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RESUMO

A obtengio de produtos a partir das células de levedura {Saccharomyces cerevisiae), é
de grande interesse devido & dispombilidade da biomassa excedente gerada nas indistrias
cervejetra e sucroalcooleira,

G objetivo desse trabalho foi de obter proteases a partir de biomassa de levedura de
cervejaria (5. cerevisiae) em diferentes graus de pureza {(extrato brute e purificado),
atimizagdo tecnologica de obtengio das proteases, bem como estudar seus efeitos sobre 2
miassa de panificagio,

A extragdo das proteases de levedura foi conduzida através de autdhse com
cloroformio 1:1 {P/V), seguida de precipitagiio com sulfato de amdnio a 70% de saturagio,
centrifugacdo, desalinizag8o e purificagiio através de didlise. A melbor atividade enzimatica
obtida foi com autdlise a 50°C durante 3 horas, As proteases obtidas mostraram uma atividade
enzimatica maxima enire 50 - 55°C (1,41U/mlL), apds 40 minutos a pH 6,0. Dentro de uma
faixa de temperatura variando de 33 a 60°C e de 20 a 120 minutos, a atividade manteve-se em
80% da atividade méxima. A inativagic das enzimas ocorreu a partir de 70°C em 10 minutos.

Testes de aplicagdo das proteases {exirato bruto ¢ enzima liofilizada) no preparc de
massas para panificagio foram estudados. A agfo das proteases de levedura sobre as
modificagdes reologicas da massa mostrou ser similar a de proteases fiungica e bacteriana
comerciais. Foi observado que as proteases de levedura provocaram um aumento na
extensibilidade da massa e um decréscimo da resisténeia 4 extensfio e resisténcia maxima, com

o aumento da concentracio de proteases,



ABSTRACT

The disponibility of resulting trash from beer and alcoholic fermentation industries has
aroused an interest to ifs sideproducts.

The scope of this work was to obtain proteases from beer yeast biomass
{Saccharomyces cerevisiac) with different degrees of purification (crude and purified extract),
to study the effects on dough and technological optimization.

The yeast proteases extraction was carried out by autolysis with chloroform 1:1
{P/V}, followed by sulfate precipitation with 70% of concentration, centrifugation, desalting
and purification by dialysis. The greatest enzymatic activity was obtained with autolysis at
50°C during 3 hours. The maxim proteases activity was obtained with 50 - 55°C (1,41U/mL),
after 40 minutes at pH 6,0. At temperature of 35 a 60°C during 20 to 120 minutes, the
enzymatic activity observed was 80% of maxim one the inactivation of enzymes occurs at
TO°C after 10 minutes.

Apphcation test of proteases {crude and lyophilized enzymes) on dough were
investigated. The veast proteinases activity was comparable with commercial proteases of
fungt and bacteria. An increase in extensibility, decrease of resistance to extension and

resistance maxim were observed with increasing proteases conceniration.

®vi



Introdugio

1. INTRODUCAO

Celulas de levedura oferecem grande potencial como fonte de proteinas para ¢ uso na

alimentagho animal ¢ humana, e também como matéria-prima para obtengdio de produtos de
interesse na inddstria farmacéutica ¢ de alimentos, como enzimas (invertase, B-glicanase,

proteases), vitaminas (B2, B6, B12), polissacarideos (parede celular), entre outros, Virios
métodos sfio utilizados na obtenglo desses produtos, que apresentam em comum a
necessidade de um tratamento prévio para o rompimento da parede celular Este rompimento
pode ser efetuado através de tratamento enzimatico, quimico ou mecdmco (KERY et al, 1991,
LINDBLOM, 1977, HEDENSKOG et al, 1970). Entretanto, durante o rompimento da parede
celular, ocorre liberagio das enzimas proteoliticas enddgenas, cuja atividade acarreta hidrélise
das proteinas (LINDBLOM, 1977, KINSELLA ¢ SHETTY, 1978; SHETTY ¢ KINSELLA_
1978 ¢ WOODS e KINSELLA, 1980b). A centrifugaciio de exiratos protéicos obtidos por
processo mecinico de ruptura celular, mostra que mais de 50% das enzimas protecliticas sio
sedimentadas juntamente com os fragmentos celulares, indicando que essas enzimas sio
encontradas associadas a4 porgfo insoluvel da célula (WOODS ¢ KINSELLA, 1980h) ¢
também sfo encontradas no vaclolo, onde permanecem na forma inativa (MATILLE ¢
WIENKEN, 1967, CABIB ¢ ULANE, 1973a; HASILIK et al., 1974 e LENNEY et al.,, 1974).

As enzimas proteoliticas de leveduras podem ser separadas e purificadas durante o
processo de isolamento de proteinas, obtendo-se assim, isolados protéicos ¢ enzimaticos com
rendimento ¢ qualidade adequadas.

Seu uso estende-se a fabricagiio de queyjos, carnes tenderizadas, plies, cerveja,
detergentes ¢ alimentos protéicos, (WOQDS e KINSELLA, 1980a, WOODS e KINSELLA,
1980b, WOODS et al,, 1980).

O interesse em conhecer a aplicabilidade dessas enzimas proteoliticas em indistrias de
alimentos, como substituto ou coadjuvante a enzimas de origem vegetal e animal, € de grande
interesse devido & disponibilidade da biomassa de levedura e ac baixo custo de obtengio,

A maioria das pesquisas efetuadas com proteases de levedura, teve como objetive seu
isolamento, purificagiio e testes de atividade com substratos convencionais. Os poucos
trabalhos visando a utilizaglo comercial dessas proteases, se humitaram ao relato superficial de
testes ¢ sua aplicacio potencial. O objetivo desse frabalho ¢ a) obter proteases a partir de

biomassa de levedura de cervejaria (S, cerevisiac) em diferentes graus de pureza {extrato bruto



Introducio

e punificade), b) otimizaglo tecnoldgica de obtengio das proteases; ¢) guantificacio de
rendimentos do processo ¢ de atividade enzimitica. Paralelamente zos objetivos deste plano,

também serdo obtidas quantidades adequadas de enzimas e serdo buscados parceiros para

testes de aplicacdo do produto.



Revisiio Bibliografica

2. REVISAQ RIBLIOGRAFICA

2.1. Sistema proteolitico de Leveduras

Varnios autores evidenciaram a presenga de um sistema proteolitico em leveduras, que
se constitui de 2 endopeptidases, denominadas proteinase A e proteinase B (LENNEY et al,
1974, LOOZE et al.,, 1979, MECHLER et al,, 1982, NOWAK, 1979; SAHEKI & HOLZER,
1975}, a carboxipeptidase Y (HASILIK & TANNER, 1978; HAYASHI et al, 19753} ou a
carboxipeptidase S, presemte em mutantes onde a Y n#o aparece (WOLF & EHMANN, 1978);
4 aminopeptidases (MATILE et al., 1970, NOWAK & TSAI, 1988) ¢ 1 dipeptidase (ROEHM,
1974), As enzimas de maior interesse sdo as endopeptidases A e B e as carboxipeptidases Y ¢

5, devido 4 sua aplicagBio em determinados produtos alimenticios (Tabela 1)*.

Tabela 1. Propriedades das proteases de levedura.

Enzima Proteinase Proteinase Carboxipeptida  Carboxipeptidase
A B s s
Y
Tipo endopeptidase endopeptidase  serina profease Metalo
Caracteristicas dcida serina protease endopeptidase
(ZnZh)
pH Gtimo 2-6 6-10 4.7 7
T°C Stima” 35-40 453-35 45-55 60
Localizaco celular vachaolo vaclolo vaciolo vacuolo
Solubilidade solavel solavel solavel solavet
Paso molecular 60,000 32.000-44 000 61.000 nio determinado
Ponto isoelétrico 38 538 3.6 -
Inibidores Proteina IA-3,  Proteina [r13,  Proteina I, EDTA
pepstatina, etc.  cimostatina, etc. HgZ*
E}egradagﬁn cehular profedlise protedlise protedlise proteohise

Fonte: dados baseados em ¥ MADDOX & HOUGH, 1970 e ACHESTTER et al., 1985,

A caracterizagiio dessas enzimas teve inicio nos trabalhos de DERNBY (1917) apud:
WOLF, (1980) e WILLSTATTER & GRASSMANN, (1926), apud. WOLF, {1980).
Trabathos posteriores de LENNEY & DALBEC (1967); DOI et al (1967} apud: WOLF,
{1980) e HATA et al. (1967a,b), relataram a separagio e caracterizagio de trés enzimas
proteoliticas de 8. cerevisize, denominadas de proteases A, B, ¢ Y (também denominada de

C). HAYASHI et al. (1970, 1973) isolaram outra enzima proteolitica chamada de
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carboxipeptidase Y. A verificag@io da aglio das proteases A ¢ B sobre as proteinas de levedura
in vivo, e as suas possiveis implicagdes nos processos metabélicos, foram determinantes para o
aumento do interesse dessas duas proteases (CABIB & FARKAS, 1971, KATSUNUMA et
al., 1972, CABIB & ULANE, 1973ab, HASILIK & HOLZER, 1973a;, SAHEKI &
HOLZER, 1974, SCHOTT & HOLZER, 1974, JUSIC et al, 1976, ULANE & CABIB,
1976h). HATA et al. (1967b) descreveram que a protease A é uma endopeptidase dcida com
peso molecular de 60.000 Daltons ¢ ponto 1soelétrico de 3,8 Essa enzima possui agio
hidrolitica em caseina e hemoglobina com alta eficiéneia entre pH 2 e 4 (HATA et al, 1967ab,
LENNEY & DALBEC, 1967), mas nfo é ativa quando sfo utilizados substratos com
peptideos pequenos (HATA et al, 1967a) A utilizagiio da pepstatina, como imibidor da
attvidade enzimatica para a protease A, mostrou-se de grande eficiéncia, indicando que essa
enzimia possul sitio ativo para acido aspartico ou acido glutdmico (SAHEKT et al, 1974,
TANG, 1976, apud: WOLF, 1980) Inibidores da protease A foram descobertos
posteriormente no citosol, e denominados de proteina I* (SAHEKT et al, 1974; HOLZER,
1976, BUNNING & HOLZER, 1977, HOLZER et al., 1977 apud: WOLF, (1980},

Utilizando cromatografia de afinidade a protease B foi isolada, apresentando-se como
umn polipeptidec com peso molecular de 32.000 a 44.000 Daltons e ponto isoelétrico de 3.8
(ULANE & CABIB, 1976b, BUNNING & HOLZER, 1977). A discrepancia entre os
diferentes pesos moleculares encontrados em um e outro trabatho, ¢ decorrente do método de
extraglc utihizado pelos pesquisadores, A esta endopeptidase airibui-se a degradagio da
hemoglobina e da caseina, mais facilmente entre pH 6,0 ¢ 10,0 (HATA et al., 19672a), mas nfio
foi detectada atividade quando foram utilizados substratos com peptideos pequenos (LENNEY
& DALBEC,1967). Todavia, a protease B apresentou alguma atividade quando foram
utilizados substratos contendo ésteres {HATA et al., 19674, ULANE & CABIB, 1976b).

