenciais antioxidantes. Quando o radical DPPH encontra uma substancia
doadora de proton, como um antioxidante, os radicais serdo eliminados e a absorbancia
reduzida (Zhu et al., 2006; Yang et al., 2011).

Hidrolisados proteicos e peptideos originados da clara de ovo tém sido relatados como
capazes de eliminar o radical DPPH (Memmarpoor et al., 2012; Castro & Sato, 2015).
Peptideos originados da hidrolise da clara de ovo de avestruz estudados por Tanzadehpanah et
al. (2012), por exemplo, apresentaram atividade de eliminacédo do radical DPPH de até 81%,
porém nesse mesmo trabalho foi observado que o grau de hidrélise influenciou positivamente
a atividade antioxidante que foi aumentada pelo maior grau de hidrolise da clara.

Resultados opostos aos obtidos no trabalho, em que maior atividade de eliminacdo do

radical DPPH e menor eliminacdo do radical ABTS™ foram observadas, na atividade de
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peptideos originados da clara de ovo por acdo de lisoenzimas, que obtiveram atividades
antioxidantes entre 37,2 e 64,2 % para remogao de radicais DPPH e entre 1,91 e 2,82 % para
remocéo do radical ABTS™ (Memmarpoor et al., 2012).

O ABTS™, por sua vez, é um radical relativamente estavel, mas facilmente reduzido
por antioxidantes. A atividade de eliminacdo contra o radical ABTS™ catibnico indica a
capacidade dos hidrolisados proteicos como doadores de elétrons ou doadores de hidrogénio
em reacOes com o radical livre (Prior et al., 2005). Ainda em relagdo aos peptideos da clara de
ovo de avestruz, foi verificada uma atividade de eliminagio do ABTS™ de até 62,7%. A baixa
capacidade de eliminacdo de ABTS™ podem ser resultado da baixa solubilidade de alguns
peptideos solugbes aquosas. Portanto, alguns peptideos ou hidrolisados proteicos tém fortes
atividades antioxidantes no sistema de eliminacdo de radicais soliveis em &gua (ABTS), mas
ndo no sistema lipidico solavel (DPPH) (Zhu et al., 2008), o que foi observado para os
hidrolisados da clara de ovo de galinha de capoeira.

A atividade antioxidante nos hidrolisados proteicos ndo pode ser atribuida a um dnico
mecanismo. Os peptideos podem ser efetivos e especificos ligantes de ions metalicos (Sovago
1990; Sovago, 2006), uma vez que em sua molécula podem haver muitos sitios de ligacdo
com os metais. A quelacdo de ions metalicos tem um efeito antioxidante porque os metais de
transicdo de ferro e cobre promovem danos oxidativos em diferentes niveis (Saiga et al.,
2003). Estas reacdes oxidativas in vivo parecem estar envolvidas na patogénese de pelo menos
algumas doencas neurodegenerativas (Mandel et al., 2006). O cobre, por exemplo, é capaz de
produzir espécies reativas de oxigénio provocando quebras na cadeia de DNA e oxidacdo das
bases nucleotidicas (Megias et al., 2007).

Para os hidrolisados da clara de ovo de galinha de capoeira, a quelacdo de cobre foi de

62% aos 46% de grau de hidrdlise da clara; com a intensificacdo da hidrélise, no entanto, até
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59% esta capacidade oxidativa foi perdida e reapareceu apos 63% de hidrélise. A sequéncia
de aminoé&cidos pode alterar a atividade biologica dos peptideos (Guo, 2014), isso explicaria o
porqué desta atividade ter desaparecido em determinado grau de hidrolise. Mas, com a
continuidade da hidrélise, a modificacdo na molécula peptidica possibilitou o reaparecimento
da mesma.

Para as proteinas da Phaseolus vulgaris L. var. Jamapa, o tratamento hidrolitico
aumentou a atividade quelante de cobre de 0% até 35%, observando-se uma tendéncia geral
de aumento da atividade de quelacdo de cobre com o tempo de hidrélise, embora esta
atividade tenha diminuido quando testados os hidrolisados de lectina (isola da Phaseolus
vulgaris L. var. Jamapa) apds 90 e 120 minutos de hidrélise

Dos muitos metais de transicdo, o ferro € conhecido como um efetivo fator de
oxidacdo lipidica devido sua alta reatividade. Na reacdo de Fenton que envolve o Fe*
(Fe?*+H,0,—Fe**+OH +OH") ha a liberacéo de radical hidroxil. O fon Fe** produz também
radicais a partir de perdéxidos, embora a taxa de formacgéo seja 10 vezes menor que a do ion
Fe?* (Giilgin, 2006).

Para os hidrolisados da clara de ovo de galinha de capoeira, a quelacéo de ferro foi de
59% quando o grau de hidrolise estava em 46%; a atividade, no entanto, diminuiu a medida
que o grau de hidrolise foi se intensificando. Esse evento pode ser explicado pela hidrélise da
ovotransferrina, que € uma glicoproteina monomérica constituida por 686 aminoacidos e
representa 12% da proteina total de clara de ovo (Stadelman & Cotterill, 2001). O ferro pode
ser facilmente ligado a ovotransferrina (Ko & Ahn, 2008), sendo uma caracteristica
antimicrobiana natural do ovo. Portanto, pode-se sugerir que a medida que houve a hidrélise

da ovotransferrina, a sua capacidade de ligacdo com o ferro foi reduzida.
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504 Os peptideos obtidos pela hidrolise da clara do ovo de avestruz, apresentaram
505  atividade quelantes de ferro de ate 30%, no entanto vale ressaltar que esses peptideos foram
506  parcialmente purificados (Tanadehpanah et al., 2012).
507
508 Tabela 2. Relagdo do grau de hidrélise da clara de ovo de galinha de capoeira com atividades
509  antioxidantes.
Tempode  Grau de hidrélise DPPH ABTS™ Quelante Cu* Quelante Fe*
hidrolise (%) (%) (%) (%) (%)
4h 46,78 £1,105 27,09 £2,441 97,77 £0,427 62,38 £ 0,547 54,90 £ 1,540
8h 49,38 £ 0,211 3,99 +2,335 99,670,133 0+£1,691 0+1,617
12 h 57,04 £ 0,121 0+3184 99,61 £ 0,203 0+ 0,447 0+1,861
16 h 59,38 £ 0,121 0+£3794 99,83+0,133 0+2,189 0+1,452
20 h 63,68 £ 0,715 0+ 3,687 99,72 £0,384 1,72 £1,542 0+1,540
24 h 69,71 £ 0,99 0+1,91 99,78 £ 0,203 13,10 £ 1,677 0+0,924
510
511
512
513
514  Tabela 3. Correlacéo entre o grau de hidrélise e as diferentes atividades antioxidantes do
515 hidrolisado proteico da clara de ovo de galinha de capoeira.
Grau de DPPH ABTS™ Quelante de  Quelante de
hidrélise (%) (%) (%) Cu*? (%) Fe*? (%)
Grau de Hidrolise (%) 1,00 -0,73 0,6 -0,55 -0,67
DPPH (%) 1,00 -0,9 0,85 0,90
ABTS * (%) 1,0 -0,88 -0,93
Quelante de Cu*? (%) 1,00 0,96
Quelante de Fe*? (%) 1,00
516
517
518
519
520
521
522
523

114



524

525

526

527

528

529

530

531

532

533

534

535

536

537

538

539

540

541

542

543

544

545

546

547

4. Concluséo

A hidrolise da clara do ovo de galinha foi positivamente afetada pelo tempo de
exposicao a protease pura produzida por A. avenaceus URM 6706, mas, essa correlacdo nao
foi sempre positiva em relacdo ao tempo de hidrdlise e atividades antioxidantes. Pode-se dizer
que os hidrolisados obtidos da clara de ovo de galinha de capoeira apresentam atividades
antioxidantes diversas, podendo ser aplicado industrialmente como alimento funcional que

apresenta maltiplas atividades bioldgicas.
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Resumo

Ao longo dos anos, a diabetes mellitus tipo 2 e a hipertensdo tém se tornado os maiores
problemas de salde publica, acometendo grande parte da populagdo mundial e sendo
responsavel por altos indices de mortalidade. Alguns hidrolisados proteicos sdo capazes de
atuar no tratamento dessas doencas, agindo na inibicdo de enzimas que estdo envolvidas na
patogénese dessas doencas: as a-glicosidase e a-amilase, para a diabetes, e a ECA para a
hipertensdo. Objetivou-se com este trabalho avaliar a atividade antidiabética e anti-
hipertensiva de hidrolisados obtidos da clara de ovo de galinha de capoeira. Para isto, a clara
de ovo de galinha de capoeira foi hidrolisada pela acdo da protease produzida por Aspergillus
avenaceus URM 6706 por 24 horas. O hidrolisado foi submetido a consecutivas
ultrafiltragbes a fim de se obter hidrolisados com massa molecular menor que 3 kDa, entre 3 e
10 kDa, e entre 10 e 30 kDa. As atividades biologicas foram realizadas com as trés faixas de
massa molecular e com concentracdes de 0,39 a 50 mg.mL™ em cada faixa de massa
molecular, assim como o teste de citotoxicidade. A toxicidade celular ndo foi significativa nas
menores concentragdes testadas, a atividade antidiabética foi verificada em maior percentual
nos hidrolisados menores que 3 kDa para as duas enzimas inibidas e entre 10 e 30 kDa para a
inibicdo da ECA. A inibi¢ao exercida nas enzimas a-glicosidase e a-amilase, e a ECA pelos
hidrolisados da clara de ovo de galinha de capoeira, demonstra que podem ser empregados
como agentes antidiabéticos e anti-hipertensivos.

Palavra-chave: Aspergillus, purificacdo enzimaética, atividade bioldgica e hidrolisados

proteicos.
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1. Introducdo

A hidrolise enziméatica de proteinas alimentares pode levar a liberagdo de peptideos
com atividades bioldgicas, que sdo utilizadas como ferramentas terapéuticas contra doencas
cronicas humanas como a hipertensdo e a diabetes. Apds a protedlise, o produto contém uma
mistura de peptideos e proteinas ndo digeridas que pode ser denominada hidrolisado proteico
e utilizada para fim terapéutico (ALUKO, 2015).

Definido como um componente alimentar que pode afetar processos bioldgicos e,
portanto, ter um impacto sobre a fungdo ou condicdo corporal e, em ultima instancia, a satde
uma substancia dietética bioativa deve oferecer um efeito biolégico mensuravel no intervalo
de doses que é normalmente assumido pela ingestdo do alimento (MOLLER et al., 2008).
Seguindo esta definicdo, peptideos derivados de leite, carne, peixe e ovos, e seus respectivos
componentes sdo capazes de influenciar algumas funcgdes fisiologicas, promovendo a salde
corporal (BATH, 2015).

