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INTRODUGAO:

As enzimas sdo catalisadores biolégicos de reacbes essenciais que estdo presentes em
todas as formas de vida, incluindo plantas, animais e micro-organismos (GURUNG et al., 2013).
Entre elas, as enzimas microbianas merecem destaque e tém sido bastante utilizadas devido as
suas vantagens comparadas as enzimas de outras fontes, como rapido crescimento do micro-
organismo, disponibilidade regular, maior estabilidade, baixo custo de obtencéo e alto rendimento
(RAVEENDRAN et al., 2018). Na industria de alimentos, as enzimas s@o bastante utilizadas para
transformar matérias-primas em produtos principais, para modificar as caracteristicas funcionais de
um produto e/ou controlar ou melhorar processos alimentares (SOUZA & KAWAGUTI, 2021).

Inidmeras classes de enzimas podem ser produzidas por micro-organismos, como as
carboidrases e proteases. Entre as carboidrases, sdo encontradas as amilases, invertases, [3-
galactosidades, B-glucosidases e glicosiltransferases (CONTESINI et al., 2013). Estas ultimas, as
glicosiltransferases podem ser produzidas por Erwinia sp. e Serratia plymuthica e séo utilizadas na
producao de isomaltulose a partir da sacarose, um agucar alternativo ndo cariogénico e mais estavel
gue a sacarose, que é aplicado em refrigerantes, balas, chocolates e produtos lacteos (CARVALHO
et al., 2021). Ja as proteases compreendem enzimas com alta seletividade e especificidade que
catalisam a hidrélise de ligacdes peptidicas para a modificacdo de proteinas. As proteases
microbianas, como as produzidas por Bacillus sp. sdo bastante utilizadas na producédo de
hidrolisados proteicos comercializados como suplementos alimentares, producdo de derivados
lacteos como queijos e na panificacdo para modificacdo da rede de gluten e producédo de produtos
mais macios (AGUILAR & SATO, 2018). Além das proteases microbianas, proteases de origem
vegetal como a papaina e bromelina sdo bastante utilizadas pela industria de alimentos no
amaciamento de carnes.

Devido a pandemia de Covid 19 e restricdo as atividades presenciais no laboratério,
assistimos aulas tedricas a distancia sobre seguranca no laboratério, uso de vidrarias e
equipamentos, importancia e aplicacées de diversas enzimas e métodos de producéo de enzimas.
Assistimos também seminarios semanais dos alunos de poés-graduacdo, graduacdo e
pesquisadores convidados pelo Google meet. Para compreender o modo de acdo da protease,
testamos em casa o efeito da bromelina de abacaxi fresco em gelatina e nas proteinas de leite
desnatado e também o efeito do tratamento térmico. Aprendemos sobre a producdo de células de
Erwinia sp. D12 contendo glicosiltransferase para a conversédo de sacarose em isomaltulose e
também sobre a producgédo de proteases por Bacillus licheniformis e determinacéo da atividade de
protease.
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METODOLOGIA:

Estudo do efeito da bromelina de abacaxi em gelatina e proteinas do leite

Para compreender o modo de atuacdo de protease em proteinas testamos os efeitos da
bromelina de abacaxi fresco e abacaxi submetido a tratamento térmico na gelatina e nas proteinas
do leite. Cubos de um abacaxi fresco contendo bromelina ativa foram adicionados em dois copos
de vidro, um copo contendo 200 mL de leite desnatado e outro copo contendo 200 mL de gelatina
sabor limao. Para o teste da bromelina inativada, cubos de abacaxi fresco foram adicionados em
uma panela contendo 750 mL de agua e levados ao fogao para cozimento em fogo baixo até a
evaporacdo de quase toda a agua adicionada. Apds esse processo, 0s cubos de abacaxi cozidos
contendo a bromelina inativada foram adicionados a dois outros copos de vidro, um contendo 200
mL de leite desnatado e outro contendo 200 mL de gelatina de lim&o. Apds a adicdo dos cubos de
abacaxi nos substratos reacionais, todos os copos foram incubados em banho-maria contendo agua
morna para proporcionar uma temperatura étima para a atividade da bromelina. Apés a 4gua esfriar,
esta foi trocada por uma nova agua morna e o processo foi repetido 3 vezes. Por fim, todos 0s copos
foram acondicionados na geladeira até o dia seguinte e o resultado foi observado visualmente.