A protease B ¢ fortemente inibida por  disopropilfluorofosfate e
fenilmetilsulfonitfluoreto (HATA et al, 1967a;, LENNEY & DALBEC, 1967}, indicande que
seu sitio ativo possui residuos de serina {(ULANE & CABIB, 1976b}. A inibicio da enzima por
p-cloromercuriobenzoato ou cloreto de mercario, aponta a presenca de residuos sulfideflicos
em sua moldcula, que ocorrem em proteinas com atividade hidrolizante (HATA et al,, 19672,
LENNEY & DALBEC, 1967, ULANE & CABIB, 1976b, BUNNING & HOLZER, 1977)
Também foi descrito que a protease B ativa ¢ fortemente inibida por metabolitos secundarios
de actinomicetos, quimostating ¢ antipaina (LENNEY, 1975; ULANE & CABIB, 1976b) A
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existéncia de um inibidor intracelular denominado de proteina I” causa uma forte inibicio dessa
protease (BETZ et al, 1974; ULANE & CABIB, 1976a; BUNNING & HOLZER, 1977).

A grande especificidade da carboxipeptidase Y na hidrélise de aminoacidos implica, via
de regra, na hidrolise de peptideos no interior da célula (HAYASHI et al., 1970), o que tornou
possivel seu use para estudo de sequenciamento de aminoacidos no trabalho de HAYASHI et
al. {1973), Varios grupos de pesquisadores purificaram e caracterizaram essa enzima (DOI et
al., 1967, apud: WOLF, 1980; AIBARA et al, 1971 e JOHANSEN et al, 1976, apud: WOLF,
1980, HAYASHI et al, 1973; KUHN et al,, 1974). Fol descoberto que a mesma & composta
por uma cadeia de polipeptideo com peso molecular de 61.000 Daltons (HAYASHI et al,
1973; KUHN et al., 1974), exibindo ponto iseelétrico em torno de 3,6 {HATA et al,, 1967b}.
HAYASHI et al. (1973) ¢ KUHN et al. (1974), conseguiram isolar da carboxipeptidase Y,
sessenta residuos de glicosamina e cerca de 15% de hexoses. Esta enzima exibe wma
proeminente atividade a pH 5,5 - 6,5 na hidrdlise de varios tipos de residuos de aminoacidos,
incluindo a prolina da cadeia C-terminal de proteinas e peptideos (HAYASHI et al., 1970,
1973, KUHN et al., 1974, HAYASHI et al,, 1975b). A carboxipeptidase Y também apresentou
grande atividade sobre substratos contendo ésteres como éster N-acetil-L-etil-fenilalanina,
éster N-acetil-L-etil- tirosina (DO et al, 1967 apud: WOLF, 1980; HAYASHI et al., 1975b} e
éster N-acetil-DI-fenilalanina-B-nafitil (WOLF & FINK, 1975). Também substratos aminicos
como N-benzoil-L-tirosina-p-nitroanitida, foram reduzidos pels carboxipeptidase ¥ (AIBARA
et al., 1971 apud; WOLF, 1980}

A carboxipeptidase Y ¢ foriemente inibida por diisopropilfluorcfosfate e
fenilmetilsulfonilfluoreto (DO et al., 1967 apud: WOLF, 1980, KUHN et al, 1974, FELIX &
BOUILET, 1966, MADDOX & HOUGH, 1970, WOODS & KINSELLA, 1980b). A analise
quantitativa da enzima revelou que esta possui um residuo de serina por moléoula em seu sitio
ativo {KUHN et al., 1974). Inibidores de atividade de peptidases e esterases tambem possuem
efeito sobre a carboxipeptidase Y (KUHN et al, 1974, HAYASHI et al,, 1975a). Assim como
para as outras proteases da levedura, a carboxipeptidase Y também possui um mibidor
enddgeno conhecido como proteina I° (MATERN et al,, 1974},

Em células mutantes de S cerevisfae que nio apresentam a carboxipeptidase Y, foi
encontrada uma segunda enzima denominada de carboxipeptidase § (WOLF & FINK, 1975
WOLF & WEISER, 1977). Em contraste com a carboxipeptidase Y, essa enzima depende de

{ons metalicos para a sua ativagiio e é fortemente inibida quando ¢ usado quelante de metais

como o EDTA ou o-fenantrolina (WOLF & WEISER, 1977).
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Varias aminopeptidases foram descritas em 8. cerevisize Uma enzima conhecida como
aminopeptidase 1 foi purificada e caracterizada por MASUDA et al. {1975). Possui peso
molecular em torno de 200,000 Daltons, e atividade a pH entre 7.5 - 8,0 para dipeptideos ¢
aminodcidos aminicos, sendo fortemente inibida por agentes quelantes como EDTA ¢
o-fenantrolina, indicando ser dependente de cétions divalentes para a sua ativagiio.
Experimentos demonstraram que & utilizagio de Zn*" promove uma completa reativagio da
enzima quando tratada com agentes quelantes.

MATSUDA et al (1975) também detectaram a presenga de uma segunda
aminopeptidase em leveduras, denominada de aminopeptidase 1. A aminopeptidase 1f possui
peso molecular de 34000 Daltons e atividade sobre alguns dipeptideos diferentes da
aminopeptidase I Acido tetra-acético-diamino-etileno ¢ o-fenantrolina possuem atividade
inibitoria sobre essa enzima, indicando que para a sua ativagio ¢ necessario a presenca de ions
divalentes (MASUDA et al, 1975). A aminopeptidase Il descrita por MASUDA ¢
colaboradores é provavelmente idéntica 4 aminopeptidase I descrita por FREY & ROHN
{1978). Outra enzima considerada idéntica & aminopeptidase I (MASUDA et al, 1975} fou
descoberta por FREY & ROHN (1978), denominada de aminopeptidase If, com peso
molecular de 85,000 Daltons e sem atividade sobre uma grande variedade de aminoécidos N~
terminal.

MATILE et al., (1971), apud: WOLF (1980) separaram por eletroforese em gel de
amido, quatro aminopeptidases, sendo wés delas nfio lisossomais. Estudos posteriores
demonstraram  lambém que essas enzimas ndo estavam correlacionadas com  as
aptinopeptidases I, I ¢ 111 A guarta enzima, de alto peso molecular, foi localizada no vactolo
da célula e denominada de aminopeptidase vacuolar (MATILE et al, 1971, apud: WOLF,
1980). Posteriormente, FREY e ROHN (1978) verificaram que essa enzima apresenta peso
molecular de 640.000 Daltons e composta de 12 subunidades. A atividade enzimatica da
aminopeptidase lispssomal ¢ inibida por agentes quelantes e sua especificidade depende da
presenga de Zn*'. Essa enzima possui atividade para uma grande variedade de L-aminodcidos e
peptideos contendo aminoécidos livres no grupo aminico, exceto a lisina N-terminal (FREY &
ROHN, 1978). ACHESTTER et al. (1981, 1982, 1984) mencionaram que as aminopeptidases
sio ativas somente na presenca de ions de cobalto (Co-aminopeptidase). Trabalhos mais
recentes relatam caracteristicas de novas enzimas proteoliticas em células de levedura como a
carboxipeptidade § (WOLF & EHMANN, 1978), proteinase D ¢ E (EMPTER & WOLF,
1984), protease P (ACHESTTER et al,, 1983) e protease F (WOLF, 1984).

6
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No sistema proteolitico de S carlsborgensis varias de suas endopeptidases foram
descritas por MADOX & HOUGH (1970). De acorde com os autores, estas apresentam-se
menos eficazes se comparadas com as endopeptidases de 8. cerevisiae Até o ano de 1970 a
levedura S. carlsbergensis era considerada uma espécie e por esse motive até hoje essa
variedade utilizada na indistria cervejeira é denominada desta maneira. De acordo com a
classificacfio mais atualizada (BARNETT, 1992), dentre as quatro variedades existentes de 5.
carlshergenses, trés sfo classificadas como 8 cerevisiae ¢ apenas uma variedade como §.
pastorsana. Varias peptidases t€m sido separadas e purificadas de leveduras, em sua grande
maioria em trabalhos com linhagens de S carlshergensis (RAINBOW, 1970, apud: WOLF,
1980). FELIX & BROUILLET (1966) purificaram duas peptidases denominadas de proteases
o e [}. A peptidase o apresentou sensibilidade a agentes quelantes de lons metalicos como o
EDTA e o-fenantrolina, como também a p-cloromercuriobenzoato ¢ acetato de iodo. Essa
enzima apresentou acgio hidrolitica sobre a carboxipeptidases, degradando-a a N-carboxil-
benzoil-dipeptideo. A peptidase f também hidroliza o N-carboxil-benzoil-dipeptides. Em
contraste & peptidase ¢, essa enzima € mnativada por diisopropitflucrofosfato.

Uma dipeptidase ¢ duas aminopeptidases foram identificadas em células de §
carlsbergensis (ROHN, 1974, apud: WOLF (1980), METZ & ROHN, 1976). A dipeptidase
apresentou peso molecular de 130.000 Daltons e ponto isoelétrico de 6,3. Sua atividade €
fortemente inibida por agentes quelantes como o EDTA, Essa enzima apresemiou uma
molécula de Zn'* ligada firmemente 3 sua cadeia (ROHN, 1974). A aminopeptidase 1 ¢ uma
ghicoproteina com peso molecular de 640.000 Daltons, apresentando ponfo isoelétrico de 4,7
A enzima é composta de 12 subunidades idénticas de 53.000 Daltons (METZ & ROHN, 1976,
MARX et al., 19773, b apud: WOLF (1980);, METZ et al,, 1977, apud: WOLF (1980}. Todos
o5 tipos de L-aminoacidos e derivados peptidicos contendo aminodcidos terminais hvres sfio
degradados por essa enzima, Compostos contendo leucina ou outro residuo de aminoacidos
hidrofébicos sio reduzidos pela aminopeptidase 1. Essa enzima € fortemente ativada por ions
Zn* e CI e inativada por agentes quelantes de ions metalicos (METZ & ROHN, 1976).

Pouco se sabe sobre a segunda aminopeptidase, exceto que esta possul baixo peso
molecular e difere em especificagc quanto aos substratos para a sua ativagio (METZ &

ROHN, 1976).
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2. 2. Locahzacdo celular das proteases

Estudos de MATILE & WIEMKEM (1967), LENNEY et al. {1974), MATERN et al.
{1974) ¢ NORTH (1982) relatam que as proteases A ¢ B e a carboxipeptidase Y estdio
focalizadas no vacuolo da célula. Também foi encontrado nessa organela a aminopeptidase
lisossomal (MATILE ¢ WIEMKEM, 1967). Experimentos preliminares apontaram que a
carboxipeptidase S nfo estd presente no citosol e que sua atividade estd associada com a
membrana cefular (BUNNING, 1980).

MASUDA et al. {1975) ndio descreveram a localizaclio das aminopeptidases [ e 1. A
aminopeptidase I quando estudada por FREY & ROHN (1978), mostrou grande semelhanca
com a aminopeptidase I descoberta por MASUDA et al (1975), e foi localizada fora da
membrana plasmatica. Os autores ainda mencionaram que as dipeptidases estdo localizadas
fora do vacuolo, no citosol.