Entre as varias fontes de proteina animal, as proteinas de clara de ovo sdo amplamente
utilizadas como ingredientes funcionais e nutricionais em produtos alimenticios. Sé&o,
portanto, um componente significativo da dieta e também uma excelente fonte de substancias
biologicamente ativas (MINE, 2007; CHEN et al., 2012).

Muitos trabalhos tém reportado peptideos derivados da clara de ovo, por exemplo,
com as mais diversas atividades biologicas: inibidora da enzima de conversédo da angiotensina
(ECA) (FUJITA et al., 1995), antioxidante (DAVALOQOS et al., 2004), quelantes de minerais
(SAMARAWEERA et al., 2011), anti-inflamatéria (HUANG et al., 2010), antimicrobiana
(GONG et al., 2009), anticoagulante (YU et al., 2011a), anticancerigena (Y1 et al., 2003) e
antidiabética (YU et al., 2011b).

Destas, a atividade antidiabética baseia-se na inibicdo de enzimas envolvidas na
liberagdo da glicose no sangue; por exemplo, a a-amilase tem sido considerada como a
principal enzima que pode controlar a hiperglicemia (ALI; HOUGHTON, 2006; LEE et al.,
2007) e o-amilase € responsavel pela hidrolise de oligossacarideos em maltose
(RAMASUBBU et al.,, 2007). Por sua vez, a atividade anti-hipertensiva pode estar
relacionada com a inibicdo da enzima conversora de angiotensina (ECA) (ALU'DATT et al.,
2012).

Por conseguinte, a hipertensdo e a diabetes tipo 11 sdo dois dos principais problemas

de saude publica. Essas doencas crdnicas estdo inter-relacionadas e cada vez mais coexistem
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no envelhecimento da populagdo. A hipertensdo arterial afeta aproximadamente 70% dos
individuos com diabetes e a prevaléncia de hipertensdo arterial é duas vezes maior nos
diabéticos do que naqueles sem a doenca (LAGO et al., 2007).

Portanto, objetivou-se com este trabalho avaliar a atividade inibitoria da ECA, a-
glicosidase e a-amilase de hidrolisados protéicos obtidos a partir hidrélise enzimatica da clara

de ovo de galinha de capoeira.

2. Materiais e Métodos

2.1.Producéo e purificagdo da protease

A protease utilizada na hidrélise da clara de ovo de galinha de capoeira foi produzida
por Aspergillus avenaceus URM 6706, cedido pela Micoteca do Departamento de Micologia
da Universidade Federal de Pernambuco, Brasil. Sua producéo foi realizada por fermentacéo
submersa em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio composto por de
farinha de soja a 1,0% (p/v), e glicose 0,5% (p/v); inoculado com 10° esporos.mL™, a 28 °C e
120 rpm por 72h. A purificagdo da protease foi realizada Segundo metodologia descrita no

Capitulo II, item 2.1.

2.2. Atividade Proteasica

Para atividade proteasica, 60 uL do extrato enzimatico foram adicionados a 100 pL de
azocaseina em tampdo Tris-HCI (1,0%). A mistura reacional foi incubada por 1h a
temperatura ambiente e interrompida pela adigao de 480 uL de acido tricloroacético (TCA) a
10% (p/v), seguida da centrifugacdo por 5 minutos a 8,000g e 4 °C. Do sobrenadante foram
retirados 320 puL e adicionados a 560 uL de NaOH (1 M). Uma unidade (U) da atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima capaz de hidrolisar a azocaseina de

forma a aumentar 0,1 U da absorbancia a 440 nm (Leighton et al., 1973).

2.3. Determinacdo do contetido de proteinas no extrato enzimatico

O método de Bradford (1976) foi utilizado para quantificar o conteido de proteinas. A
curva de calibracdo foi realizada a partir de solucbes estoque de albumina de soro bovino
(BSA) numa faixa de concentragdes de 0-600 pg.mL™. As solucdes foram submetidas a
leitura da absorbancia a 595 nm em espectrofotdmetro (Biochrom Libra S6®, Cambridge,
Reino Unido).
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2.4. Determinacdo da temperatura e pH 6timos

A temperatura 6tima da enzima pura produzida por A. avenaceus URM 6706 foi
determinada ao se realizar a atividade proteésica em diferentes temperaturas (30-80 °C) e o
pH 6timo foi determinado utilizando-se diferentes tampéo a 0,2 M: fosfato de sodio, Tris-HCI
e carbonato-bicarbonato numa faixa de pH de 5,0 a 11,0.

2.5. Hidrolise das proteinas da clara de ovo de galinha de capoeira e ultrafiltracdo do
hidrolisado

A clara de ovo (200 mL) foi homogeneizada em 800 mL de tampdo fosfato de sddio
(pH 8,0 e 50 mM) durante 10 minutos em baixa rotagdo. Essa suspensdo proteica foi
posteriormente hidrolisada pela protease produzida por A. avenaceus URM 6706, apds sua
purificacdo. A hidrdlise foi realizada a temperatura e a pH 6timos de atuacdo da enzima
empregada (50° C e 10,0; respectivamente), numa concentracdo enzimatica de 1 %, por 24
horas. Para que ocorresse a interrupcao da hidrolise enzimatica, cada ponto retiradofoi fervido
por 10 minutos e em seguida mantido a -2 °C. Os hidrolisados foram separados de acordo com
a massa molecular por meio de utltrafiltracdo (Amicon®, Alemanha) sucessiva em Molecular
weight cut-off (limite de massa molecular) de 3, 10 e 30 kDa, sendo agrupados em
hidrolisados com massa molecular menor que 3 kDa, entre 3 e 10 kDa e entre 10 e 30 kDa.
Antes de se prosseguir com as analises necessarias, as amostras foram centrifugadas, a fim de
se obter apenas os peptideos soltveis (TANZADEHPANAH et al., 2013).

2.6. Teste de citotoxicidade dos hidrolisados

Para a realizagdo dos ensaios de citotoxicidade, os hidrolisados testados em
concentracdes que variaram de 0,39 a 50 mg.mL™, as diluicBes foram preparadas em Meio
Essencial Minimo de Eagle (E-MEM, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, EUA). Células Madin-
Darby Bovine Kidney (MDBK) e African Green Monkey Kidney (Vero), adquiridas do banco
de células do Laboratério de Virologia e Imunologia da Faculdade de Veterinaria da
Universidade Federal de Pelotas, previamente cultivadas em placas de 96 cavidades por 24
horas foram tratadas com 100 pL hidrolisados por poco. Os testes foram realizados em
sextuplicata e incubados por 24 horas (em estufa umida 37 °C com 5% de CO,). Como
controles foram utilizadas células mantidas em E-MEM suplementado, sem nenhum tipo de

tratamento. As placas foram submetidas ao ensaio com o reagente MTT (3-(4,5 dimetiltiazol-

127



2yl)-2-5-difenil-2H tetrazolato de bromo) segundo Mosman (1983). Posteriormente, as placas
foram submetidas a espectrofotometria a 540 nm. Os percentuais de viabilidade celular (CV)
foram calculados segundo a equacao:

CV (%) = £ 2100 (1)

Onde AT e AC representa a absorbancia das células tratadas com os hidrolisados e do

controle, respectivamente.

2.7. Inibicdo da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA)

A atividade inibitéria da ECA foi realizada segundo dois métodos, o primeiro foi o
descrito por Holmquist et al. (1979), com poucas modifica¢des; 22 pL ECA (50 mU.mL™) foi
adicionada a 50 pL dos hidrolisados da clara de ovos de galinha de capoeiras (nas
concentracdes de 0,39 a 50 mg.mL™), 150 pL de tamp3o Tris-HCI (50 mM, pH 7,5, com 0,3
M NaCl e 1 mM ZnCl,) e 100 uL. de FAPGG (N-[3-(2-Furil)acriloil]-Phe-Gli-Gli, Sigma-
Aldrich®) a 0,5 mM. A reacdo foi monitorada a 340 nm, por 1 hora. A inibicdo da ECA foi
mensurada pela comparagdo das mudancas de absorbancia entre os testes com as amostras e 0

controle, de acordo com a seguinte equacao:

Inibigio da ECA (%) = |1 — (344mestra)] y100 )

Aap controle

Onde: Aap amostra € @ diferenca da absorbancia do ensaio realizado com os hidrolisados

e Aab controle € @ diferenca da absorbancia do ensaio realizado sem os hidrolisados.

O Segundo método utilizado foi proposto por Cushman e Cheung (1971), por 30
minutos, 25 pL da ECA (5 mU) foram incubados com 25 pL da amostra de hidrolisados e a
25 pL de HHL (N-Hippuril-L-histidilis-L-leucina, Sigma-Aldrich® em tampéao fosfato de
sodio (1 M, pH 8,3) a 37 °C. Em seguida, foram adicionados ao sistema reacional 75 pL de
HCI (1M) e 500 pL de acetato de etila. Apds 15 segundos, foi realizada a centrifugacdo a
3000 rpm por 10 minutos. Em seguida, 500 pL do sobrenadante foi retirado e levado a banho
fervente até completa evaporacdo do solvente. O residuo resultante da evaporacdo foi
ressuspendido em 1,5 mL de &gua deionizada. A atividade inibitéria da ECA foi mensurada a

228 nm e calculada segundo a equacéo:
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(A-B)

Inibicdo da ECA (%) = A=0

x 100

Onde: “4” representa a atividade da ECA sem nenhuma inibi¢cdo, “B” representa a
atividade da ECA sob a influéncia da amostra de hidrolisados e “C”, a absorbancia referente
ao substrato da ECA, o HHL somente.

2.8. Atividade inibitoria da enzima a-glicosidase

Para se avaliar o potencial dos hidrolisados da clara do ovo de galinha de capoeira
como inibidores da a-glicosidase, foi utilizada a metodologia descrita por Kim et al. (2004),
com poucas modificacdes, 5 uL a-glicosidase (10 U.mL™, em tamp&o fosfato de potéssio 0,1
M e pH 6,8) foram misturados a 10 pL da amostra de hidrolisados e a 620 puL de tampao
fosfato de potassio (0,1 M e pH 6,8). A reacdo foi incubada por 20 minutos a 37,5 °C. Em
seguida, 10 uL de p-nitro-fenil-glicopiranosidio (pNPG a 10 mM) foram adicionados a
reacao, que foi incubada novamente a 37,5 °C por mais 30 minutos. A reacéo foi interrompida
pela adi¢ao de 650 puL de Na,CO3; (1 M). O produto liberado (p-nitrofenol) pela reacédo foi
mensurado a 410 nm e a atividade inibitoria da a-glicosidase foi calculada seguindo a

equacao:
Inibicio da a — glicosidase (%) = AA%Bx 100 (3)

Onde “A” ¢ a densidade otica da reagdo do controle (sem as amostras dos hidrolisados)

e “B” ¢ a densidade otica da reagdo realizada com as amostras dos hidrolisados.