Os experimentos de producdo de glicosiltransferase de Erwinia sp. D12 e aplicacdo na
conversdo de sacarose em isomaltulose e producéo de protease de Bacillus sp. e determinacao da
atividade foi realizado por um aluno colaborador do projeto de iniciagéo cientifica e os resultados
foram discutidos em reunifes a distancia.

Producédo de células de Erwinia sp. D12 produtora de glicosiltransferase e conversdo da
sacarose em isomaltulose

Foi utilizada a linhagem de Erwinia sp. D12, produtora de glicosiltransferase. Para a
obtencdo da massa celular, uma cultura jovem de Erwinia sp. D12 foi inoculada em frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultivo otimizado por Kawaguti et al. (2006),
composto por melaco de cana de agucar (150 g/L), &gua de maceracao de milho (20 g/L), extrato
de levedura (15 g/L) e pH ajustado para 7,5. Os frascos foram incubados em agitador rotatorio (New
Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA), a 200 rpm, a 30°C, por 15 horas para obtencéo do pré-
in6culo, que foi transferido para um fermentador de 6,6 L Bioflo IIC (New Brunswick Scientific,
Edison, NJ, USA) contendo 2.700 mL do mesmo meio de cultivo, adicionado de antiespumante.
Ap6s 24 horas de incubacéo a 200 rpm e 30 °C, a massa celular foi recuperada por centrifugagao
a 9.600 x g por 15 minutos, a 5 °C.

A conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando a massa celular de Erwinia sp. D12
contendo as glicosiltransferases foi realizada em frascos sob agitagdo. A massa celular foi
ressuspendida em uma solucdo de sacarose 35% (m/v), na propor¢éo de 1:9 (m:v) e incubada a 35
°C e 50 rpm em incubador-agitador durante 20 minutos de reacdo. ApGs o periodo reacional, as
amostras foram centrifugadas a 9.600 x g por 15 minutos a 5 °C e 0 processo repetido com a massa
celular restante durante quatro bateladas repetidas. Os sobrenadantes de cada batelada foram
recolhidos para a determinacéo da conversao de sacarose em isomaltulose.

A quantificacdo de isomaltulose produzida foi acompanhada em um cromatégrafo DIONEX
DX-600 (Dionex Corporation, 1228 Titan Way Sunnyvale, CA, EUA) equipado com bomba isocratica
IP25 e detector eletroquimico de ouro ED50. A separacédo dos acucares foi realizada utilizando-se
coluna CarboPacTM PA 1 (4 mm x 250 mm), coluna de guarda CarboPacTM PA 1 (4 mm x 50 mm)
e solucao de hidroxido de sédio 250 mM como fase madvel, com fluxo de 1 mL/min, a 20°C. Os
carboidratos foram analisados pelo tempo de retencdo, por comparacdo com padrbes de
isomaltulose e sacarose (Sigma Ultra®, St. Louis, MO, EUA). Os resultados foram calculados por
meio de uma equacéao linear obtida a partir de uma curva padréo de isomaltulose e foram expressos
em percentual de conversdo de sacarose em isomaltulose.