WOODS & KINSELLA (1980a, b) detectaram a presenca de proteases no vaciolo das
células de 8. cerevisiae, confirmande os trabathos de HASILIK et al. {1974) e de CABIB &
ULANE (1973a).

2. 3. Imbidores das proteases

Em preparados frescos de extratos de 8. cerevisiae, nio foi detectada a atividade das
proteases A e B, e carboxipeptidase Y, suspeitando-se da existéncia de inibidores enddgenos
no extrato (HAYASHI e al, 1968, LENNEY & DALBEC, 1967). Estudos posteriores
descrevem a presenca de inibidores dessas proteinas que tornaram as proteases ativas em
inativas (LENNEY & DALBEC, 1969, LENNEY, 1973, apud: WOLF (1980). Trés classes de
inibidores foram isolados e caracterizados com atividade sobre as proteases A e B e sobre a
carboxipeptidase ¥ (BETZ et al, 1974; MATERN et al, 1974, SAHEKI et al, 1974,
ULANE & CABIB, 1976a; LENNEY, 1975, NUNEZ de CASTRO & HOLZER, 1976, apud.
WOLF, 1980). A presenga de inibidores endGgenos na célula de levedura para tais proteases
foi também mencionada por HASILIK et al, {1974), LENNEY et al. (1974) e MATERN et al.
(1974),

SAHEK] et al. (1974) solaram dois imbidores de protease A de 8§ cerevisisg
denominados de proteina I** ¢ I™. Essas duas proteinas apresentaram pontos isoeléfricos

A2

Iﬁﬁi

diferentes, sendo de 5,7 para [™ ¢ 6,3 para I, Porém, quando submetidas a eletroforese em

8
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SDS-PAGE, apresentaram o mesmo peso molecular, Estes pesquisadores também purificaram
e testaram as propriedades do iibidor I*? registrando que este inibidor é um tetrimero que
dissocia-se em 4 subunidades com peso molecular de 6,100 Dalteons cada uma (SAHEKY et al
1974; BUNNING et al,, 1977 apud: WOLF, 1980).

Experimentos ufilizando linhagem hapldide de S, cerevisiae sugerem que neste
microrganismo ocorre apenas o inibidor I | Entretanto, o inibidor I* esta presenteem S,
carlsbergensis (BUNNING et al.,, 1977 apud: WOLF, 1980). A inibigio pelo I da protease A
apresenta uma inibi¢#o “nflo estereoquimica pseudo-irreversivel” com um aparente valor de K;
de 5,5 x 10° M (NUNEZ de CASTRO & HOLZER, 1976, apud: WOLF, 1980). A proteina
™ & constituida de 68 aminoacidos por molécula, contém um grande mimero de aminodcidos
polares. Os aminoacidos prolina, arginina, cisteina e triptofano estio ausentes (NUNES de
CASTRO & HOLZER, 1976 apud: WOLF, 1980). O peso molecular desta proteina I foi
estimado em torno de 7.676 Daltons. O nibidor apresentou estabilidade ao aguecimento ¢ 4
agdo de acido tricloroacético (SAHEKI et al,, 1974).

Inibidores da protease B foram purificados por BETZ et al. (1974), ULANE & CABIB
{1976a) e HASILIKI & HOLZER (1973b). ULANE & CABIB {1976a) em experimenios com
8. cerevisiac baplOide detectaram a presenca de apenas um intbidor para a protease B, Ja
BETZ et al. (1974) conseguiram isolar e purificar dois inibidores, denominados de 1" ¢ 177 A
discrepiincia encontrada nos dois trabathos foi solucionada por BUNNING & HOLZER
(1977) apud: WOLF, 1980), que demonstraram que o inibidor ' ocorre apenas em S
carlsbergensis, e outro esta presente apenas em 5. cerevisiac

A proteina I tem atividade somente para a protease B, nfio apresentando atividade
sobre protease A e carboxipeptidase Y (BETZ et al,, 1974). A constante de dissociagfo do
complexo enzima-inibidor foi calculado ser em torno de 3,9 x 107 M (BUNNING &
HOLZER, 1977). Esse inibidor apresenta-se como uma proteina ndo competitiva atuando
entre pH 6,0 a 9,0 (BETZ et al,, 1974). O seu peso molecular foi calculado em tomo de
8.500 Daltons, através de analise de aminoacidos por eletroforese em SDS-PAGE (ULANE &
CABIB, 1976a, MAIER, et al, 1979). Essa proteina € estavel ao aquecimenio e 4 agio de
solugdes acidas (BETZ et al, 1974, ULANE & CABIB, 1976a), constituindo-se de 74
aminogcidos polares. A proteina I™ apresenta um residuo de tirosina e niio foram detectados
residuos de argining, triptofano, metioning e cisteina (ULANE & CABIB, 1976a;, MAIER et
al,, 1979).
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A seqiéneia de aminoécidos do inibidor da protease B foi determinada por MAIER et
al..{1979), apresentando a treonina como aminoacido inicial da cadeia N-terminal, ¢ a
sequiéncia VAL-HIS-THR-ASN-OH na cadeia C-terminal da proteina. O inibidor da protease
B depende da seqiiéncia C-terminal intacta para sua ativagiio.

Outros estudos realizados por HOLZER et al. (1973) & TSAI et al. (1973) envolveram
a inativagdo da triptofano sintetase da levedura pela protease B e a inibicdo desta reaciio pela
proteina 1", demonstrando que inibidores dessa reagdo estdo presentes no sistema regulatorio
do metabolismo celular,

A protease B de levedura parece ser responsvel também pela inativagiio da frutose 1,6
- difosfatase da levedura, ¢ um inibidor desta reagfo (provavelmente a proteina I”) encontra-se
também presente nas células (MOLANO & GRACEDO, 1974).

Em contraste com o que fol descrito sobre as proteases A ¢ B, o inibidor da
carboxipeptidase Y, denominado de proteina 1°, e purificado por MATERN et al. (1974), ndo
é estivel ac aquecimento e a meios de reaglio dcida. Em seu fracionamento, este apresentou
uma cadeta de polipeptideos com peso molecular em torno de 25.000 Daltons, constituida de
217 residuos de aminoacidos (MATERN et al, 1974, 1975; BARTH et al, 1978). A proteina
I° apresentou ponto isoelétrico de 6,6 e mostrou-se especifica para a carboxipeptidase Y, nfio
apresentando atividade sobre as proteases A e B, e carboxipeptidase 8. A inibico méxima da
proteina I° ocorre entre pH 5,0 & 9,0, e mostrou-se de cardter competitivo, exibindo um valor
deKide2,5x 10° M,

Todos os fatores que afetam a atividade da protease A em S cerevisiae como o
aquecimento ¢ a estabilidade a acidos, também afetam as proteases de S carlsbergensis
(BUNNING et al, 1977 apud: WOLF, 1980). O inibidor da protease A (I} nesta levedura
possui peso melecular de 7.700 Daltons, similar ao encontrado em 8. cerevisiae O seu ponto
isoelétrico de 5,7, difere em 0,6 unidades de pH do inbidor de protease A de 5. cerevisiae

Dois imibidores de protease B de 8. carlsbergensis foram isolados por BUNNING e
HOLZER (1977), denominados de I” e I A proteina I"' possui peso molecular de
8.500 Daltons, como em 8. cerevisiae (MAIER, et al, 1979), e ponto isoelétrico de 8.0
(BETZ et al, 1974). A outra proteina, I , isolada por MATERN et al. (1974), possui peso
molecular de 14,000 Daltons, e ponto isoelétrico de 4,6 .

Alguns autores consideram que todas as reagfes de inibicio por proteases slo
competitivas, embora as constantes de dissociagio sejam extremamente pequenas em alguns
casos {(LASKOWSKI & SEALOCK, 1971}

i0
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2. 4. Fatores que influenciam a atividade das enzimas proteoliticas de

Levedura

Viérios autores observaram que apds o rompimento da parede celular, ¢ a centrifugacio
da biomassa desintegrada, o sobrenadante geralmente apresenta baixa atividade proteolitica. O
tratamento das enzimas a pH levemente 4cido ou com uréia, causam uma ativagio parcial ou
completa das enzimas proteoliticas,

As proteases apresentamese originalmente na forma inativa na ¢élula ¢ podem ser
ativadas por influéneia de alguns fatores regulatdrios.), HOLZER (1974}, LENNEY (1975},
SAHEKI & HOLZER (1975), BABAJAN et al. (1985) e MANGINI et al (1986). Os autores
mencionaram que o estado inativo das proteases esté associado com a formagiio do complexo
enzima-inibidor, O abaixamento do pH causa uma desativacio dos mibidores ativando as
proteases.

HAILASZ (1988) mencionou que a atividade das enzimas proteoliticas de levedura
depende das condigBes de crescimento. Em experimentos com 8, cerevisiae sob diferentes
condicBes de crescimento, a atividade das aminopeptidases, carboxpeptidases Y ¢ 8 ¢ das
proteases A e B foram determinadas. O fratamento das células com aeragio intensiva resuliou
em diminuicBo da atividade proteolitica. Altas concentragfes de gheose também foram
prejudiciais & atividade da enzima. Em geral a atividade maxama observada foi venficada em
concentragio de 0,5% de glicose. Intbidores especificos de proteases (I, e I;) foram
investigados e sua atividade foi relacionada com a atividade das proteases,

KASSIM & HALASZ (1989) testaram a especificidade das proteases A, B, e Y com o
intfite de determinacio da concentragiio do complexe enzima-proteina de levedura, durante
diferentes fases do crescimento celular. Os dados mostraram gue a aeragio nfo influencion a
sintese de proteases, e que a diminuigo da atividade enzimitica dependeu da intensidade da
aeracio. O aumento da atividade proteolitica durante a fase logaritmica de crescimento ¢
devido a uma nova sintese de enzimas. Na fase estacionaria ¢ aumento da atividade proteolitica
em comparacio ao indculo €, em parte, causada pela sintese enzimatica ou pela ativagio das

proteases.
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2. 4. 1. Efeito da temperatura

WOODS & KINSELLA (1980b) mediram 2 atividade das proteases de leveduras em
temperaturas entre 259 e 70°C, por um periodo de 40 a B0 minutos, & observaram que a

temperatura de atividade méxima fol de 459C para um periodo de 80 minutos, e 52°C para um
pericdo de 40 minutos, sendo que acima dessas temperaturas as proteases sofrem redugio da

atividade, Os pesquisadores constataram ainda que a temperatura Otima para a estabilidade e
atividade das proteases fica em torno de 379C, e a sua completa inativaglio ocorre quando 8

incubada por um periodo de 5 minutos a 76°C.
MADDOX & HOUGH (1970) notaram que em S. carfsbergensis, a temperatura de

attvidade maxima das proteases neutras, B e carboxipeptidase ¥V, ocorre a 48°C, guando
incubadas a pH 6,0 por um perfodo de 60 minutos. A atividade diminuiu sensivelmente quando
as enzimas foram incubadas a temperaturas mais elevadas, durante o mesmo periodo.