2.9. Atividade inibitoria da enzima a-amilase
A inibi¢do da a-amilase foi avaliada segundo metodologia de Kim et al. (2004) com
poucas modificacBes, em que 20 pL da o-amilase (40 U.mL™) foram misturados a 10 pL da
amostra de hidrolisados e incubados por 15 minutos a 37,5 °C. Em seguida, foram
acrescentados 500 uL de solugdo de amido (1% em tampao fosfato de sodio pH 6,9 e 20 mM)

e a mistura reacional incubada por mais 5 minutos na mesma temperatura. Aposa incubacéo,
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500 pL de DNSA foram acrescentados e o ensaio levado a banho fervente por 15 minutos. A

atividade da a-amilase foi mensurada a 540 nm e a sua inibigdo calculada segundo a equacéo:
Inibigdo da a — amilase(%) = AA%Bx 100 4)

Onde “A” ¢ a densidade otica da reagdo do controle (sem as amostras dos hidrolisados)

e “B” ¢ a densidade otica da reagdo realizada com as amostras dos hidrolisados.

2.10. Anaélise estatistica
Todos os ensaios foram realizados em triplicata, exceto o ensaio de citotoxicidade que
foi feito em sextuplicata. Foi realizada anélise de varidncia com comparacdo entre medias
pelo teste de Tukey adotando uma significancia de 95% para os resultados do teste de
citoxicidade. As analises foram realizadas com auxilio do software estatistico BioEstat®

versdo 5.3.

3. Resultados e Discusséo

3.1. Determinacao da temperatura e pH 6timos

A temperatura e o pH 6timos para a atividade da protease purificada produzida por A.
avenaceus URM 6706 foram 50 °C e 10,0, respectivamente; corroborando com resultados
obtidos por por Niyonzima e More (2015) e Salihi e colaboradores (2016) que também
observaram a temperatura 6tima de atividade de 50 °C e pH 6timo alcalino para as proteases
produzidas por Aspergillus terreus gr e Aspergillus oryzae CH93, respectivamente.

A temperatura e pH 6timos sdo parametros de grande importancia para uma melhor
atividade enzimatica, sendo necessario que essas condi¢cdes 0timas sejam mantidas para que
haja a liberacdo eficiente dos peptideos (ALUKO, 2015), por esta razdo, a temperatura de 50
°C e pH 10,0 foram mantidos pelas 24 horas de hidrélise na clara de ovo de galinha de
capoeira. Castro e Sato (2015) também utilizaram os parametros 6timos das proteases

aplicadas na hidrélise da clara de ovo.

3.2.Teste de citotoxicidade dos hidrolisados
Peptideos e hidrolisados proteicos possuem diferentes efeitos citotdxicos baseados em

sua estrutura molecular (HOMAYOUNI-TABRIZI; ASOODEH; SOLTANI, 2016). A
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viabilidade celular ap6s exposicdo aos hidrolisados da clara de ovo de galinha de capoeira
esta disposta na Tabela 1. Os resultados demonstram que os resultados foram inversamente
proporcional a concentracdo do hidrolisado, ou seja, a menor viabilidade celular foi
encontrada nas maiores concentragdes dos hidrolisados para todas as faixas de massas
moleculares testadas, chegando a 0% de viabilidade celular a partir de 25 mg.mL™ do
hidrolisado, para as duas linhagens celulares estudas. Picoli et al. (2016) ao estudar o efeito de
um peptideo isolado do veneno de abelha, a melitina, também encontraram essa relagdo, em
que as menores taxas de morte celular foram encontradas nas menores concentragdes do
peptideo.

Pode-se perceber que, de uma forma geral, a viabilidade celular permaneceu acima de
80% até a concentracdo de 6,25 mg.mL™ do hidrolisado para as duas linhagens celulares,
exceto para os hidrolisados com massa molecular 3<n<10 kDa que nesta concentracéo, 6,25
mg.mL™, permitiram uma viabilidade celular de 77% para a linhagem celular MDBK.

O peptideo originado da hidrolise da clara de ovo de avestruz (ASOODEH et al.,
2016) teve efeito significativo na viabilidade celular durante 24 horas, ao passo que a
viabilidade celular foi reduzida ap0s as 48 e 72 horas de tratamento, no entanto essa
viabilidade celular permaneceu acima dos 80% para todos os ensaios testados; porém vale
ressaltar que a maior concentracio testada do peptideo foi de 1 mg.mL™. Peptideos de outras
fontes animais também tém sido testados quanto a citotoxicidade, por exemplo, os peptideos
produzidos obtidos da hidrélise do leite de camelo que apresentaram uma citotoxicidade de
aproximadamente 20% em sua maior concentracdo 1 mg.mL™, sendo considerada uma baixa
citotoxicidade (HOMAYOUNI-TABRIZI et al., 2016). Comparando os resultados obtidos de
citotoxicidade dos hidrolisados da clara de ovo de galinha de capoeira na concentracdo de
1,56 mg.mL™, concentracdo préxima a dos trabalhos citados, pode-se dizer que esses foram
menos prejudiciais ao crescimento celular; uma vez que apresentaram uma viabilidade celular
de proxima aos 100% e 70 % em todas as faixas de massa molecular para as células MDBK e

VERO, respectivamente, o que reforca sua possivel aplicagdo como uma molécula bioativa.

3.3. Inibi¢ao das enzimas ECA, a-glicosidase e a a-amilase pelos hidrolisados da clara
de ovo de galinha de capoeira
Na Tabela 2 estdo expostas as faixas de massa molecular dos hidrolisados da clara do

ovo de galinha de capoeira e suas respectivas atividades biolégicas. Os hidrolisados
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apresentaram atividade inibitéria para ECA, para a o-glicosidase ¢ para a o-amilase; no
entanto a inibicdo da ECA foi mais expressiva para os hidrolisados com massa molecular
entre 10 e 30 kDa. J4 a inibi¢do da a-glicosidase ¢ da a-amilase foi maior para os hidrolisados
menores que 3 kDa.

Muitos peptideos e hidrolisados da clara de ovo tém sido reportados como inibidores
da ECA (RAO et al., 2012; YU et al., 2012; BATH, KUMAR, 2014), como por exemplo
hidrolisados da clara de ovo de avestruz que demonstraram atividade inibitoria da ECA que
variaram de 28 a 57% (TANZADEHPANAH et al., 2013). Alimentos funcionais com
propriedades anti-hipertensivas podem ser compostos pelos hidrolisados da clara de ovo ou
seus peptideos e fracdes especificas.

O enriquecimento de fragbes ou o isolamento de peptideos especificos da mistura total
de peptideos € um desafio tecnolégico na producéo de peptideos inibidores da ECA e anti-
hipertensivos para produtos alimentares funcionais. Como uma caracteristica comum dos
peptideos inibidores da ECA é o seu tamanho relativamente pequeno, o fracionamento
utilizando ultrafiltracdo e cromatografia de exclusédo de tamanho, constitui um passo til para
a pré-concentracdo (FUJITA et al., 2001), como foi realizado neste trabalho.

A atividade antidiabética tambem tem sido relacionada aos hidrolisados da clara de
ovo (YU et al.,, 2011b, Yu et al., 2012). A inibigdo da a-glicosidase ¢ a-amilase é considerada
um mecanismo eficiente no controle da diabetes, uma vez que diminui a absorcao de glicose
(LEE et al., 2007), por esse ponto de vista podemos considerar que os hidrolisados obtidos da
clara de ovo de galinha de capoeira possuem potencial atividade antidiabética, uma vez que os
hidrolisados com massa molecular menor que 3 kDa inibiram a a-glicosidase ¢ a a-amilase
em 57 e 94%, respectivamente. A maioria dos inibidores da a-glicosidase, no entanto, sdo
acucares ou derivados de acucar, existindo apenas alguns compostos ndo sacarideos que
inibem eficazmente as glicosidases (KAMIYAMA et al., 2010; OH et al., 2010; ZHANG et
al., 2010), demonstrando a inovacdo do trabalho no desenvolvimento de compostos
nutracéuticos.

Quando os hidrolisados com massa molecular entre 10>n>30 kDa foram testados
quanto a inibicdo da ECA em diferentes concentrac6es, no entanto a inibicdo s6 ocorreu nas
duas maiores concentraces do hidrolisado 50 e 25 mg.mL™ (Tabela 3) para a atividade

testada com o FAPGG, com 47 e 34% de inibicdo respectivamente.
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No entanto, essas concentragdes dos hidrolisados provocaram o maior efeito citotoxico
(Tabela 1) com 0% de viabilidade celular para as duas linhagens celulares testadas. Porém, no
ensaio de inibicdo da ECA com o HHL, houve atividade inibitoria para todas as concentracdes
de hidrolisados testadas, sendo a menor inibicdo de 80%, nas duas menores concentragdes dos
hidrolisados, permitindo a utilizacdo desses hidrolisados como anti-hipertensivo em suas
concentragdes de menor efeito citotoxico.

Estudos demonstraram que peptideos bioativos produzem efeitos anti-hipertensivos
principalmente como resultado de a¢Bes inibitorias das enzimas ECA ou renina; por meio de
interacOes peptidicas competitivas, ndo competitivas ou mesmo pelas duas (ALUKO, 2015).
Por exemplo, verificou-se que os peptideos isolados dos hidrolisados de colageno inibem a
atividade da ECA de uma forma competitiva, 0 que indica a interacdo com o sitio ativo da
ECA e a competicdo com o substrato para bloquear a protedlise (BANERJEE; SHANTHI,
2012). Por outro lado, Memarpoor-Yazdi el al. (2012) mostraram que os peptideos derivados
da clara de ovo inibiram a ECA de forma ndo competitiva, 0 que sugere uma interagdo com as
proteinas enzimaticas em locais diferentes do sitio ativo (ALUKO, 2015).

Analisando-se os resultados obtidos pelos hidrolisados da clara de ovo de galinha de
capoeira e supondo que a inibicdo da ECA por elas causada seja por competicdo do sitio ativo,
sugere-se que no caso do ensaio contendo o FAPGG, a afinidade deste pelo sitio ativo da
ECA é maior que a afinidade dos hidrolisados pelo sitio ativo na ECA, o que resultou em
menores atividades de inibi¢do. J& no ensaio em que o HHL ¢é utilizado, o inverso aconteceu;
acarretando maiores valores de inibicdo, provavelmente por uma maior afinidade do sitio
ativo da ECA pelos hidrolisados da clara de ovo do que pelo HHL.

Os hidrolisados com atividade antidiabética, foram testadas a atividade daqueles com
massa molecular menor que 3 kDa em diferentes concentracfes (Tabela 3). A inibi¢do da a-
glicosidase ficou acima dos 50% até a concentracdo de 6,25 mg.mL™, sendo 0% nas duas
menores concentra¢des dos hidrolisados. Ja a inibi¢ao da a-amilase, foi aumentando a medida
que a concentracdo dos hidrolisados diminuia até a concentracdo de 6,25 mg.mL™, tendo sua
maior atividade, diminuindo apds essa concentracdo. No entanto, a utilizacdo dos hidrolisados
na concentragdo de 6,25 mg.mL™ possibilitaria a inibicdo das duas enzimas numa baixa
citotoxicidade.