Producao e determinacado da atividade de proteases de Bacillus licheniformis

Foram utilizadas diferentes cepas de Bacillus sp. (LBA 07, LBA 08, LBA 48 e LBA 50),
produtoras de proteases cultivadas sob fermentacdo semi-solida e submersa. Inicialmente foi
preparado o pré-in6culo de uma cultura jovem de cada micro-organismo inoculada em solugao
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salina (0,85% NaCl, m/v) (densidade otica entre 0,49 e 0,51, a 620 nm). Para a obtencdo das
proteases por fermentacdo semi-sélida, 2 mL do pré-inéculo foi transferido para frascos Erlenmeyer
de 250 mL contendo 48 mL de meio de cultivo composto de farelo de trigo e agua 1:1 (m/v) e
incubados a 30 °C durante 96 horas. Ja para a obtencéo das proteases por fermentagcédo submersa,
2 mL do pré-inéculo foi transferido para frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 48 mL de meio
de cultivo otimizado por Contesini (2014), composto de melago de cana-de-agucar (40 g/L), agua
de maceracado de milho (6 g/L), extrato de levedura (2 g/L) e soro de queijo (20 g/L) com pH ajustado
para 7,0 e incubados em agitador incubador, a 300 rpm, 30 °C, durante 48 horas. Apds os periodos
de incubacédo, os meios de cultivo fermentados foram centrifugados a 9.600 x g por 15 min, a5 °C
e o0s sobrenadantes contendo a solugdo de proteases foram coletados para determinacdo da
atividade enzimatica.

A atividade das proteases produzidas foi determinada de acordo com a metodologia descrita
por Castro e Sato (2014), utilizando azocaseina como substrato. A mistura de 0,5 mL de solucdo
0,5% de azocaseina em tampé&o fosfato 0,1M pH 8,0 e 0,5 mL de solucdo enzimatica foi incubada
a 60 °C por 40 min. Apos o periodo de incubacéo, a reacao foi interrompida por adicdo de 0,5 mL
de solucdo 0,5% de acido tricloroacético e em seguida centrifugada a 17.000 x g a 15 °C, por 15
min. O sobrenadante foi neutralizado com 1 mL de hidroxido de potassio 5 M, a absorbancia foi
medida a 428 nm e os resultados de atividade foram calculados. Uma unidade de atividade de
protease (U) foi definida como a quantidade de enzima que causa um aumento de 0,01 na
absorbéancia a 428 nm, nas condicfes do ensaio.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Efeito da bromelina de abacaxi em gelatina de lim&o e proteinas do leite

O efeito da bromelina ativa e inativa do abacaxi em diferentes proteinas foi avaliado
visualmente e é demonstrado na Figura 1, a seguir:

Figura 1 — Efeito da bromelina ativa em gelatina sabor limao (1), bromelina inativa em gelatina sabor
liméo (2), bromelina ativa nas proteinas do leite desnatado (3) e bromelina inativa nas proteinas do
leite desnatado (4)

Foi observado que a bromelina dos cubos de abacaxi fresco foi responsavel pela hidrélise da gelatina
sabor liméo (1) e coagulacdo das proteinas do leite (3). No experimento que eu testei, o tratamento térmico do
abacaxi inativou a bromelina e néo foi capaz de alterar a gelatina (2) e nem as proteinas do leite. Desta forma
a gelatina formou gel (2) e o leite permaneceu inalterado com adi¢&o de cubos de abacaxi tratado termicamente
(4). Por outro lado, no teste realizado pela minha colega, o tratamento térmico dos cubos de abacaxi nao foi
suficiente para a inativacdo da bromelina e foi observado que a gelatina ndo formou gel e o leite coagulou
ficando espesso. Os resultados demonstraram a capacidade da protease bromelina em hidrolisar a gelatina e
coagular a caseina. Além disso, mostram que o tratamento térmico em agua em ebulicdo é capaz de inativar
as enzimas.
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Relembrando as aulas tedricas ministradas durante o periodo de iniciacao cientifica, as proteases de
frutas como bromelina e papaina podem ser usadas para 0 amaciamento da came. A protease do 4° estomago
de bezerro e também proteases de micro-organismos podem ser usadas para a coagulacdo do leite e
producdo de queijo. As proteases de micro-organismos podem ser usadas para obtencédo de hidrolisados
proteicos, preparagdo de alimentos infantis e para idosos, obten¢éo de peptideos com func¢des bioldgicas
desejaveis. Além disso deve ser lembrado que proteases podem hidrolisar proteinas e formar peptideos
amargos indesejaveis.

Conversédo de sacarose em isomaltulose utilizando células de Erwinia sp. D12

Os resultados descritos a seguir foram obtidos por um aluno colaborador, devido a restricéo
do nimero de pessoas no Laboratério de Bioguimica de Alimentos e foram explicados e discutidos
CON0SCO.