JUNI & HEYM (1968) descreveram que a mativagio total das proteases B de S.

cerevisfae acorre 8 60°9C e pH 6,0, em 30 minutos. Concluiram portanto que para se obier

uma Otima atividade das proteases, os extratos de levedura devem ser incubados a uma
temperatura de 379C e pH entre 6,0 a 7.0 , por um periodo de 30 a 80 minutos. Para

mativagfio destas enzimas, a incubagdo deve ser conduzida a 700C e pH 6,0 2 7,0, durante 5

HIIEOS.

2.4 2. Eferto do pH

Uma vez que para testes de pH entre 4,0 @ 5,0, a caseina nfio pode ser utilizada devido
4 sua insolubilidade nessas condiges, foi utilizada a hemoglobina desnaturada como subsirato
para a determinag@io do pH Otimo de atividade das enzimas protecliticas de S, carlsbergensis
{WOODS & KINSELLA, 1980b). Us autores observaram dois picos de atividade, a pH 3.0 e
também a pH 6,0 e 8,0 , demonstrando assim a presenga de duas enzimas proteoliticas em
leveduras. Utilizando a caseina como substrato, a atividade a pH 3,0 nfo for alterada, enquanto
que a pH 6,0 e 8,0 a atividade enzimatica aumentou cerca de 7,5 vezes. Estes mesmos

pesquisadores testaram a estabilidade das enzimas protecliticas em colunas de hidroxiapatita

em diferentes faixas de pH, por um periodo de 30 minutos, s 259C. Em testes de atividade

residual, foi observado que a methor estabilidade ocorren a pH 6.0,
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Em estudos sobre a estabilidade de enzimas proteoliticas de 5. cerevisiae, conduzidos
por LENNEY (1956) ¢ HATA et al. {1967a), a estabilidade maxima dessas enzimas ocorreu a
pH 5,0 - 6,0, confirmando o resultado de WOODS & KINSELLA (1980b).

FELIX & BOUILLET (1966} unhizando peptideos sintéticos como substrato, isolaram
duas enzimas proteoliticas de 8. carlsbergensis, que apresentaram atividade Gtima a pH 6,0,

MADDOX & HOUGH (19703 trabalhando com autolisados de S, carlshorgensis,
encontraram trés faixas 6timas de pH para as enzimas proteoliticas: 29,63 - 6,6 ¢ 82, As
enzimas com pH ofimo a 8,2 apresentaram-se muito instiveis. Este trabatho confirmou a
presenca de trés proteases em S cerevisize, encontradas por LENNEY & DALBEC (1967),
Estes autores também testaram a estabilidade das proteases e concluiram gue estas apresentam

estabilidade méxima na faixa de pH 6,0 e 6,5
2. 4. 3. Efeito de ions metalicos

WOODS & KINSELLA (1980b) testaram varios ions divalentes e trivalentes, visando
avaliar seu efeito na atividade de proteases de leveduras, a pH 6.0 Os pesquisadores

observaram gue baixos niveis de magnésio sdo ligeiramente estimuladores da atividade das

proteases, Ferro na forma ferrosa (Fe?t) e férrica (Fed™) inibiram a atividade proteolitica,

sendo que esta diminuiy em 40%, na presenca de 1mM de FerSO4 A pH 3,0 a attvidade

proteolitica ndo diminuiv na presenga de FegS804. Os autores adicionaram EDTA em uma

concentraciio de 10mM ao substrate incubado a 25°C, por 30 minutos, ¢ constataram que na

presenca de 2,25mM de Felt g atividade da enzima ¢ completamente restaurada. Uma vez
gue a enzima responsavel pela protedlise a pH 6,0 de extratos de 8. carlsbergensis, € uma
serina protease, a presenga de fons metalicos no substrato promove uma inibigio dessa enzima,
e esta & uma possivel explicacio para a inibigio pelo ferro.

A caseina e a hemoglobina, que sfo substratos padrlies para ensaios com proteases,
incluindo aquelas de S. cerevisiae, mostraram resultados similares para avaliagio da atividade
enzimatica (HATA et al, 1967a). Entretanto, a pH 6,0, as proteases de 8. carlsbergensis
hidrolisaram caseina cerca de 7 vezes mais do que hemoglobina, a cor marrom-avermethada da
hemoglobina evidencia a presenga de ferro neste substrato, o qual pode ter inibido a protedlise
a pH 6,0 (WOODS & KINSELLA, 1980b).
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2. 4. 4. BEferro da forga ibnica

a} Cloreto de sodio

Quando proteases de §. carlsbergensis foram submetidas 2 presenca de cloreto de
sodio, a atividade diminuiu gradativamente com o aumento da concentragiio do sal Com
aproximadamente 2,25 M de NaCl (13%), a atividade proteolitica a pH 6.0 foi reduzida cerca
de 50% (WOODS & KINSELLA, 1980b). Estudos anteriores de FELIX & BOUILLET
{1966} onde os pesquisadores analisaram o uso de NaCl na diminuigio da atividade
B de S carlsbergensis. A inibicBo pelo NaCl pode ser por interferéncia com o substrato, uma
vez que o Na(l pode desagregar as ligaghes eletrostaticas entre as proteases e a proteina
{WOODS & KINSELLA, 1980b).
enzima-inibidor. Ligac¢Bes hidrofobicas podem ser responsaveis pela associagio da protease e
seu inibidor endogeno em 8. cerevisise (CASTRO & HOLZER, 1976). Tais associagbes
devem aumentar em um meio com alta forga idnica, reduzindo a atividade da protease. EDDY
{1958} citou uma concentracio de 0,1 a 0,5 M de NaCl como uma estimativa razodvel para o
equivalente osmotico da levedura, e demtro desta faixa, houve aumento da atividade

proteclitica a pH 6,0.
b} Uréia

Proteases de 5. carlsbergensis foram mcubadas por 30 minutos a 25°C e pH 6,0, na
presenca de concentrages crescentes de uréia, ¢ posteriormente testou-se a atividade residual,
Fot observado que a enzima fol progresstvamente ativada com o aumento da concentragio de
uréia. Segundo WOQODS & KINSELLA (1980b), com uma concentragiio 2M de urdia, a
atividade aumentou cerca de 50%. Concentragfes de uréia superiores a 3 M induzem uma
dissociaciio do complexo enzima~-intbidor das proteases B e C (atualmente denominada de Y)
de & cerevisiae (LENNEY, 1956, HATA et al. 1967b;, CASTRO & HOLZER, 1976).

A uréia enfraquece as cadeias hidrofObicas em proteinas, por ruptura da estrutura de
Agua, reduzindo a barreira de entropia para o desdobramento da proteina. Existem evidéncias

de que os complexos enzima-inbidor em 8 carfsbergensis scjam similares aqueles de
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8. corevisiae (ULANE & CABIB, 1976a; LENNEY, 1975), o que pode explicar a ativagiio da

protease de & carlshergensis pela uréia.

2. 4.5, Eferto de agentes quinnicos especificos

2) N-Etilmaleimida (NEM)

WOODS & KINSELLA (1980h) estudaram o efeito do NEM sobre proteases de
S. carlsbergensis e observaram uma reagdo irreversivel com os grupos sulfidrila livres na forma
de éter tiol, inibindo ligeiramente a protease de levedura a pH 6,0 , mostrando que os grupos
sulfidrila livres sdo necessarios para a completa atividade da enzima. A aparente necessidade de
grupos sulfidrila livres para a completa atividade enzimatica ja havia sido demonstrada por
FELIX & BOUILLET (1966) e MADDOX &e HOUGH (1970). Isto também ¢ verdadeiro
para a protease B e carboxipeptidase Y de 5. cerevisiae (HATA et al., 1967h).

b) B-Mercaptoetanol

O B-mercaptoetanol, que possui a propriedade de reduzir as ligagBes dissulfeto de
proteinas, estimula a atividade de proteases de S carlsbergensis a pH 6,0 (WOUODS &
KINSELLA, 1980b). Estes pesquisadores observaram que 35% de estimulacfio ocorre na
presenca de ImM de B-Mercaptoetanol. O estimulo da atividade proteolitica por este reagents
explica a aglo na adigdo de tiol ao extrato de S, carlsbergensis desintegrado mecanicamente
{SHETTY & KINSELLA, 1978}, observando-se um aumento da protedlise.

SHETTY & KINSELLA (1979) potande a existéncia de inibidores de protease em
extratos brutos de S cerevisiae, sugeriram que reagentes tiol ativam a protedlise por
gesagregacio do complexo intbidor. Todavia, segundo ULANE & CABIB, 1976a ¢ CASTRO
& HOLZER, 1976, isto é improvavel, pelo fato dos principais inibidores de proteases em
%. cerevisiae ndo conterem aminoacidos acidos com enxoffe e ndo poderem formar pontes de
dissulfetos,

Imbidores de proteases, sem aminoacidos sulfidrilicos, ja haviam sido encontrados em
8. carlshergensis (ULANE & CABIB, 1976a). CASTRO & HOLZER (1978) sugeriram que
as bandas hidrofébicas contém o complexc enzima-inibidor juntos. E possivel que mudancas

estruturais da protease, induzidas pelo tiol, permitam a dissociagio do complexo enzima-
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inibidor, ou talvez, o estimulo da atividade proteolitica pelo B-mercaptoetanc], seja um efeito
sobre a propria enzima, possivelmente liberando grupos sulfidrila necessarios para a atividade

da enzima.

¢} Fenilmetanosulfonil Fluoreto (PMSF)

O reagente PMSF, com seletividade para os residuos de serina, ¢ um potente inibidor
da atividade proteolitica de S. carfshergensis, sendo que 1mM de PMSF evita completamente 2
hidrélise da caseina pela protease, a pH 6,0. Assim, 3 enzima responsével pela protedlise, 2 pH
6,0, em 5. carlsbergensis , ¢é provavelmente uma serina protease (WOODS & KINSELLA,
1980b). Proteases de 5. carishergensis também sfo sensiveis ao diisopropilflucrofosfato
{DFP), um outro reagente especifico para serina (FELIX & BOUILET, 1966, MADDOX &
HOUGH, 1970).

PRINGLE {1975) concluiu que a principal atividade proteolitica em S, cerevisiae deve-
s¢ a protease B, e propds o uso de PMSF para controle de isolados protéicos ou para obtenciio
de enzimas. Todavia, apesar deste reagente poder comirolar efetivamente a protedlise em

estudos de laboratdrio, ele ¢ extremamente tOXico para ser usado na indistria de alimentos.
d) N-Bromosuccinimida (NBS)

O tratamento de proteases de levedura com N-bromosuccinimida (NBS), reagente que
oxida os residuos de triptofano, causa uma diminuigiio de 15% da atividade enzimética quando
s¢ ytiliza hemoglobina como substrate, ¢ quando a enzima tratada foi analisada para atividade
sobre caseina, apenas 20% da atividade inicial permaneceu (WOODS & KINSELLA, 1980b),

( NBS ¢ capaz de provocar mudancas conformacionais da proteina, podendo ou nfio
afetar o sitio ativo da enzima, o que explica a inibicio por esse reagente (SPANDE &
WITKOP, 1967),
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2. 5. Indutores de autdlise das células de Levedura

WELSCH (1958) formulou a hipétese de que qualquer distirbio no suprimento de
energia da célula, independente da causa, induz sua autdlise. Uma analise dos poucos exemplos
de indutores de autdlise em células eucaritticas, permite concluir que indutores de vérias
naturezas podem causar distirbios tanto funcionais como estruturais. Como exemplo, os
efeitos da temperatura e a agio de detergentes sfo reduzidos por mudangas na organizagiio
estrutural da membrana, HALASZ & LASZTITY (1991) sugeriram que embora diferentes
fatores possam iniciar a autdlise de células de levedura, o mais importante € a auséneia de
gualquer fonte de carbono. Este efeito pode ser reforgado por outros fatores, como o aumento
da temperatura ou a remocio de oxigénio.