Como o diabetes mellitus tipo 2 € definido pela falha orgéanica no controle efetivo dos

niveis plasmaticos de glicose, devido sua producdo insuficiente e resisténcia a insulina; o
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controle da hiperglicemia pds-prandial é a chave para o tratamento da doenga (ARNFRED et
al., 1988; SHEU et al., 2011). Portanto, os hidrolisados da clara de ovo de galinha de capoeira
poderiam ser aplicados para este fim, uma vez que inibiriam a hidrolise de acucares pelas
enzimas a-glicosidase e o-amilase, evitando-se 0s picos nos niveis de glicose ap6s as
refeicoes (KIMURA et al. 2004).
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Tabela 1. Viabilidade de células (%) Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK) e African Green Monkey Kidney (Vero) apds 24 horas de exposi¢ao aos

hidrolisados da clara de ovo de galinha de capoeira.

Concentragéo do
hidrolisado (mg.mL™)

Massa molecular do hidrolisado (KDa)

0
0,39
0,78
1,56
3,12
6,25
12,5

25
50

<3 3<n< 10 10<n<30
Crescimento celular MDBK (%)
100 100 100
94,81 101,17 100,84
96,10 101,33 101,81
99,28 99,87 101,01
87,70 99,71 99,82
86,30 77,41 85,22
29,79 0,10 3,82
0 0 0
0 0 0

<3 3<n< 10 10<n<30
Crescimento Celular Vero (%)
100 100 100
94,72 90,88 93,58
79,20 84,75 87,74
79,48 87,46 88,03
85,89 86,46 92,45
80,19 86,03 90,59
42,73 14,95 20,22
0 0 0
0 0 0
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Tabela 2. Atividade inibitoria da enzimas ECA, a-glicosidase e para a a-amilase dos hidrolisados de diferentes faixas de massa
molecular obtidos pela hidrolise da clara de ovo de galinha de capoeira.

FracOes dos hidrolisados Atividade Inbitéria de Atividade Inbitéria de Atividade Inibitéria da Atividade Inibitéria da
(kDa) ECA (%) - FAPPG ECA (%) - HHL a-glicosidase (%0) a-amilase (%)
n<3 0+3,15 22,72 £0,75 57,58 +2,8 94,36 + 3,98
3<n<10 12,61 +£2,25 63,63+1,5 23,06 +0 18,31 + 3,98
10<n<30 84,08 £ 2,25 82,3222 7,670 0+£211

Tabela 3. Atividade inibitoria das enzimas ECA, a-glicosidase e para a a-amilase dos hidrolisados de diferentes concentracdes obtidos pela hidrdlise da clara
de ovo de galinha de capoeira.

Massa molecular do hidrolisado (KDa)

Concentracdo do <3n<10 >3

hidrolisado (mg.mL™) ~ Atividade Inbitéria de Atividade Inbitéria de Atividade Inibitoria da Atividade Inibitdria da
ECA (%) - FAPPG ECA (%) - HHL a-glicosidase (%0) a-amilase (%)
50 47,65 £ 0,37 100 £ 0,6 66,66 + 2,77 83+1,41
25 34,62 + 0,46 99,24 +0,35 60,78 + 2,66 14,20 £ 0,56
12,5 0+0,41 96,96 + 0,30 56,86 + 2,75 33,13 +1,93
6,25 0+0,42 84,09 + 0,25 56,82 + 2,67 40,51 +1,85
3,12 0+0,43 83,33 £ 0,030 17,64 £ 2,77 34,52 + 0,56
1,56 0+0,44 81,06 + 0,35 0+2,56 32,38 + 0,56
0,78 0+0,52 80,30+ 0 0+2,70 32,38 + 0,56
0,39 0+ 0,37 80,30+ 0 0+2,77 24,42 +£0,55




4. Conclusdes
Os resultados obtidos pela anélise das atividades bioldgicas dos hidrolsados da clara
de ovo de galinha de capoeira demonstram possivel aplicacdo como alimento funcional no
tratamento da diabetes e hipertensdo, sendo que para um melhor aproveitamento de suas
funcbes bioldgicas, seria mais interessante o consumo desses hidrolisados ndo purificados,
uma vez que os de menor massa molecular apresentam maior atividade antidiabética e os de
maior massa molecular melhor atividade anti-hipertensiva, sendo melhor seu consumo

concomitante.

5. Referéncias

J. Adler-Nissen, Determination of the degree of hydrolysis of food protein hydrolysates by
trinitrobenzenesulfonic acid, J Agric Food Chem 1979, 27, 1262.

H. Ali, P. J. Houghton, A. Soumyanath, a-Amylase inhibitory activity of some Malaysian
plants used to treat diabetes; with particular reference to Phyllanthus amarus. J
Ethnopharmacol 2006, 107, 449-455.

A. Asoodeh, M. Homayouni-Tabrizi, H. Shabestarian, S. Emtenani, S. Emtenani, Biochemical
characterization of a novel antioxidante and angiotensin I-converting enzyme inhibitory
peptide from Struthio camelus egg white protein hydrolysis. J Food Drug Anal 2016, 24, 332
- 342.

H. M. Alu’datt, K. Ereifej, A. Abu-Zaiton, M. Alrababah, A. Almajwa, T. Rababah, W. Yang,
Anti-oxidant, anti-diabetic and anti-hypertensive effects of extracted phenolics and
hydrolyzed peptides from barley protein fractions. Int J Food Propert 2012, 15,781-795.

R. E. Aluko, Antihypertensive Peptides from Food Proteins. Annu. Rev. Food Sci. Technol
2015, 6, 235-62.

P. Banerjee, C. Shanthi, Isolation of novel bioactive regions from bovine Achilles tendo
collagen having angiotensin I-converting enzyme inhibitory properties. Process Biochem
2012, 47, 2335-46.

Z. F. Bhat, S. Kumar. Bioactive peptides from egg: a review. Nutr Food Sci 2016, 45, 190-
212.

Z. F. Bhat, S. Kumar, H. F. Bhat, Bioactive peptides of animal origin: a review. J Food Sci
Technol 2015, 52, 5377-5392.

M. M. A. Bradford, Rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities
of protein utilizing the principle of proteindye binding. Anal Biochem 1976, 72, 248-254.

137



R. J. S. Castro, H. H. Sato. A response surfasse approach on optimization of hydrolysis
parameters for the production of egg White protein hydrolysates with antioxidante activities.
Biocatal Agric Biotechnol 2015, 4, 55-62.

C. Chen, Y. Chi, M. Zhao, L. Lv, Purification andidentification ofantioxidant peptides from
egg white protein hydrolysate. AminoAcids 2012, 43, 457-466.

D . W. Cushman, H. S. Cheung, Spectrophotometric assay and properties of the angiotensin-
converting enzyme of rabbit lung. Biochem Pharmacol 1971, 20, 1637-1648.

A. Davalos, M. Miguel, B. Bartolome, R. Lopez-Fandind, Antioxidant activity of peptides
derived from egg white proteins by enzymatic hydrolysis. J Food Protect 2004, 67, 1939—
1944,

H. Fujita, R. Sasaki, M. Yoshikawa, Potentiation of the antihypertensive activity of orally
administered ovokinin, a vasorelaxing peptide derived from ovalbumin, by emulsification in
egg phosphatidylcholine. Biosci Biotech Bioch 1995, 59, 2344-2345.

H. Fujita, T. Yamagami, K. Ohshima, “Effects of an ACE-inhibitory agent, katsuobushi
oligopeptide, in the spontaneously hypertensive rat and in borderline and mildly hypertensive
subjects”, Nutr Res 2001, 21, 1149-1158.

D. Gong, J. Kalina, M. M. Bain, P. W. Wilson, I. C. Dunn. Gallin: A new antimicrobial
peptide from egg white. Briti Poultry Abstr 2009, 5, 8-9.

M. Ghorbanpur, M. Zare, F. Zokaee, H. Zolfagarrian, H. Rabiei, Purification and partial
characterization of a coagulant serine protease from the venom of the iranian snake
Agkistrodon halys. J Venom Anim Toxins incl Trop Dis 2009, 15, 411-423.

W. Huang, S. Chakrabarti, K. Majumder, Y. Jiang, S. T. Davidge, J. Wu, Egg-derived peptide
IRW Inhibits TNFalpha- induced inflammatory response and oxidative stress in endothelial
cells. J Agr Food Chem 2010, 58, 10840-10846.

B. Holmquist, P. Bunning, J. F. Riordan, A Continuous Spectrophotometric Assay for
Angiotensin Converting Enzyme. Anal Biochem 1979, 540-548.

M. Homayouni-Tabrizi, A. Asoodeh, M. Soltani, Cytotoxic and antioxidant capacity of camel
milk peptides: Effects of isolated peptide on superoxide dismutase and catalase gene
expression. J Food Drug Anal 2016, in press.

O. Kamiyama, F. Sanae, K. Ikeda, Y. Higashi, Y. Minami, N. Asano, I. Adachi, A. Kato, In
vitro inhibition of alpha-glucosidases and glycogen phosphorylase by catechin gallates in
green tea. Food Chem 2010, 122, 1061-1066.

Y. M. Kim, M. H. Wang, H. I. Ree, A novel alpha-glucosidase inhibitor from pine bark.
Carbohydr Res 2004 , 339, 715-717.

138



R. M. Lago, P. P. Singh, R. W. Nesto, Diabetes and hypertension. Nat Clin Pract Endocrinol
Metab 2007, 3, 667-667.

Y. A. Lee, E. J. Cho, T. Tanaka, T. Yokozawa, Inhibitory activities of proanthocyanidinis
from persimmon against oxidative stress and digestive enzyme related to diabetes. J Nutr Sci
Vitaminol 2007, 53, 287-292.

T. J. Leighton, R. H. Doi, R. A. J. Warren, R. A. Kelln, The Relationship of serine protease
activity to RNA polymerase modification and sporulation in Bacillus subtilis. Journal of
Molecular Biology, 1973, v. 76, p. 103-122.

M. Memarpoor-Yazdi, A. Asoodeh, J. K. Chamani, Structure and ACE-inhibitory activity of
peptides derived from hen egg white lysozyme. Int J Pept Res Ther 2012, 18, 353-60.

Y. Mine, Eggproteinsandpeptidesinhumanhealth — chemistry,bioactivity and production.Curr
Pharm Des 2007, 13, 875-884.

F. N. Niyonzima, S. S. More, S. S. Purification and characterization of detergent-compatible
protease from Aspergillus terreus gr. 3. Biotech 2015, 5, 61-70.

K. Y. Oh, J. H. Lee, M. J. Curtis-Long, J. K. Cho, J. Y. Kim, W. S. Lee, K. H. Park,
Glycosidase inhibitory phenolic compounds from the seed of Psoralea corylifolia. Food
Chem 2010, 121, 940-945.