A Figura 2 ilustra o percentual de converséo da sacarose em isomaltulose durante quatro
bateladas consecutivas utilizando células de Erwinia sp. D12.
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Figura 2 — Percentual de converséo de sacarose em isomaltulose pelas células de Erwinia sp. D12

As células de Erwinia sp. D12 promoveram alta conversédo de sacarose em isomaltulose, variando
entre 72,28% a 63,16% na primeira e quarta bateladas, respectivamente. Lucena et al. (2019) obtiveram
percentuais de conversdo de sacarose em isomaltulose variando de 85% a 23% na primeira e quarta
bateladas, respectivamente, utilizando células de Erwinia sp. D12 cultivadas em meio de cultivo composto de
melaco de cana-de-acucar (40 g/L), peptona bacterioldgica (15 g/L) e extrato de levedura (20 g/L). Esses
resultados demonstram que o tipo de meio de cultivo utilizado no crescimento do micro-organismo influencia a
sua atividade enzimética e estabilidade das enzimas produzidas. No presente estudo verificou-se que as
células de Erwinia sp. D12 sdo mais adaptadas ao meio de cultivo utilizado por produzirem glicosiltransferase
com maior estabilidade, mantendo a atividade de converséo alta em até quatro bateladas consecutivas de
reacao.

Atividade de proteases de diferentes cepas de Bacillus sp. cultivadas sob fermentacéo semi-sélida e
submersa

Os resultados de atividade das proteases produzidas por diferentes cepas de Bacillus sp.
por meio de fermentacéo semi-sélida e submersa sao ilustrados na Tabela 1.

Tabela 1 — Atividade das proteases produzidas por diferentes cepas de Bacillus sp. cultivadas em
diferentes meios de cultivo

Micro-organismos Fermentacéo Fermentacéo
semi-sélida (U/g) submersa (U/mL)

Bacillus sp. LBA 07 9720 230

Bacillus sp. LBA 08 11800 -

Bacillus sp. LBA 48 8980 265

Bacillus sp. LBA 50 - 530
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A cepa LBA 08 apresentou maior atividade de proteases do que as outras cepas crescidas
sob fermentacdo semi-sélida, no entanto nao produziu proteases por meio de fermentacéo
submersa. Um comportamento similar foi observado na cepa LBA 50 que apresentou melhor
atividade entre as cepas crescidas sob fermentacdo submersa, mas ndo produziu proteases
guando crescida sob fermentacéo semi-sélida. Esses resultados demonstram que a producao e
atividade da enzima séo dependentes do tipo de micro-organismo utilizado, assim como o tipo de
fermentagéo e os nutrientes presentes no meio de cultivo.

As preparacbes enzimaticas brutas dos Bacillus sp. LBA 07, LBA 08 e LBA 48 obtidas por
fermentacdo semi-sélida em farelo de trigo apresentaram maior atividade de protease.

CONCLUSOES:

A bromelina do abacaxi fresco hidrolisou a gelatina e ndo houve a formacao de gel ap6s
incubacéo a baixa temperatura. Por outro lado, a bromelina do abacaxi fresco coagulou as proteinas
do leite, resultando na formacéo de pedacos grandes de coagulos. Verificou-se que o processo de
tratamento térmico prolongado dos pedagos de abacaxi inativou enzima. Assim, pedagos de abacaxi
devem ser cozidos para a preparacdo de sobremesas contendo gelatina ou leite.

As células de Erwinia sp. D12 cultivadas em meio de cultivo composto por melaco de cana-
de-acucar, 4gua de maceracdo de milho e extrato de levedura produzem glicosiltransferases com
alta capacidade de converséo de sacarose em isomaltulose e estabilidade, podendo ser reutilizadas
por até quatro bateladas.

As preparacdes de proteases de Bacillus sp. obtidas por fermentacdo semi-sélida em meio
de cultivo composto por farelo de trigo e agua 1:1 mostraram maior atividade.
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