Dentre os indutores fisicos de autdlise de leveduras, podemos ¢itar a temperatura. A
autdliss pode ser ocasionada por elevacfio da temperatura de incubagfo, alternada ao
congelamento (OHMIJA & SATO, 1975a). No primeiro caso, a autdlise ¢ acompanhada por
mudangas na estrutura da membrana celular. No segundo caso, os cristais de gelo formados
resultam em violagdo mecénica da integridade fisica de estruturas celulares (BELOUS, 1981),

A press@o osmotica do meio € outro fator que pode afetar as células da levedura.
Mudancas de pressdo osmotica podem ter duas consequiéncias, que sfo a degradagio completa
da célula ou a formagdo de autoplasto (HALASZ & LASZTITY, 1991), Um terceiro efeito
seria a plasmolise celular, quando certas concentragles de sacarose ou cloreto de sddio sfio
empregacdas,

Qutros fatores fisicos que podem induzir a autdlise celular ¢ a irradiaglo por
ultravioleta e raios-X, ¢ a desintegragio mecdnica (HALASZ & LASZTITY, 1991).

Quanto aos indutores quimicos, varios compostos membranotrépicos, inchundo
detergentes, proteinas, peptideos e aminoacidos, podem ser usados para 3 indugfio de autolise
(HALASZ & LASZTITY, 1991). O efeito degradante desses agentes sobre a membrana €
causado por sua habilidade para solubilizar certes componentes, ou por causar mudangas nas
interacBes hidrofdbicas, o que acarreta mudangas na permeabilidade e lise enzimatica,
Antibidticos, por sua vez, induzem autélise como um resultado do desbalango entre sintetases
¢ despolimerases.

A utilizacko de solventes orginicos ndo-polares {cloroformio, acetato de etfila, entre

outres), ou sais inorganicos, ativam as enzimas autoliticas da célula e aceleram o processo de
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autdlise. JOHNSON (1977) menciona em seu trabatho que processos de autdlise da célula
podem ser co-ajudados através de tratamento térmico,

SHETTY & KINSELLA (1978) observaram que compostes do tipo tidis de baixo peso
molecular sdo efetivos para a ativagdio das enzimas enddgenas que degradam a parede celular.
As células de leveduras submetidas a um tratamento com monotioglicerol, 2-mercaptoetanol e
ditiotrettol a temperatura de 37°C, mostraram uma autdlise gradual da parede celular. O
monotioglicerol apresentou maior eficiéncia que os demais compostos. O tratamento com
monatioglicerol facilitou a extrabilidade das proteinas da célula de levedura, indicando que o
tratamento estd associado com a desestruturagfio da parede celular. A grande desvantagem
deste tratamento € a degradagfio das proteinas da levedura e a ativaglic das enzimas
proteoliticas. A quantidade de proteinas com peso molecular abaixo de 100.000 Daltons teve

uma diminuicio de 80 para 20% apos 10 h de incubagio.

2. 6. Caracteristicas do processo de autdlise

A autblise tem inicio imediatamente apds a morte da célula. O efeito desencadeador
desse processo pode ser natural ou nfo, ocasionando a diminuigdo da funcio da membrana (o
gue inclui ¢ desarranjo enzimatico das células), e a diminuigBo da energia quimica para a
sintese dos processos de reconstituigio da membrana. Por definigBo, apenas alguns
fratamentos sdo capazes de iniciar o processo de autdlise como exemplo altas temperaturas.
Por outro lado, células submetidas a um tratamento térmico em dgua sob ebuliclo, causam a
morte das células mas nfio provocam autdlise devido i nativagio das enzimas autoliticas
presentes no interior da célula. (ARNOLD, 1981)

A autélise em células de levedura ¢ acompanhada por caracteristicas visuais, como
mudancas reclogicas e de coloragiio. A presenga de dois estagios de autdlise foi identificado
pelas mudancas morfologicas da célula de levedura, através de estudos por microscopia
eletrinica. O primeiro estdgio da autdlise € caracterizado pela degradagio das endoestruturas
celulares, sem a destruicdo da estrutura da parede celular. O segundo passo da autolise envolve
a hidrélise dos biopolimeros intracelulares, com a difusdo dos produtos da hidrélise de deniro
para fora da célula (BABAYAN et al., 1985},

No processo de autdlise da parede celular da maionia das células de levedura,

modificaces estruturars podem ser observadas através da difusSo gradual do material
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intracelular para o exterior da célula. A autélise depende da idade da cultura e de suas
condigbes fisiolégicas. Em culturas em proliferacio, as células autolisam-se rapidamente,
sendo maior a degradagiio naquelas em estadio estaciondrio de crescimento, devido a grande
miensidade da sintese de enzimas autoliticas durante a fase exponencial de crescimento.
Portanto, a autdlise ocorre quando hi uma induglio pelo meio, promovendo a degradagiio das
células pelas enzimas autoliticas enddgenas em condigBes timas para a sua aglio (BROWN et
al., 1975, apud: WOLF, 1980}

O processo natural de autdlise ocorre no final do estigio estaciondrio de crescimento
celular, quando as condigBes fisiologicas da célula apresentami-se satisfatorias para tal. A
autOlise natural também pode ser causada pela presenga de microrganismos contaminantes na
cultura, que promovem microlises nas leveduras, causando a desestruturago da parede celular
e o rompimento da célula (BROWN et al, 1975 apud: WOLF, 1980) A natureza dos
compostos utilizados durante a autdlise sic importantes para a atividade das proteases,
mananases, glicanases, lipases e fosfolipases. A acgio destas enzimas estdo associadas com as
modificactes da parede celular. CHARPENTIER et al. (1986) observaram modificactes na
parede celular em seus estudos por microscopia eletrfnica de transmissiio, e relataram
mudancas estruturais da membrana,

BACON (1981} estudou as modificagBes quimicas da composicio da parede celular em
diferentes estadios da autdlise, associadas com outros componentes em gquantidades
adequadas, mencionando que as glicanas sfie as principais responsavets pela matriz rigida da
parede celular.

VOSTI & JOSLYN (1954a) estudaram o processo de autdlise em S cerevisfac, &
temperatura de 33°C, e de S wvarum, Candida lipolytica e espécies de Torulopsis, &
temperatura de 45°C. Durante ¢ tratamente das culturas, formas de aminoacidos e a
concentracio total de nitrogénio foram monttoradas. Esses pesquisadores relataram que sob
taia temperaturas nfo fol notada a ruptura celular. Em um trabatho posterior (VOSTI &
IOSLYN, 1954b) através de observagdo em microscdpio, notaram que a parede celular ndo

apresentou grandes modificagBes apds 3 dias de tratamento térmico. Entretanto, foi observado
que a porosidade da parede celular aumentou devido a agio da P-glicanase.
O método para extragio de enzimas de levedura proposto por BLACK & WRIGHT

{1955) envolve um tratamento das células a baixissima temperatura (- 195°C) em nitrogénio

liquido, e posterior estocagem sob refrigeragio a - 20°C. O processo continua & temperatura
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de 5°C com a adi¢lo de agua a pH alcalino, sob baixa agitagio, por um periodo de [ a 2 dias.

Apés a centrifugacio foi obtido um extrato enzimético com baixo rendimento.

2. 7. Obtengdo ¢ aplicagiio das proteases de Leveduras

A maioria das enzimas utilizadas em grande quantidade na indistria sio extracelulares,
isto ¢, obtidas do meio cultivado com microrganismos, do qual sio facilmente separadas por
centrifugagiio. Entretanto, a maior parte das enzimas presentes na célula estio localizadas no
seu interior e/ou na membrana plasmatica. O pleno potencial de utilizacio das enzimas
mtracelulares depende de um método eficiente de extracio e purificagiio, devido a baixa
concentracao em que s¢ encontram nas clulas, usualmente em torno de 1% em peso
(DARBYSHIRE, 1981),

As enzimas intracelulares s3o usualmente liberadas do interior das células através do
rompimento da parede celular por métodos mecinicos ou quimicos, Os métodos mais conmms
de rompimento celular incluem o uso de homogeneizadores de alta pressdo, moinhos de bolas,
congelamento e descongelamento, alteragbes drasticas de pH, temperatura e choque osmético.
Pode-se também submeter a membrana das células a digestio enzimatica com enzimas liticas.
Como resultade, obtém-se um preparade bruto com atividade enzimdtica, que pode ser
separado das células rompidas por filtragic ou centrifugacio, e entio clarificado. A
centrifugacdo ¢ o método mais comum para este propdsito. O extrato livre de células pode ser
entio purificado por métodos consecutivos de fracionamento e concentragio. Estes incluem
cromatografia de troca ibnica e téonicas de ulirafiltragiio com membranas ou osmose reversa.
A precipitagdo das enzimas também ¢ um método comumente utilizado devido a sua
reversibilidade e por ndo permitiv a desnaturagfio das proteinas, podendo ser utilizado em
processos de grande escala (KANG & COTTRELL, 1979). A precipitacio inclui a utilizagio
de solventes orgfinicos, polietileno glicol (PEG), dextranas, 4cidos poliacrilicos ou sulfate de
aménio. Coagulagio e floculagio s¥o também utilizadas para este proposito. Melhor extracio
e rendimento de enzimas se d4 quando as condigbes de fermentacdo sdo controladas, devendo-
se utilizar células na fase exponencial de crescimento,

NOWAK & TSAT (1989) utilizaram o processo de ruptura mecinica para a lise celular,
baseando-se em trabalhos de MARFFY & KULA (1974). Os autores purificaram irés

endopeptidases de 5. cerevisiae, proteases A, B ¢ Y. Duas diferentes formas moleculares da
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protease A foram obtidas através de eletroforese em SDS-PAGE. Estas enzimas apresentaram
atividade sobre a caseina e hemoglobina em pH otimo para ativagiio em tomo de 5,0 A
atividade fol aumentada em cerca de 30-50% quando a solugiio foi adicionada de uréia 4-6M.
A protease B apresentou atividade na coagulagiio do leite e grande estabilidade a estocagem a
baixas temperaturas, quando preservada em glicerol a 40%. A terceira endopeptidase,
denominada protease Y, foi purificada através de filtraglio em gel. Esta enzima nio apresentou
atividade sobre a coagulacio do leite, ¢ teve baixa atividade sobre a hemoglobina, sendo porém
estavel ao congelamento.