T. Picoli, C. S. Pich, M. G. Lopes, A. G. Teixeira, G. Fischer, Sensibilidade de linhagens
celulares frente a melitina isolada de veneno de abelha. Sci Animal Heal 2016, 4, 101-116.

N. Ramasubbu,C. Ragunath, P. J. Mishra, L. M. Thomas, G. Gyemant, L. Kandra, Human
salivary alpha-amylase Trp58 situated at subsite-2 is critical for enzyme activity. Eur J
Biochem 2007, 271, 2517-2529.

H. Samaraweera, W. G. Zhang, E. J. Lee, D. U. Ahn, Egg yolk phosvitin and functional
phosphopeptides—review. J Food Sci 2011, 76, R143-R150.

A. Salihi, A. Asoodeh, M. Aliabadian, Production and biochemical characterization of an
alkaline proteasefrom Aspergillus oryzae CH93. Int J Biol Macromol, in press, 2016.

S. Q. Rao, T. Ju, J. Sun, Y. J. Su, R. R. Xu, Y. J. Yang, Purification and characterization of
angiotensin I-converting enzyme inhibitorypeptides from enzymatic hydrolysate of hen egg
white lysozyme. Food Res Int 2012, 46, 127-134.

H. Tanzadehpanah, A. Asoodeh, M. R. Saberi, J. Chamani. ldentification of a novel
angiotensin-1 converting enzyme inhibitory peptide from ostrich egg white and studying its
interactions with the enzyme. Innov Food Sci Emer Technol 2013, 18, 212-219.

139



Z.Yu, T.Yin, W. Zhao, F. Wang, Y. Yu, B. Liu, J. Liu, F. Chen, Characterization of ACE-
inhibitory peptide associated with antioxidant and anticoagulation properties. J Food Sci
20114, 76, C1149-C1155.

Z. Yu, Y. Yin, W. Zhao, Y. Yu, B. Liu, J. Liu, F. Chen, Novel peptides derived from egg
white protein inhibiting alpha-glucosidase. Food Chem 2011b, 129, 1376-1382.

Z. Yu, B. Liu, W. Zhao, Y. Yin, J. Liu, F. Chen, Primary and secondary structure of novel
ACE-inhibitory peptides from egg white protein. Food Chem 2012, 133, 315-322.

L. Zhang, J. R. Li, S. Hogan, H. Chung, G. E. Welbaum, K. Q. Zhou, Inhibitory effect of
raspberries on starch digestive enzyme and their antioxidante properties and phenolic
composition. Food Chem 2010, 119, 592-599.

C. Zhang, W. Cao, P. Hong, H. Ji, X. Qin, J. He, Angiotensin I-converting enzyme inhibitory
activity of Acetes chinensis peptic hydrolysate and its antihypertensive effect in
spontaneously hypertensive rats. Int J Food Sci TechVolume 2009, 44, 2042-2048.

140



CAPITULO IV

Hidrolisados da clara de ovo de galinha de capoeira como inibidores de crescimento de
Staphlylococcus aureus, Herpes virus bovino tipo 1 (BoHV-1) e Virus da diarreia viral bovina
(BVDV).
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Resumo
As enfermidades causadas por Staphylococcus aureus, pelo herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-
1) e virus da diarreia viral bovina (BVDV) envolvem dificil controle e resisténcia a agentes
terapéuticos por parte do micro-organismo, além da diminuicdo da producgdo animal. Por esta
razdo, muitos compostos naturais vém sendo estudados como inibidores do crescimento
desses micro-organismos. Objetivou-se com este trabalho avaliar os peptideos obtidos pela
hidrélise da clara de ovo de galinha de capoeira quanto sua citotoxicidade e atividade
antimicrobiana in vitro . Para isto, a protease produzida pelo Aspergillus avenaceus URM
6706 foi purificada e aplicada na hidrdlise das proteinas da clara de ovo de galinha de
capoeira. Os testes de citotoxicidade foram realizados em linhagens celulares MDBK (células
de rim bovino) e Vero (células de rim de macaco verde africano). A atividade antimicrobiana
foi avaliada frente a cepas de S. aureus isoladas de vacas com mastite subclinica e frente ao
BoHV-1 e o BVDV. As maiores citotoxicidades foram encontradas nas maiores
concentracdes dos hidrolisados (50 e 25 mg.mL™). Os hidrolisados da clara de ovo de galinha
de capoeira apresentaram atividades antiestafilocécica e antiviral, inibindo o crescimento de
S. aureus em até 88% e apresentando acdo antiviral e virucida (90%) contra o BVDV. Os
hidrolisados da clara de ovo de galinha de capoeira possuem grande potencial para ser
aplicados no controle e prevencdo de infecgdes por S. aureus e BVDV em bovinos, no entanto
estudos mais especificos devem ser realizados para avaliar a viabilidade, forma de

apresentacdo e de aplicacdo dos mesmos para combater essas doencas.

Palavras-chave: Aspergillus, MDBK, Vero, mastite, BoHV-1 e BVDV
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1. Introducdo

Das atividades ligadas ao agronegdécio, o Brasil se destaca na bovinocultura, sendo o
detentor do segundo maior rebanho efetivo de bovinos do mundo que proporciona
desenvolvimento local por meio de dois segmentos lucrativos: as cadeias produtivas da carne
e leite (MAPA, 2011). No entanto, a sanidade do rebanho bovino, em particular relacionada
as infeccBes, se destaca como um importante fator de interferéncia na eficiéncia produtiva dos
rebanhos (JUNQUEIRA; ALFIERI, 2006).

Dentre as causas da mastite bovina, o Staphylococcus aureus € tido como seu principal
causador, com frequéncias que chegam a 70,9%, reduzindo em até 15% a producdo leiteira
(FREITAS et al., 2005; ZANETTE et al.,2010). A alta prevaléncia dessa espécie bacteriana
na etiologia da mastite bovina esta associada a capacidade de desenvolver resisténcia aos
antimicrobianos empregados, além da habilidade desse patdgeno de invadir e se estabelecer
profundamente nos tecidos da glandula mamaria (MORONI et al., 2006; ZAFALON et al.,
2008).

Dentre as doencas causadas por virus, o herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) é
responsavel por infeccbes em bovinos que acometem as vias respiratdrias superiores
(rinotraqueite) e o trato genital (vulvovaginite) (NAKAMICHI et al., 2002, BRUGGEMANN
et al., 2006). A diarreia viral bovina (BVD) é uma doenca também viral, que afeta
significativamente a bovinocultura por todo o mundo. Esta doenca apresenta uma variedade
de sindromes em bovinos, muitos dos quais ndo sao detectados ou permanecem leves, mas a
infeccdo crbnica pode levar a doenca das mucosas, que pode ser fatal (FREDERICKSEN et
al., 2015).

Existem cerca de 40 medicamentos oficialmente aprovados para a quimioterapia de
infeccdes virais (GILBERT et al.,, 2002; DE CLERCQ, 2004) sendo divididos em duas
classes diferentes de farmacos antivirais: os andlogos de nucleosidicos e os inibidores de
DNA polimerase. No entanto, o uso prolongado desses medicamentos resultou em algumas
complicacbes indesejaveis e alem de induzir o aparecimento de cepas de virus resistentes aos
farmacos (SAHA et al., 2010).

Por isso, a busca por novas alternativas que ndo aumentem a taxa de resisténcia
antimicrobiana € atual e interessante e, neste contexto, a utilizacdo de peptideos advindos de

fontes naturais € uma tecnologia em ascensao, visto que varios estudos ja demonstraram que
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possuem atividade antibacteriana. Em relagdo a caracteristica antiviral, os estudos séo
insipientes, necessitando de experimentos. Neste contexto, objetivou-se avaliar a atividade
antibacteriana e antiviral de hidrolisados da clara de ovo de galinha de capoeira.

2. Materiais e Métodos
2.1.Producéo e purificagdo da protease
A protease utilizada na hidrélise da clara de ovo de galinha de capoeira foi produzida
por Aspergillus avenaceus URM 6706, fungo filamentoso cedido pelo Departamento de
Micologia da Universidade Federal de Pernambuco, Brasil. As condic¢des de fermentacdo e

purificacdo da protease estdo descritas no Capitulo 2, item2.1.

2.2. Atividade Proteasica

A atividade proteasica foi realizada segundo método de Leighton et al (1973), com
algumas modificacdes, em que 60 pL do extrato enzimatico foram adicionados a 100 pL de
azocaseina (1,0%)em tampéo Tris-HCI (pH 7,2 e 0,2 M). A mistura reacional foi incubada
por 1h a temperatura ambiente e interrompida pela adi¢do de 480 pL de acido tricloroacético
(TCA) a 10% (p/v), seguida da centrifugacdo por 5 minutos a 8,000g sob temperature de 4 °C.
Do sobrenadante foram retirados 320 uL e adicionados a 560 uL de NaOH (1 M). Uma
unidade (U) da atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima capaz de
hidrolisar a azocaseina de forma a aumentar 0,1 U da absorbancia sob o comprimento de onda
de 440 nm.

2.3. Determinacédo do contetido de proteinas no extrato enzimatico
O método de Bradford (1976) foi utilizado para quantificar o conteddo de proteinas. A
curva de calibracdo foi realizada a partir de solucGes estoque de albumina de soro bovino
(BSA) numa faixa de concentracdes de 0-600 pg.mL-1. As solu¢bes foram submetidas a uma
leitura da absorbancia a 595 nm em espectrofotdmetro (Biochrom Libra S6®, Cambridge,
Reino Unido).

2.4. Determinacao da temperatura e pH 6timos
A temperatura 6tima da enzima pura produzida por A. avenaceus URM 6706 foi

determinado ao se realizer a atividade proteasica em diferentes temperaturas (30-80 °C) e o
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pH o6timo foi determinado utilizando-se diferentes tampéo a 0,2 M: fosfato de sddio, , Tris-

HCl e carbonato-bicarbonato numa faixa de pH de 5,0 a 11,0.

2.5. Hidrolise das proteinas da clara de ovo de galinha de capoeira e ultrafiltracdo do
hidrolisado
A clara de ovo (200 mL) foi homogeneizada em 800 mL de tampdo fosfato de sddio
(pH 8,0 e 50 mM) durante 10 minutos em baixa rotagdo. Essa suspensdo proteica foi
posteriormente hidrolisada pela protease produzida por A. avenaceus URM 6706, apds sua
purificacdo. A hidrélise foi realizada a temperatura e a pH 6timos de atuacdo da enzima
empregada (50° C e 10,0; respectivamente), numa concentracdo enzimatica de 1 %, por 24
horas, com aliquotas retiradas a cada 4 horas de hidrélise. Para que ocorresse a interrupcdo da
hidrolise enzimatica, cada ponto retirado foi fervido por 10 minutos e em seguida mantido a -
2 °C. Os hidrolisados foram separados de acordo com a massa molecular por meio de
utltrafiltracdo (Amicon®, Alemanha) sucessiva em Molecular weight cut-off (limite de massa
molecular) de 3, 10 e 30 kDa, sendo agrupados em hidrolisados com massa molecular menor
que 3 kDa, entre 3 e 10 kDa e entre 10 e 30 kDa. Antes de se prosseguir com as analises
necessarias, as amostras foram centrifugadas, a fim de se obter apenas os peptideos soluveis
(TANZADEHPANAH et al., 2013).