FUKAL et al. (1986) utilizaram o método de autdlise por clorofdrmio, e obtiveram
cerca de 50% de lise celular. Uma posterior separagio das proteases foi feita pela adicio de
sulfato de amdnio a 90% de saturagfio, a pH 5,0. Os autores obtiveram enzimas com 6tima
atividade para a hidrélise da caseina ¢ hemoglobina, bem como para a clarificaciio de cerveja
ndo pasteurizada. WOODS & KINSELLA (1980b) ja haviam descrito que a utilizagio de
sulfato de aménio em concentragbes maiores que 60%, so satisfatérias para se obter
proteases purificadas com rendimento de cerca de 90%. Os autores testaram a atividade de um
extrato bruto de proteases de S, carlsbergensis e observaram gue estas hidrolizam a caseina
mais rapidamente do que outras proteinas. Nesse trabatho foi testada também a atividade sobre
fragBes brutas de soja {7s), proteina de soja (11s), hemoglobina, albumina de soro bovino e
ovoe. Concluiram que a fraglio bruta de proteases é insuficiente para uma completa coagulagio
do leite, mas possuem grande capacidade de hidrélise na maturacio de queljos.

As proteases A, B e Y obtidas de autolisados de . carishergensis foram parcialmente
purificadas pela precipitagio com sulfatc de aménio e cromatografia em coluna de
hidroxiapatita, por WOODS & KINSELLA (1980a). Estas enzimas apresentaram pH otimo de
atividade de 3,0 € 6,8. As propriedades gerais destas enzimas foram determinadas sendo que a
temperatura Otima para atividade foi 37°C em pH 6,0. As proteases foram forfemente inibidas

por fons metdhicos e por NEM, PMSF e NaCl, enquanto apresentaram um aumento da

atividade quando foram tratadas com B-mercaptoetanol e uréia.
A obtenglio de proteases de S carlsbergensis foi conduzida por WOODS &
KINSELLA (1980b) segundo as condigdes ¢ etapas resumidas na Figura 1, a seguir.
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Levedura
preparo das células
¢
Autdlise
25°C - 30°C, 30 min em cloroformio
U
Extracio das proteinas
Tampéo fosfato, 0,01M, pH 7,0, 18h
Centrifugacio 27.000 x g; 5°C, 20 min
i
Purificaglio do extrato protéico
Ajuste do pH a 5,0 com acide acético 20%, a 4°C
Adigio de sulfato de amdnic 60% de saturagfio sob agitag3o magnética durante 50min, 4°C
Centrifugacdo 27.000 x g; 4°C; 30 min
_ Y
Ressuspensio e ativaglo das proteases
ressuspensdo em 3 ml de agua destilada
4
Purificagio das proteases
Dialise (300 ml. de tampéo fosfato 0,01M, pH 7,0, 48h, 4°C)

Figara 1. Obtenglio e purificacio das enzimas de Saccharomyces carlshergensis.
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2. 8. Enzimas proteoliticas em panificacio

A utilizacdio de proteases em panificagiio ganhou maior importincia por volta de 1950,
quando teve inicio a substituigio das antlases do malte pelas amilases fingicas. As amilases
fangicas foram introduzidas no preparo de massas com o intuito de aumentar a atividade
amilolitica destas mas as enzimas proteoliticas contaminantes provocavam modificaces
significativas na massa. Os preparados de enzimas passaram, entio, a ser padronizados com
relaglio as atividades proteolitica e amilolitica (SHELLENBERGER, 1971, PYLER, 1973}

Atualmente, através da grande experiéncia na producfio industrial de enzimas
microbianas, ¢ possivel produzir preparados de amilases praticamente livres de proteases e
preparados de proteases com baixa atividade amilolitica, Desta forma, as enzimas podem ser
melhor caracterizadas, o que permite um maior controle da suplementaciio enzimitica em
panificagio (MONNIER & GORDOM, 1975; BARRET, 1975).

2. 8. 1. Agdo das proteases em massas

As proteases sdo especificas, ou seja, elas ndo hidrolisam moléculas em qualguer
ligaciio peptidica, mas apenas em ligagles entre certos aminoacidos especificos. Se tais
ligages existirem em abundéncia na proteina, pode-se esperar uma considerivel degradagiio
protéica. Entretanto, existem proteases menos especificas quanto a composigio de
aminoédcidos podendo hidrolizar a proteina em varios fragmentos menores. As proteases s3o
classificadas de acordo com seu mecanismo de agfo sendo mais conveniente do ponto de vista
tecnologico estas serem classificadas em endopeptidases e exopeptidases (SPROBLER, 1981).
As exopeptidases possuem eficiéneia limitada nas transformacgSes reologicas, causando
pequenas modificagdes no comprimento da cadeia; dessa forma, nfio apresentam importincia
tecoologica, quando se trata da modificagiio das propriedades do gliten da farinha de trigo no
processamento de pies e biscoitos. As endopeptidases, por outro lado, sio altamente eficientes
na modificagfio das caracteristicas do gliten na massa. Essas enzimas atuam em vArios sitios ao
longo da cadeia protéica, liberando grandes fragmentos moleculares e modificando a
viscosidade da massa, mesmo com quebra de poucas ligagtes (BRUNQ, 19893,

As proteases foram utiizadas como agentes hidrolizantes durante muito tempo, devide
a analogia dos efeitos causados por estes dois tipos de enzimas {exo e endopeptidases) sobre
as propriedades fisicas do glaten (MONNIER & GORDON, 1975).
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As enzimas proteoliticas atuam na hidrélise das cadeias de proteinas nas ligagBes
peptidicas, criando no sistema linhas protéicas transversais e diagonais unidas por pontes §-8,
ocasionando uma nova orientaglio das cadeias através da formaciio de ligagBes frageis, que
podem ser facilmente rompidas (BRUNQ, 1989).

Em varios trabalhos foi testada a utilizacio de proteases em panificaciio, sendo
observade que estas podem controlar a textura ¢ a uniformidade da massa. Segundo WOODS
et al. {1980}, EL-DASH & JOHNSON, (1967}, e BARRET, (1975), outros aspectos também
observados foram uma melhora na facilidade de manipulago da massa, refletida pelo aumento
na elasticidade do gliten, além de wma diminuicio do tempo de mistura, aumento do volume
do péo ¢ melhora na textura da crosta. Proteases sfio adicionadas & massa de pies como

auxiliares da textura e uniformidade.

2. 8. 2. Fonies de enzimas proteoliticas

As proteases podem ser obtidas de diferentes fontes como a farinha de trigo, as
leveduras, os cereais maltados, as proteases de origem vegetal (papaina, bromelina ¢ ficina) e
os preparados enzimaticos obtidos a partir de culturas bacterianas e fingicas (PETIT &
AUDIER, 1967} Dentre as proteases exogenas & farinha, devem ser consideradas as proteases
de levedura. Entretanto, tem sido afirmado que nenhuma ago proteolitica ocorre, exceto
guando as cflulas das leveduras sfio rompidas (MONNIER & GORDON, 1975, WOQODS &
KINSELLA, 1980).

A maioria das proteases vegetais comerciais, tais como papaina, bromelina e ficina, sio
extremamente simples de ser processadas, entretanto, o seu suprimento depende da demanda
pelas matérias-primas de origem. Estas proteases apresentam uma produgiic sazonal que limita
v fornecimento adequado e continuo, além do fate de as condigBes ambientais nfo serem
reprodutives, ¢ que resulta na ndo uniformidade dos extratos enzimaticos (LOFFLER, 1986).

A utihzacBo das proteases exdgenas pela adiglio de malte a farinha de tngo apresentam
algumas desvantagens devido a aquelas apresentarem no seu processo de extraglo um alto
grau de amilases. Além disso, apresentam atividade amilolitica baixa em relagdo a atividade
proteolitica. Deve-se, portanto, trabalhar com uma fonte de proteasss t8o pura quanto
possivel. Esta € o caso das enzimas proteoliticas industriais obtidas a partir de vegetais,
bactérias e fungos (BRUNOQO, 1986).
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As enzimas microbianas podem ser produzidas industrialmente em grandes quantidades
com custos relativamente reduzidos, Além disso, niio sdo alteradas por fatores ambientais o
gue pode resultar em uniformidade na pureza, estabilidade e atividade adequada nos
preparados. As proteases mais usadas nas indistrias de panificacio séo as de origem bacteriana
e fingica. Sendo usualmente provenientes respectivamente de Bacillus subtilis ¢ do fungo
Aspergillus oryizae. Estas enzimas sfo consideradas geralmente “seguras” para uso alimentar
{Generally Recognized As Safe-GRAS) pela FDA (LOFFLER, 1986).

Nos Estados Unidos, 2/3 do plo branco produzido é acrescido com proteases de
Aspergillus orvzac  (BARRET, 1975). As indistrias de pfio utilizam exclusivamente
preparacbes de proteases extraidas de Aspergillus oryzae, entretanto podem ser utilizados
outros fipos de proteases em pio branco como a bromelina e a papaina. Proteases bacterianas
foram testadas com sucesso em massas experimentats. Um controle cuidadoso da quantidade
de proteases adicionada na massa € importante, pois 0 excesso pode causar o amolecimento da
massa, tornando-a pegajosa e gomosa e de textura dura, e a perda de suas caracteristicas de
viscoelasticidade (JOHNSON & MILLER, 1949, BARRET, 1975).

Apenas certos tipos de proteases 530 aceitdvels para 0 uso em niassas, Por exemplo,
farinhas de trigo contendo inibidores de tripsina e papaina s3o limitantes para o uso dessas
enzimas (BARRET, 1975). A quantidade de papaina necessaria para reverter o efeito inibitério
¢ deletério para o volume da massa (EL-DASH & JOHNSON, 1967).

A levedura de panificagiio, oferece uma perfeita fonte de enzimas, como também uma
potencial fonte de prolinas para consumo humano (MATELES & TANNENBAUM, 1968;
KINSSELLA & SHETTY, 1978). O procedimento para uma purificagfio parcial dessas
proteases e sua caracterizago foram descritas por WOODS & KINSSELA (1980b).

2. 8. 3. Determinagio dos efeitos das proteases em masgsas através de métodos

reolégicos.

A atividade proteolitica ¢ geralmente determinada através de procedimentos
viscosimétricos ou através de modificacOes da mesma pela agfio das proteases (POMERANZ
et al., 1966).

Quando a farinha de trigo e os demais ingredientes da massa s8o homogeneizados
durante a mistura, ocorre a hidratagfio das proteinas ¢ a associagiio das mesmas através de

pontes de hidrogénio, ligacBes de Van der Walls e pontes 8-§, formando um complexo
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reticular denominado glaten. O gliten se apresenta come uma rede de fibras eldsticas que
confere & massa a sua propriedade de extensibilidade sob pressdo de um g&s. Em panificacio,
as caracteristicas reolégicas das massas relacionadas com as proteinas do gliten sdo
pariicularmente importantes, sendo responsaveis pelo volume ¢ estrutura tipica dos ples
{BOBRBIO & BOBBIO, 1984).