2.6. Determinacao do grau de hidrolise
O grau de hidrolise obtido foi considerado como o percentual de ligagdes peptidicas
clivadas, foi determinado por meio da medicdo de grupos amino livres com 2,4,6-acido
trinitrobenzeno sulfénico (TNBS), de acordo com metodologia descrita por Adler-Nissen
(1979). O namero total de grupos amina foi determinado numa amostra de proteina da clara
de ovo de galinha de capoeira (10 mg) completamente hidrolisada em 4 mL de HCl a 6 M,
durante 24 ha 110 °C.

2.7. Teste de citotoxicidade dos hidrolisados
Para a realizacdo dos ensaios de citotoxicidade, os hidrolisados foram testados em
concentracdes que variaram de 0,39 a 50 mg.mL™, as diluicBes foram preparadas em Meio
Essencial Minimo de Eagle (E-MEM, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, EUA). Células Madin-
Darby Bovine Kidney (MDBK) e African Green Monkey Kidney (Vero), adquiridas do banco
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de células do Laboratério de Virologia e Imunologia da Faculdade de Veterindria da

Universidade Federal de Pelotas; conforme descrito no Capitulo 3, item 2.6.

2.8. Atividade antiestafilocdcica

A atividade antiestafilocécica do hidrolisado da clara de ovo de galinha de capoeira
foi realizada seguindo ensaio de microdiluigdo em caldo, conforme norma M7-A6 do CLSI
(CLINICAL LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2003). Placas de 96 pocos de
fundo plano, de poliestireno e estéreis foram utilizadas (Corning®) para o ensaio. O
hidrolisado da clara de ovo de galinha de capoeira foi testado contra seis isolados de
Staphylococcus aureus, sendo trés de mastite intramamaria bovina subclinica recente (R4,
R17 e R93), ou seja, isolado apenas uma vez ao longo de um periodo; e trés subclinica
intramamaria persistente (P21, P133 e P342) adquiridas da Colecdo de Culturas do
Laboratorio de Microbiologia/CENLAG da Universidade Federal Rural de
Pernambuco/UAG, Brasil. Todos os isolados de S. aureus apresentam o fenotipo
penicilina+ampicilina resistente. Foram testadas concentragdes de 0,39 a 50 mg.mL™. Foram
consideradas amostras com atividade antiestafilocdcica as que obtiveram densidade oética
menor do que a observada no controle positivo (95% v/v de caldo Mueller-Hinton e 5% v/v
de inéculo de cada micro-organismo testado a uma concentragdo de 10° UFC.mL™) de cada
bactéria pela mensuracdo a 600 nm em leitora de microplaca Asys UVM 340 (Biochrom,

Cambridge, Reino Unido), os ensaios foram realizados em triplicata.

2.9. Atividade antiviral

A atividade antiviral foi avaliada por meio da viabilidade de células MDBK expostas
ao virus apos os periodos de incubacéo com os hidrolisados (0,78 a 6,25 mg.mL™) e os virus.
Foram avaliadas por dois métodos distintos quanto ao momento da infeccdo: a) tratamento
das células com os hidrolisados antes da infec¢do (tratamento pré-infeccdo), e b) tratamento
das células apos a infeccdo. Todas as analises foram realizadas em sextuplicata:

a) Tratamento antes da infeccdo - células MDBK ap0s 24 horas foram tratadas com
100 pL de cada um dos tratamentos e apds 24 horas, o sobrenadante foi removido e sobre as
células foi adicionado 0,1 MOI dos virus (BoHV-1 ou BVDV). Ap6s 72 horas de incubacao, a

leitura se deu pela avaliacdo da viabilidade celular pelo teste MTT.
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b) Tratamento apds infeccdo - ApOs crescimento em placas, as células foram
infectadas com os virus por duas horas, quando foi removido, e os tratamentos realizados

sobre as células. Apds 72 horas foi realizada a leitura da mesma maneira descrita.

2.10. Atividade virucida

Virus BoHV-1 e BVDV foram incubados com os hidrolisados (0,78 a 6,25 mg.mL™)
sob temperatura ambiente (22 °C) por até 4 horas. A concentracdo selecionada dos compostos
foi baseada nos resultados dos testes de citotoxicidade. Durante a incubacdo, em quatro
momentos (zero, uma, duas, e quatro horas), foram coletadas aliquotas das suspensdes viricas
com os tratamentos para realizacdo das titulagdes virais.

Os titulos virais foram avaliados pelo método de Reed & Miiench (1939) e estdo
expressos como doses infectantes para 50% de cultivos celulares (CCID50) e a atividade
antiviral foi expressa em percentual de inibicdo (PI) e calculada pelos titulos virais pela

equacéo:

PI(%) = [1 - (“"“""g"ammen“’)] x100 )

antilogcontrole

2.11. Analise estatistica
Todos ensaios foram realizados em triplicata, exceto o ensaio de citotoxicidade que foi
feito em sexuplicata. A variancia com comparacdo entre médias foi realizada pelo teste de
Tukey adotando uma significancia de 95% como base para afirmar diferencas entre medias,
para os testes de citoxicidade, antividade antiviral e atividade virucida. As analises foram

realizadas com auxilio do software estatistico BioEstat® versdo 5.3.

3. Resultados e Discusséo
3.1. Purificacdo da protease produzida por A. avenaceus URM 6706
Apos os dois processos aplicados para a purificacdo da protease produzida por A.
avenaceus URM 6706, o fator de purificacdo obtido foi de 16,82% e desta forma foi aplicada
para a hidrélise da clara de ovo de galinha de capoeira. A purificacdo foi comprovada pela
analise de pureza, demonstrada na Figura 1, que mostra apenas uma proteina representada

pelo pico Unico.
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O emprego de proteases produzidas por Aspergillus spp. para a produgdo de
hidrolisados proteicos com atividades bioldgicas ja tém sido visto em outros trabalhos; como
na producdo de hidrolisados também da clara de ovo pela aplicacdo do extrato concentrado
por precipitacdo com sulfato de amonia de proteases produzidas por A. oryzae A1(AO),
comparado a hidrélise por proteases comerciais. No entanto os melhores resultados de
atividades bioldgicas foram obtidos a partir da hidrélise realizada pelas enzimas comerciais,
indicando que a purificagdo da protease pode ser um importante fator para a liberacdo de
peptideos com atividades biolégicas (CASTRO; SATO, 2015). Esses resultados estdo melhor
discutidos no capitulo 2 desta tese (paginas 102 — 106).

Absorbancia (280 nm)
N
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|
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Figura 1. Analise de pureza da protease produzida por A. avenaceus URM 6706 por

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

3.2.Determinacdo da temperatura e pH 6timos
A temperatura e pH 6timos sdo parametros de grande importancia para uma atividade
enzimatica mais eficiente, sendo necessario que essas condi¢bes Gtimas sejam mantidas para
que haja a liberacdo dos peptideos (ALUKO, 2015), por esta razdo, esses parametros foram
utilizados na hidrélise na clara de ovo de galinha de capoeira pela protease produzida por A.

avenaceus URM 6706, sendo 50 °C sua temperatura 6tima e pH 10,0 o 6timo, assim como
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Castro e Sato (2015) também utilizaram os pardmetros 6timos das proteases aplicadas na
hidrdlise da clara de ovo.

Os resultados obtidos corroboram com resultados obtidos por Niyonzima e More
(2015) e Salihi et al. (2016) que também observaram a temperatura 6tima de atividade de 50
°C e pH 6timo alcalino para as proteases produzidas por Aspergillus terreus gr e Aspergillus

oryzae CH93, respectivamente.

3.3.Teste de Citotoxicidade dos hidrolisados

Conforme visto no capitulo 3 desta tese (paginas 130 e 131), os diferentes efeitos
citotoxicos de hidrolisados proteicos sdo baseados em sua estrutura molecular
(HOMAYOUNI-TABRIZI et al.,, 2016). A viabilidade celular ap0s exposicdo aos
hidrolisados da clara de ovo de galinha de capoeira estd disposta na Tabela 1, e pode-se
perceber que essa toxicidade foi menor quando os peptideos eram de menor massa molecular
e inversamente proporcional & concentragdo do hidrolisado, ou seja, a menor viabilidade
celular foi encontrada nas maiores concentracdes dos hidrolisados para todas as faixas de
massas moleculares testadas, chegando a 0% de viabilidade celular a partir de 25 mg.mL™ do
hidrolisado, para as duas linhagens celulares estudas. A melitina, um peptideo isolado do
veneno de abelha, quando testada quanto sua citotoxicidade também apresentou esta relacéo,
em que as menores taxas de morte celular foram encontradas nas menores concentragdes do
peptideo (PICOLI et al., 2016).

De forma geral, a viabilidade celular permaneceu acima de 80% até a concentracdo de
6,25 mg.mL™ do hidrolisado para as duas linhagens celulares. O peptideo originado da
hidrolise da clara de ovo de avestruz (ASOODEH et al., 2016) teve efeito significativo na
viabilidade celular durante 24 horas, ao passo que a viabilidade celular foi reduzida apds as 48
e 72 horas de tratamento, no entanto essa viabilidade celular permaneceu acima dos 80% para
todos ensaios testados; porém vale ressaltar que a maior concentragdo testada do peptideo foi
de 1 mg.mL™. Peptideos de outras fontes animais também tém sido testados quanto &
citoxicidade, por exemplo, os peptideos produzidos obtidos da hidrolise do leite de camelo
que apresentaram uma citoxidade de aproximadamente 20% em sua maior concentracdo 1
mg.mL™, sendo considerada uma baixa citoxicidade (HOMAYOUNI-TABRIZI et al., 2016).

Comparando os resultados obtidos de citoxicidade dos hidrolisados da clara de ovo de galinha
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de capoeira na concentracéo de 1,56 mg.mL™, concentracdo proxima a dos trabalhos citados,

pode-se dizer que esses sdo menos prejudiciais ao crescimento celular; uma vez que

apresentaram uma viabilidade celular de préxima aos 100% e 70 % em todas as faixas de

massa molecular para as células MDBK e VERO, respectivamente, o que reforca sua possivel

aplicacdo organica como uma molécula bioativa.

Tabela 1. Viabilidade de células (%) MDBK e Vero apds 24 horas de exposi¢cdo aos

hidrolisados da clara de ovo de galinha de capoeira.

Concentracdo do

Massa molecular do hidrolisado (KDa)

hidrolisado (mg.mL™) <3 3<n<10 10<n<30 <3 3<n<10 10<n<30
MDBK VERO

0 100 100 100 100 100 100
0,39 94,81 101,17 100,84 94,72 90,88 93,58
0,78 96,10 101,33 101,81 79,20 84,75 87,74
1,56 99,28 99,87 101,01 79,48 87,46 88,03
3,12 87,70 99,71 99,82 85,89 86,46 92,45
6,25 86,30 77,41 85,22 80,19 86,03 90,59
12,5 29,79 0,10 3,82 42,73 14,95 20,22

25 0 0 0 0 0 0

50 0 0 0 0 0 0

3.4. Antibacteriano

Peptideos bioativos com propriedades antimicrobianas foram identificados em uma

ampla variedade de fontes naturais que vai de micro-organismos a animais e plantas. Estes

peptideos exibem efeitos inibitorios contra micro-organismos deteriorantes de alimentos e

uma vasta gama de agentes patogénicos, incluindo bactérias, fungos, virus e parasitas

eucarioticos (BATH, 2015). Muitos trabalhos tém relatado a atividade antibacetriana de
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peptideos originados de ovo contra Escherichia coli e Leuconostoc mesenteroides
(MEMARPOOR-YAZDI et al., 2012, BATH et al., 2016), por exemplo.

Os efeitos dos hidrolisados da clara de ovo de galinha de capoeira frente aos isolodos
de S. aureus estdo apresentados nas Tabelas 2 e 3. A eficacia de peptideos e hidrolisados
proteicos biologicamente ativos e 0 modo de agdo variam dependendo das suas caracteristicas
estruturais e mostram seletividade e sensibilidade variadas aos micro-organismos alvo
(BATH, 2015), o que foi observado ao se testar a atividade antimicrobiana dos hidrolisados
da clara de ovo, que embora tenham sido testados contra isolados bacterianos da mesma

espécie, sua influéncia foi variavel.

Para os isolados recentes (R4, R17 e R93) de S. aureus a inibigdo do crescimento foi
muito proxima para as diferentes faixas de massa molecular dos hidrolisados e menor a
medida que sua concentracdo foi diminuida (Tabela 2). A maior inibicdo de crescimento
(88%) foi obtida na concentracéo de 50 mg.mL™ dos hidrolisados menores que 3 kDa contra o
isolado R93, ndo sendo possivel encontrar a concentracdo minima inibitéria (CMI) para
nenhuma das faixas de massa molecular para 0 R93 e nem para 0 R4. Para o isolado R17 foi
possivel encontrar a concentracdo inibitoria minima dos hidrolisados de massa molecular
menor que 3 e entre 3 e 10 kDa, sendo de 0,78 e 1,56 mg.mL™, respectivamente. Esses
valores demonstram a possibilidade de se utilizar os hidrolisados da clara de ovo de galinha
de capoeira na prevencdo ou tratamento de mastite bovina subclinica nas faixas ndo toxicas

dos mesmos.

Para os isolados persistentes, a inibicdo de crescimento foi menos efetiva e mais
variavel (Tabela 3). As menores inibi¢des foram vistas para S. aureus P21, em quendo houve
inibicdo de seu crescimento para nenhuma das concentracdes testadas dos peptideos com
massa molecular menor que 3 kDa. Houve 13% de inibicdo do crescimento do P21 até a
concentracdo de 25 mg.mL™ dos hidrolisados com massa molecular entre 3 e 10 kDa, sendo
esta a CMI. Para os hidrolisados com massa molecular entre 10 e 30 kDa a CMI encontrada
foi de 6,25 mg.mL™, e a maior inibicdo foi de 15% na concentracdo de 50 mg.mL™. Para os
hidrolisados que inibiram o crescimento da P21, seria necessario fazer mais estudos que
avaliassem a viabilidade e sua aplicacdo em niveis com certa citotoxicidade, uma vez que este

efeito toxico pode ser minimizado numa aplicacdo topica como no preé e pos-dipping.
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Para o isolado P133 (Tabela 3), a inibicdo de crescimento foi obtida para os
hidrolisados das trés faixas de massa molecular, sendo a maior inibigdo obtida (75%) na maior
concentracdo dos hidrolisados menores que 3 kDa. Para os hidrolisados menores que 3 kDa, a
inibicdo foi mais efetiva em suas maiores concentragdes, enquanto que os hidrolisados com
massa molecular entre 3 e 10 kDa causaram uma inibi¢cdo mais uniforme, que foi encontrada a
maior inibicdo de crescimento (39,5%) para a concentracdo de 1,56 mg.mL ™ dos hidrolisados,
quando comparado com a mesma concentracdo dos hidrolisados menores que 3 e entre 10 e
30 kDa que inibiram 29 e 7%, respectivamente. Os hidrolisados com massa molecular entre
10 e 30 kDa foram menos eficientes na inibi¢do do crescimento do isolado P133.

Ainda na Tabela 3, pode-se perceber que para o isolado P342, a maior inibicdo de
crescimento, 60%, foi obtida pelos hidrolisados menores que 3 kDa a 50 mg.mL™, sendo
possivel encontrar a CMI de 3,12 mg.mL™ para as trés faixas de massa molecular, que inibiu
15, 4 e 5% do crescimento deste isolado, respectivamente. Os peptideos antimicrobianos e 0s
alimentos que os contém podem ser utilizados como agentes antibacterianos e sua eficacia é
determinada pela identificagdo de concentragbes minimas que inibem a proliferacdo de um
determinado grupo de micro-organismos (NAJAFIAN; BABJI 2012; DZIUBA; DZIUBA,
2014). No caso dos hidrolisados da clara de ovo de galinha de capoeira, estudos ainda sédo
necessarios contra as bactérias estudas cuja CMI néo foi encontrada.

As bactérias utilizadas nesse estudo foram caracterizadas como resistentes a drogas do
grupo das penicilinas, retratando uma situacdo instalada na regido do estudo, Agreste do
estado de Pernambuco, em 2012 e demonstrando uma tendéncia nacioanal na mesma direcao
(SILVA et al., 2012). No entanto, a resisténcia a drogas do grupo das penicilinas em S. aureus
isolados de mastite € uma preocupacdo mundial. A selecdo de bactérias resistentes a drogas
traz sério risco a saude publica devido a transmisséo de resisténcia para bactérias causadoras
de doencas em humanos, de modo a restringir ou impossibilitar o tratamento dessas infec¢bes
(BETANCOURT et al, 2003). Além de estabelecer baixa probabilidade de cura
microbioldgica da mastite bovina causada pelo agente portador da resisténcia (BARKEMA et

al., 2006), prejudicando a producéo de leite.

3.5. Ensaios antiviral e virucida
Na literatura, trabalhos com atividade antiviral de peptideos originados a partir da

hidrolise de fontes de proteicas sdo escassos, sendo relatada principalmente atividade
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antimicrobiana relacionada a peptideos que participam da imunidade inata de alguns
organismos (EGAL, 1999; BATH, 2015), por exemplo, a lactoferrina e os seus derivados
mostram atividade antiviral contra os virus da hepatite C, virus G e B HIV-1, poliovirus,
rotavirus e o virus herpes simplex (FARNAUD; VANS, 2003, PAN et al., 2007).

No entanto, peptideos bioativos com propriedades antivirais de origem alimentar foram
relatados. No tratamento com alcalase de proteinas de colza, foram liberados peptideos
bioativos que inibiram a protease envolvida na replicacdo do HIV (YUST et al., 2004). Além
disso, Zeng et al. (2008) isolaram uma fracdo peptidica de ostra do Pacifico (Crassostrea
gigas) que exibiu atividade inibidora contra herpes virus.

Para os hidrolisados da clara de ovo de galinha de capoeira, os efeitos de inibi¢do foram
menores para 0 BoHV-1 quando comparados com a inibicdo do BVDV. Para o tratamento
feito apos a infeccdo com o BoHV-1, a viabilidade celular ficou acima de 25% para todas as
concentragcdes dos hidrolisados testados. No entanto, o controle feito sem o tratamento com o
peptideo (Tabela 4), ou seja, que avaliou apenas a infeccdo celular pelo virus BoHV-1, obteve
46% de viabilidade celular, o que significa que o tratamento cm os hidrolisados foi igual ou
inferior a infeccao celular.

Para o tratamento das células antes da infeccdo com o BoVH-1, o efeito dos
hidrolisados foi melhor do que o tratamento apos a infec¢do. Os hidrolisados com massa
molecular menor que 3kDa, no entanto, ndo desempenharam nenhum efeito protetor a célula,
sendo seus percentuais de viabilidade estatisticamente iguais a viabilidade celular obtida no
controle (34,92%). Porém, a viabilidade celular foi superior para as células previamente
tratadas com os hidrolisados de massa molecular entre 3 e 10 kDa: 63,86 % para o hidrolisado
na concentragdo de 6,25 mg.mL™ e 45,52% para o de 3,12 mg.mL™, e entre 10 e 30 kDa:
58,46 % para o hidrolisado na concentracao de 6,25 mg.mL™ e 41,70% para o de 3,12 mg.mL"
! 0 que demonstra que em concentracdes mais baixas esses hidrolisados ndo protegeram as
células contra a infeccdo pelo BoHV-1, até mesmo potencializam os danos celulares
consequentes da infeccdo, uma vez que a viabilidade celular foi considerada estatisticamente
menor do que a obtida no controle para as células previamente tratadas com os hidrolisados
com massa molecular entre 10 e 30 kDa na concentracdo de 0,78 mg.mL™.

O tratamento das células ap6s a infeccdo com o virus da BVDV, a viabilidade celular
foi cerca do dobro daquela obtida pelo controle (32 %), demonstrando forte atividade antiviral

desses hidrolisados contra o virus testado. No entanto, esses valores foram estatisticamente
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iguais para todos os ensaios que esta atividade foi visualizada: concentracdes de 6,25, 3,23 e
1,28 mg.mL™ para os hidrolisados menores que 3 kDa e 6,25 e 3,23 mg.mL™ para os
hidrolisados entre 3 e 10 kDa e 30 e 10 kDa.

Da mesma forma que para o BoVH-1, o tratamento das células com os hidrolisados
antes da infeccdo com o BVDV, foi mais eficiente. Para as células tratadas previamente com
os hidrolisados menores que 3 kDa, a vialidade celular ficou entre 77 e 83%, demonstrando
alta protecdo celular. No entanto, os valores obtidos em todas as concentragcdes foram
considerados iguais estatisticamente, o que demonstra que nao ha diferenca entre utilizar os
hidrolisados mais ou o menos concentrados, tendo, portanto, a op¢do de se aplicar o
tratamento menos toxico e mais econdmico. Para os hidrolisados com massa molecular entre
3 e 10 kDa, a protecao celular so6 foi verificada até a concentracdo de 3,12% que proporcionou
uma viabilidade celular de 73,32%. E para os hidrolisados entre 10 e 30 kDa, a viabilidade
celular ficou entre 39 e 67%, da menor para a maior concentracao do hidrolisado.