Quando proteases séo adicionadas is massas, estas apresentam agdo hidrolitica sobre as
proteinas do gliten, provocando um enfraquecimento da sua rede, consequentemente,
modificando as propriedades reoldgicas da massa. Geralmente o efeito se dé pela reduciio da
elasticidade do gliten, tornando a massa mais extensivel, facilitando o manuseio e seu
processamento, resultando em um produto final com methor qualidade. O efeito das proteases
na miassa ndo podem ser determinados através de métodos bioquimicos de andlise que utilizam
como substratos a hemoglobina e caseina. Para isto ¢é necessario a wiilizagio de métodos que
mostrer as variagOes reologicas das proteinas do gliten da massa {PETIT & AUDIDIER,
19673,

O efeito das proteases nas propriedades viscoeldsticas da massa pode ser estudada
através do farindgrafo ¢ extensografo Brabender. Com estes equipamenios e com testes em
panificagio, podem ser determinadas as dosagens de enzimas recomendadas para cada tipo de
produto final (REED, 1967),

Z.8. 3. 1. Efeito de proteases nas propriedades de mistura da massa determinados

no Farinégrafo

O farindgrafo Brabender ¢ utihizado como ferramenta para medir a resisténcia que a
massa oferece ao movimento das pds na mistura, gerando wm torque que ¢ registrado
graficamente. O valor do torque em unidades arbitrarias é definido comeo a consisténcia da
massa, em umdades Brabender (BRUNQ, 1986).

LANDIS (1935) desenvolveu um meétodo para determinar a atividade proteolitica de
preparados enzimaticos comerciats através do farinografo. Este pesquisador notou que ao ser
adicionado proteases em massas ocorre um decréscimo da energia de desenvolvimento com o
tempo, causado pela adigho da enzima, em relagfo 40 substrato padrio (farinha de trigo sem
adigBo de protease) Foi constatado que a faxa imicial de decréscimo da energia de

desenvolvimento com o tempo € proporcional & concentragio de protease adicionada.
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JOHNSON & MILLER (1953) estudaram o efeito da protedlise, através do
farinografo, na consisténeia de massas farinha-Agua em um periodo de 4 horas de descanso a
36" C. Fot constatada uma diminuig@o da consisténcia da massa pela adigio de proteases, em
relagdo a massa padrio. Estas medidas foram tomadas como medida da atividade proteolitica
nas massas por estes pesquisadores,

PETIT & AUDIDIER (1967} utilizaram ¢ farindgrafo para a analise da variagio da
consisténcia de uma massa farinha-dgua, direfamente durante a mistura em fungfo da adigdo de
doses crescentes de proteases de Bacillus subtilis. Estes pesquisadores observaram que apenas
doses superiores a 45 HU (unidades de hemoglobina) por 100 g de farinha, foram adequadas
para registrar modificagdes perceptiveis na consisténcia das massas.

Os resultados encontrados por PETIT & AUDIDIER {1967) estio de acordo com os
estudos de DUCRQO (1974) que considerou a sensibilidade do farindgrafo insuficiente para
demonstrar & atividade proteolitica fraca em massas farinha-dgua. Desta forma, este
pesquisador relata que © uso do farindgrafo nfio soluciona o problema de se correlacionar
atividade proteolitica com modificacdes nas caracteristicas da massa. Contude, a facilidade de
manuseio torna este aparetho adeguado para o estudo de atividade proteolitica forte, como é o

caso observado na producdo de certos tipos de pées e determinados biscoitos.

2. 8. 3. 2. Efento de proteases nas propriedades viscoeldsticas da massa pelo

Extenségrafo

A adiclo de proteases torna as massas mais macias e provoca modificagbes em sua
elasticidade e extensibilidade. Estas caracteristicas podem ser determinadas graficamente
através do uso do extensdgrafo Brabender, o qual registra a resisténcia a extensfo oferecida
pela massa quando submetida ao teste. Portanto, este aparetho permite © acompanhamento das
modificagbes reolégicas da massa causadas pela protedlise. Em geral, doses crescentes de
enzimas proteoliticas provocam uma dirmimuc8o da resisténcia a extensio (elasticidade} e um
aumento da extensibilidade das massas (HASEBORG, 1981).

POMERANZ et al. (1966) utthzaram o extensdgrafo com ¢ imtuito de estudar a agiio
de proteases microbianas em massas farinha-dgua em dosagem constante (600 HU) Fo
observado que o uso de proteases fingicas ocasionou um decréscimo da drea sob a curva
extensografica, isto €, um enfraquecimente da massa, enquanio que o uso de proteases

bacterianas nas mesmas condigdes, destruiu a estrutura da massa.
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SPROBLER, (1981}, relata em seu estudo a utilizagio do exiensografo na
determinag@o da reststéncia a extensio de massas farinha-dgua utilizando dosagens crescentes
de proteases de onigem vegetal (papaina), bacteriana e fingica. Este pesquisador mencionou
que nfio existe uma correlacdo entre os efeitos de proteases de diferentes fontes sobre a

hemoglobina e sebre o ghiten na massa.

2. 8. 4. Efeito das proteases no processamenio de ples

As proteases naturais da farinha n@o sfo ativas no pH normal das massas e,
consequentemente, ndo desempenham papel em panificaciio. Dessa forma, a suplementacio da
atividade proteolitica deve ser ferta através de proteases de outras fontes. Atualmente a
utilizagfo de métodos continuos de produglio de pies requerem rigido controle dos tempos de
mistura ¢ de produgdo de massas, ¢ gue vem sendo alcangado através da adic@io de proteases.
{BARRET, 1975}

Historicamende, as caracteristicas desejadas dos ples eram obtidas aumentando-se o
tempo de mistura e/ou de fermentagiio das massas. Atualmente se produz ples com boa
qualidade e maior rapidez com a adigfo de proteases 4 massa (BARRET, 1975},

A adicio de proteases exGgenas visa principalmente o enfraguecimento do gliten,
devendo ser feita em fungfio da qualidade da farinha utilizada e do produte desejado. Na
produgio de ples a partir de farinhas fortes, as massas com alta elasticidade e pouca
maleabilidade no manuseio podem ser melhoradas com a adigio de protease (MONNIER &
GORDON, 1975). A utilizagiio de farinhas fortes em panificaciio produzen: ples de baixa
qualidade, entretantio com a adiglio de proteases & massa, pela hidrolise das caderas do gliten,
8§ massas tornaram-se extensiveis ¢ com grande capacidade de reten¢lo de gas, formando plies
com maior volume, melhor simetria, textura e granulosidade do miole (UHLIG &
SPROBLER, 1971; GAMS, 1979).

A adigio de proteases no processamento de pies ¢ uma pratica amplamente empregada
em paises que produzem farinhas a partir de variedades de trigos fortes, sendo geralmente
utilizadas proteases de origem fungica (MONNIER & GORDON, 1973).

Nem todas as proteases sio igualmente adequadas & produgiic de pldes. Pequenas
quantidades de proteases de origem bacteriana ¢ vegetal (papaina ¢ bromeling), podem
provocar uma hidrolise excessiva do ghiten, tornando a massa altamente extensivel, pegajosa ¢

com caracteristicas inadequadas para o processamento, Essas enzimas ndo sfo recomendadas
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para ples, devide ao perigo de dosagem excessiva. Por outro lado, 2 aclio mais fraca das
proteases fungicas na massa sugere o seu emprego no tratamento de farinhas fortes para ples,
As proteases fingicas causam um efeito de amolecimento na massa, tornando-a mais flexivel e
facilitando o seu manuseio, A maior flexibilidade de dosagem dessas enzimas ¢ vantajosa, uma
vez que diminui consideravelmente ¢ risco de super dosagem (DUCROO, 1974).

A matoria das proteases fingicas utilizadas em panificaglio so de Aspergillus oryzae
{BARRET, 1975). Normalmente, os preparados de proteases fungicas coniém alguma
attividade amilolitica, que também deve ser padronizada para um maior controle da sua
aplicacio. Geralmente, as proteases sdo misturas de endo e exopeptidases, com pH otimo na
faixa de 4,0 a 5,0, e temperatura 6tima variando de 30 a 30°C (LYONS, 1982}, Essas enzimas
sdc comumernde usadas em nivers de adigio de aproximadamente 50,000 a 100.000 HU
{Unidades de Hemoglobina) por 50 Kg de farinha (COLE, 1973},

Além da acglio direta das proteases na massa, essas enzimas também podem influenciar
as propriedades organoiépticas dos pies processados atraves da hberaco de grupos NH; os
quals podem reagir com os aglicares redutores, quer presentes na formulaglo, quer produzidos
pela aclio da o-amilase, para promover a reagio de Maillard, que ¢ responsavel pelo
escurecimento da crosta ¢ pela formaglo de aromas caracteristicos do pio (HASENBORG,
1981 LYQNE, 1982).

EL-DASH & JOHNSON (1967 estudaram a influéncia da adigio de enzimas
proteoliticas de origem fangica e vegetal {(papaina) no aroma e no sabor dos ples. Estes
pesquisadores observaram que o aroma foi methorado pelo use de proteases, o que pode ser
atribuido & uwm aumento na formacgio de compostos carbonilicos, causado pela acgfio

enzimatica. No entanto, nfo foram detectadas alterages no sabor dos plies.

2. 8. 5. Proteases no processamento de biscottos

As proteases também podem ser usadas com sucesso na produgfio de biscoitos doces,
“crackers”e “waffles”. A adigio de proteases ¢ particularmente benéfica na produgio de
“crackers”, onde € necessiria uma massa mole e extensivel para controlar a textura e o volume
do produto (FOX & MULVIHILL, 1982). Essas enzimas atuam sobre o ghiten durante o
periodo de fermentacio para fornecer um balanco adequado entre extensibilidade e elasticidade

das massas. Isto permite que as massas sejam laminadas sem ruptura ¢ que produzam, durante
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o cozimento, biscoitos com superficie lisa, sem bothas ou deformagio nas bordas (BARRET,
1975},

As proteases também exercem um papel importante na produgiio de “waffles”. Para
esse tipo de produto, devem ser produzidas massas fluidas de bama viscosidade, que possam
ser bombeadas durante o processamento. Para isso € preciso usar grande quaniidade de agua
na formulago. A viscosidade da suspensio pode também ser reduzida através da degradagio
do gliten pelas proteases, o que diminul a quantidade de dgua necessaria. Com isso, pode
haver uma redugio de gastos com energia, tempo de cozimento e consequentemente aumento
na producdo (HASEBORG, 1981),

O uso de proteases pode ser de grande utilidade no processamento de biscoios
semidoces duros. Algumas normas particulares para a produglio desses biscoitos devem ser
seguidas. Primeiro, devem ser utilizadas farinhas de trigo de baixo teor de proteinas. Também
deve-se limitar ao méximo a absorgio de agua das particulas protéicas durante a mistura da
massa, reduzindo ao minimo o grau de hidratago da massa, através da adicio de aglicares e de
outros componentes secos que possam absorver agua. Finalmente, deve-se evitar a formagiio
de uma rede de gliten forte, para que as massas possam ser moldadas e assegurar um bom
produto final. Dessa forma, o objetivo da mistura ¢ promover uma homogeneizagdo dos
ingredientes com um minimo de desenvelvimento do gliten, utilizande baixas velocidades
(GUERIVIERE & BUSSIERE, 1974).