Peptideos derivados de proteinas do leite, especialmente da lactoferrina, foram
estudados quanto sua atividade antiviral. A lactoferricina, um peptideo catidnico, foi eficaz in
vitro na prevencao das infecgdes por Citomegalovirus (CMV), adenovirus, Herpes virus
simplex tipo 1 e 2 (HSV-1 e 2) e Calicivirus felino (FCV) (ANDERSEN et al., 2001; DI
BIASE et al.,, 2003; HAMMER et al., 2000; MCCANN et al., 2003). No entanto, as
atividades antivirais foram no geral menores do que aquelas exibidas pela molécula de
lactoferrina intacta (PAN, 2006).

Atividade virucida dos hidrolisados frente ao BoHV-1 e BVDV apds exposicdo por
até 4 horas sob temperatura de 22 °C esta e apresentada na Tabela 6. Pode-se verificar que
para 0 BoHV-1, ndo houve percentuais de inibicdo frente a este virus, o que ja era esperado
uma vez que ndo houve atividade antiviral no ensaio celular de infeccdo com o mesmo virus,
portanto, os titulos virais permanecem 0os mesmos durante todo o experimento.

Por outro lado, a inibi¢do viral foi mais expressiva contra o0 BVDV, uma vez que 0s
hidrolisados entre 3 e 10 kDa inibiram 43, 68 e 82% das particulas virais apds 1, 2 e 4 horas
de exposicdo respectivamente. Para os hidrolisados com massa molecular entre 10 e 30 kDa
essa inibicao so foi verificada apds 2 e 4 horas de exposicdo, sendo 90% das particulas viricas
do BVDV inativadas. Esses resultados demonstram potencial dos hidrolisados da clara de ovo
de galinha de capoeira em serem utilizadas para combater ou prevenir infec¢bes contra o
BVDV.
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Uma inibicéo inferior do crescimento do BVDV foi relatada no estudo de Castro et al.
(2016)que ao analisaram o potencial virucida de compostos derivados da 2-picolilamina da
classe da 4-tiazolidinona, verificaram que as moléculas denominadas V20 e V28 foram
capazes de inibir a producdo das particulas virais em 78%, em sua maior concentracdo nédo
citotoxica. No entanto, na presenca das outras moléculas também derivadas da 2-picolilamina
e denominadas de V19, V23 e V29 ndo houve diferenga entre os titulos virais quando

comparadas com o controle.
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Tabela 2. Atividade antiestafilococica (%) de hidrolisados da clara de ovo de galinha de capoeira contra isolados recentes de S.aureus de vacas
com mastite subclinica.

Micro-organismo

R4 R17 R93
Peso molecuar dos hidrolisados (kDa)
Concentracao do
hidrolisado n<3 3<n<10 10<n<30 n<3 3<n<10 10<n<30 n<3 3<n<10 10<n<30
(mg.mL-1)
50 55,62+32 5206+13 5463+009 6350+28 5626+19 7740+14 8805+16 8305+03 8038+04
25 36,30+33 3790+19 54,09+0,2 5153+29 3384%+15 5653+30 84,02+0,7 57,22+3,7 60,67+25
12,5 2563+09 3390+0,09 4454+14 3635%+236 13,37+05 5223+33 43,70+33 40,64+12 44,28+0,08
6,25 2045+0,2 25,63+0,9 44,09 £2,9 30,64+25 1225+30 45770 19,20x24 29,63+11 38,24+23
3,12 1936 1,0 2045+0,2 4027+46 24,8828 1,39+19 4321+0,1 18,76+11 24,77+25 4122+272
1,56 1781+56 1345+05 20,18+3,6 1462+27 139*+30 42,715+x17 1705+03 24,22+29 30,21+22
0,78 1769+3,2 11,09+20 1890+10 4,73*+0,55 0+£0,2 41,05+13 1514+35 209728 1754+34
0,39 3,27 £2,5 3,27 +2,5 0,36 £0 027+24 0+£3,0 3592+0 72035 14,017x10 22,10+3,0
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Tabela 3. Atividade antiestafilococica (%) de hidrolisados da clara de ovo de galinha de capoeira contra isolados persistentes de S.aureus de
vacas com mastite subclinica.

Micro-organismo

P21 P133 P342

Peso molecuar dos hidrolisados (kDa)

Concentracao do
hidrolisado n<3 3<n<10 10<n<30 n<3 3<n<10 10<n<30 n<3 3<n<10 10<n<30
(mg.mL-1)
50 0" +15 13,93 +14 1564 +0,5 75+ 3,7 6258 +12 4544+33 6082+22 4348+12 5757+39
25 0+0,1 13,76*+17 17,71 +0,6 5347+18 3534+10 1928+37 37,73+31 1901+33 3855+19
12,5 0+28 0+19 7,20 £33 46,24+37 2455+37 2317+21 3661+31 1038+15 3565+44
6,25 0 £30 0 £35 2,23* £3,7 4453+14 43432+18 844+36 419832 1197+06 2508+44
3,12 0+17 0 +34 0 £4,0 26,07+08 41,44+37 12,168+25 1555*+3,7 4,31*+0,8 5,36* +4,6
1,56 0 £1,9 0 £0,2 0 £0,6 29,73+0,49 3956+39 7,03+24 0+12 02,2 0+2,3
0,78 0 +£27 0 +14 0 £37 2317+1,7 2235%34 7,11%35 0+27 0+0,9 0+0,4
0,39 0+28 0+£29 0+08 2450+19 2284+04 10,0110 0£0,9 0+0,08 0+0,2
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Tabela 4. Atividade antiviral (%) dos hidrolisados de clara de ovo de galinha de capoeira avaliada pela viabilidade de células MDBK tratadas
com os hidrolisados ap6s infecgdo com os BoVH-1 e BVDV (0,1 MOI), n=6 .

Virus BoVH-1 BVDV
Tratamento Massa molecular dos hidrolisados (kDa) Massa molecular dos hidrolisados (kDa)
n<3 (%) 3<n<10 (%) 10<n<30 (%) Controles (%) n<3 (%) 3<n<10 (%)  10<n<30 (%) Controles (%)
0 mg.mL™ 100 +3,12a 100 £ 3,12 a
Células + virus 46,55 +5,47 A 32,14 +£3,89 A
6,25 mg.mL*  3471+25bB 3921+21bA  3585+38bB 56,91+29bB 6488+59bB 66,78+19hB
3,12mg.mL* 37,34+37bA 4139+19bA  3536+25bB 61,87 +6,4bB 64,81+42bB 68,00+54bB
1,28 mg.mL*  36,82+19bA 29,93+38bB  2570+21bB 4558 +54cB 37,96 +3,9cA 36,09 +£2,6 cA
0,78mg.mL* 37,41+46bA 26,18+4,1bB 25,35+18bB 37,62+21dA 2965+12dA 28,54%4,6CcA

Letras minGsculas indicam comparac@es com o controle de células (ndo infectadas e ndo tratadas) pelo teste Tukey (p<0,05) e letras maidsculas indicam
comparagdes com o controle de virus (células infectadas e ndo tratadas) pelo teste Tukey (p<0,05).
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Tabela 5. Atividade antiviral (%) dos hidrolisados de clara de ovo de galinha de capoeira avaliada pela viabilidade de células MDBK tratadas
com os hidrolisados antes da infec¢cdo com os BoVH-1 e BVDV (0,1 MOI), n=6.

Virus BoVH-1 BVDV
Massa molecular dos hidrolisados kDa Massa molecular dos hidrolisados kDa
Tratamento
3<n<10 10<n<30 Controles n<3 3<n<10 10<n<30 Controles
0 mg.mL™ 100 + 5,64 a 100 +5,64
Células + virus 34,92 £3,69 A 24,11 +2,64 A
-1
6,25 mg.mL 37,49 +325bA 63,86+2,1bB 58,46 +3,6 bB 8223+59bB 7893+52bB 67.71+49bB
-1
3,12 mg.mL 35,62 +4,69bA 4552+54cC 41,70+159cC 7712448CB 7332+39bB  68.96+51 bB
-1
1,28 mg.mL 40,53 +£587hA 32,16 +41dA 27,17 +23dA 83.00+6.1bB 17.66+46CA 50.25+39cC
-1
0,78 mg.mL 39,23+23bA 2951+29dA 24,01+3,4dD 8120+ 46bB 1870 +28CA 3949+27dD

Letras minGsculas indicam comparac@es com o controle de células (ndo infectadas e ndo tratadas) pelo teste Tukey (p<0,05) e letras maidsculas indicam
comparagdes com o controle de virus (células infectadas e ndo tratadas) pelo teste Tukey (p<0,05).
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Tabela 6. Atividade virucida dos hidrolisados da clara de ovo de galinha de capoeira frente os BoHV-1 e BVDV apds ate 4 horas de exposi¢ao.

Titulos virais em CCIDsp/100pL.

BoHV-1 BVDV
Massa molecular do hidrolisado Tempo de exposicao (horas) Tempo de exposigéo (horas)
(kDa) 0 1 2 4 0 1 2 4
3<n<10 6,5 6,5 6,5 6,5 5,25 5,0 4,75 4,5
10<n<30 6,5 6,5 6,75 6,5 5,25 5,25 4,25 4,25
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4. Conclusao

Os hidrolisados da clara de ovo de galinha de capoeira apresentam atividade
antiestafilococica satisfatoria em seus menores niveis de citoxicidade contra isolados de
S. aureus de mastite bovina, inibicdo varidvel para as diferentes cepas estudadas.
Quanto a atividade antiviral, o desempenho dos hidrolisados foi bastante significativo
contra 0 BVDV, contra o qual apresentou atividade virucida. Portanto, esses
hidrolisados podem ser utilizados no controle e prevencdo da mastite causada por essa
espécie bacteriana e contra a BVDV, como alternativa terapéutica.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Por meio dos planejamentos estatisticos empregados foi possivel avaliar a
influéncia de variaveis na producédo de protease por Aspergillus avenaceus URM
6706 e otimizar esta producgéo;

A protease produzida por Aspergillus avenaceus URM 6706 foi caracterizada
parcialmente quanto ao pH, temperatura e inibidores;

Foi possivel purificar a protease produzida por Aspergillis avenaceus URM
6706 ao aplicar as metodologias de precipitacdo com etanol e cromatografia de
troca ibnica, obtendo-se valores de rendimento e fator de purificacdo
satisfatorios;

A protease produzida por Aspergillus avenaceus foi capaz de hidrolisar as
proteinas da clara de oovo de galinha de capoeira;

Os hidrolisaods obtidos da clara de ovo de galinha de capoeira apresentaram
atividades biologicas diversas: antioxidantes, anti-diabética, anti-hipertensiva,

antiestafilocécica e antiviral.
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