Massas produzidas com farinha forte sio freqlientemente elasticas ¢ pouco extensivess,
tendendo a voltar em sua forma original, quando esticadas. Os biscoitos feitos com essas
massas, geralmente com problemas de laminagdo, sdo duros, pesados e com bothas na
superficie apOs o cozimento. A adigio de proteases em farinhas fortes permite a redugho
desses efeitos na massa, devido & hidrolise de proteinas na farinha de trigo. O uso dessas
enzimas possibilita, portanto, a utilizagio de farinhas inicialmente inadequadas & produgio de
biscoitos (GAMS, 1976).

Os efeitos das proteases nas propriedades plésticas do gliten sfo encontrados na
textura do produto final. A dispersio ou enfraquecimento da rede de proteinas possibilita a
formagio de um produto mais fridvel, de menor densidade ¢ dureza ¢ de melhor aparéncia
geral (MONNIER & GORDON, 1975). Além da textura, as proteases também podem agir na
cor e nas propriedades organolépticas dos biscoito, de forma analoga a0 que ocorre com paes

{HASERBORG, 1981; LYONS, 1982}
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De um modo geral, as proteases de origem bacteriana e vegetal (papaina e bromelina),
s8o consideradas mais adequadas ao processamerto de biscoitos em relagio ds fungicas, por

apresentarem maior eficicia na degradacio do gliten (SPROBLER, 1981).
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3. MATERIAL E METODOS

3. 1. MATERIAL

3. 1. 1. Microrganismo

A suspensio de levedura Saccharomyces cerevisiae, utilizada como fonte para extragio
de proteases, foi proveniente de fermentagio industrial para 2 produgdo de cerveja, sendo

fornecida pela Prodesa- Produtos Especiais para Alimentos Ltda,

3. 1. 2. Proteases utilizadas no teste de aplicacdo

Nos testes de aplicagio, para efeito de comparagio das proteases de levedura, foram
utilizadas outras duas proteases, uma de origem bacteriana e outra fingica, fornecidas pela
Prozyn Indtstria e Comércio Ltda.  As enzimas utilizadas para os iestes em massas

fermentadas foram:

a) Proteases de levedura: obtidas neste trabalho, a partir de S, cerevisiae proveniente
de fermentagio industrial da produgio de cerveja. Foram preparados um extrato bruto {enzima
liquida) e um extrato concentrado e liofilizado (enzima liofitizada). A atividade enzimatica
desses dois extraos fol de 1,06 e 1, 57 umdades/ml. respectivamente, a pH 6,0, a uma

temperatura de 50°C, utilizande como substrato a caseina,

b) Protease bacteriana: foi utilizade o produto conhecido comercialmente como
“Proten”, que é uma preparagio de grau alimenticio, obtida pela fermentacio controlada de

Baeillus subrillis.

¢) Protease fingica: foi utilizado o produto conhecido comercialmente como “Protezyn
FX”, que ¢ uma preparacdo enzimatica de grau alimenticio, obtida a partr de uma cepa
selecionada de Aspergillus miger. Essa enzima nfio possui alfa amilase segundo dados

fornecido pelo fabricante.
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3. 1. 3. Reagentes e solugles

Os principais reagentes e solugdes utilizadas foram: cloroformio P.A. {Merck); solucgiio
tampio de fosfato de sodio 0,05M, pH 6,0, soluglo tamplo de citrate 0,05M, pH 6,0; solucio
tampiio de citrato-fosfato 0,05M, pH 6,0; azida de sodio (Merck), sulfato de aménio (Merck),
uréia (Merck), acido tricloroacético, caseina seg Hammarsten {Merck}, acido cloridrico
{Merck), corante Coomassie brilliant blue G-230 {Gibco BRL), solugfio de soro de albumina
bovina {Merck), dodecil sulfato de sédio -SDS (Merck).

3. 1. 4. Equipamenios

Entre os equipamentos podem ser mencionados incubadora com agitagdioc New
Brunswick Scientific (-27, centrifuga refrigerada Sorvall RC-5B com rotores GSA e §8-34,
espectrofotdmetro UV-VIS Beckman DU-70, potencibmetro Micronal B-222, cromat6grafo
gasoso HP 5890 acoplado com sistema integrador e impressor, sistema de ultrafiltragio
Pellicon Millipore, centrifuga de cesto IEC Chemical Centrifugue, farindgrafc ¢ extenségrafo
Brabender, determinador de gliten umido Glutomatic Petern modelo Ghiten Index,
determinador de gliten seco Glutork Petern modelo 2020, liofilizador de bandeja, balanga
analitica Mettler, balanga semi-analitica Acatec, determinador de umidade por infravermetho

AND, determinador de Falling Number Petern modelo 1800, agitador Tnagnetico.
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3.2. Procedimentos e Ensaios

3. 2. 1. Obtengdo das proteases

O processamento da suspensio de levedura para extrago ¢ purificagdo das proteases
(Figura 2) foi conduzido tomando por base o método descrito por WOODS & KINSELLA
{(1980h) e FUKAL et al (1986), conforme Figura 2, com 2 inclusdo de uma etapa de
eliminaciio de impurezas da suspensio industrial de levedura. Com a biomassa obtida foram
realizados ensaios para autodlise com o estudo das variavels: temperatura e tempo de autohse,
solugBes tampiio para extragio das enzimas, e estabilizantes para protecfo da atividade

enzimatica durante a hofilizagio.

a) Limpeza da suspensfio de Leveduras

A suspensio de levedura foi submetida a um processo de lavagem com agua destilada ¢
posterior peneiramento, para retirada de impurezas grosseiras. Foram utilizadas peneiras de
mathas diferentes, tendo sido o material primeiro submetido a peneiramento em matha de 0,102
mm e a seguir 0,062 mm. Apo6s a limpeza, o material celular foi separado em centrifuga de
cesto de laboratdrio (IEC Chemical Centrifugue), a 2.000 rpm, 25°%C ¢ 10 min, utihizando filiro
de tecido de porosidade de 0,45um, para retirada do excesso de agua ¢ conceniragfo da
biomassa. A biomassa retida na tela foi submetida a aspersio com 4gua destilada para lavagem
e arraste de impurezas soliveis. Este procedimento fol desenvolvido no Laboratorio de

Biotecnologia do CPQBA.
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Suspensfio de Levedura

{limpeza das células)
i
Autolise
antélise em cloroformio 11 (biomassa © solvente), (p/v)
temperaturas de 30°C ou 50°C
periodos de incubagio de 1, 3 ¢ 6 horas
il

Extracdo das proteinas
adigho de tampio: fosfato, citrato ou citrato-fosfato {,05M, pH 5,0; 1:10 {autolisado : tampia, V/V)
+ 0,02% de MNaN3
Centrifugagio (16274 x g; 5°C; 20 ma)
U Extrato enzimético bruio
Purificagdo do extrato protéico
ajuste do pH a 5,0 com écido acético 20% mantendo-se 5°C
adico de sulfato de amdnio até 70% de saturacio sob agitagdo magnética; 24h; 3°C
Centrifugagfio (16.274 x g §°C, 30 min}
i
Ativacdo das proteases
ressuspensio em tampdo fosfato 0,05M, pH 6,0 contendo 4M urcia
U
Purificaciic das Proteases
dialise {tampao fosfato, 0,05M, pH 6,0, 48h; 5°C}.
centrifogacio (11.951 x g, 5°C, 20 mun)
filtragio (membrana 0,22m)
Y Extrato enzimético dializado
Concentracfo
uttrafiltracio membrana PTGC 10.000, 25°C
i
Liofilizagso
teste de estabilizantes

Figura 2. Fluxograma para a obtenclo e purificagdo das enzimas de & cercvisize (adaptado

de WOODS & KINSELLA, 1980b), com a indicagiio dos tratamentos a serem testados.
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b) Ensaios de autolise das células

A autdlise das células limpas foi realizada fazendo a ressuspensdo em cloroformio, na
proporeie 11, (P/V), seguida de incubaciio sob agitagio de 200 rpm em “shaker”, na
temperatura e tempos dos tratamentos adotados.

Com o© intuito de otimizar esta etapa, foram realizados experimentos testando
remperaturas de 30° C e 50" C por periodos de 60, 180 e 360 minutos de incubagdo. Apds o
término da autélise, o autolisado foi centrifugado e o sobrenadante foi utilizade para
determinaciio da concentragdo de enzimas (U/mL) e proteinas totais (mg/mL), a partiv dos

resultados foi calculada a atividade especifica (U/mg).

c) Ensaios de solubilizago das proteinas para obtenclio do extrato protéico bruto

Apbs ter sido definida a condigio ideal para o processo de autolise em fungio dos
pardmetros analisados, o autolisado foi submetido a extragio com diferentes solughes tampéo,
com o intuito de se estudar a melhor condigio de preservacio da atividade enzimatica das
proteases durante O processo. Ao material autolisado foi adicionado tampdc na concentragio
de 0,05M, pH 6,0 na proporgdo de 1:10 (autolisado: tampdo), tambem foi adicionado azida de
sodio na proporgdo de 0,02%. A suspensio foi mantida sob agitagio durante 24 horas. Apos
centrifugagio (16,247 x g, 5°C, 20 min) o sobrenadante foi reservado ¢ o pregipitade foi
ressuspenso em 200 ml. do mesmo tampdo e novamente centrifugado, juntando-se ao

sobrenadante original. As solugbes tampao utilizadas forann

1) fosfato 0,05M, pH 6,0
2} citrato 0,05M, pH 6,0

3} citrato-fosfato 0,05M, pH 6,0
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d} Purificagfio do extrato protéico por fracionamento com Sulfato de aménio em

melo acido

A precipitagiio das proteases foi feita através da adigio de 4cido acético 20% ao
sobrenadante, até pH 5,0, sob agitagdo e temperatura de 5°C mantida em banho de gelo,
seguida da adigio de sulfato de aménio até 70% de saturaciio, mantendo-se o material sob
agitagdo e refrigeragio durante 24 horas. Apds esse periodo o material obtido foi centrifugado

{16274 x g, 5°C, 20 min ) e coletado o precipitado.
) Ativacio das proteases

A ativaglo das proteases foi feita através da ressuspensdo do precipitado com 30 mL
de solugo tampio fosfato (0,05M, pH 6,0) em uréia 4M, permanecendo em repouso por

30 minutos.

f) Purificaclio das proteases por dilise e filtragio

A purificaglio das proteases foi feita através de didlise em tampdo fosfato (0,05M, pH
6,0} sob refrigeragfio a 5°C, por um periodo de 48 horas. O material obtido foi centrifugado
(11951 x g, 5°C, 20 min) e submetido a filtragBo em membrana Millipore 0,22 um, para
retirada de particulas oriundas do processo.

Apds o término da didlise, foram coletadas amostras para determinagio da
concentragio de enzimas (U/ml} e proteinas totais (mp/mL}, a partir dos resultados foi

calculada a atividade especifica {U/mg).

g) Concentragiio das proteases

A concentragdo das enzimas foi ferta por ultrafiltracio em sistema Pellicon com
membrang Millipore PTGC 10.000, Cerca de 500 mil de extrato enzimatico foi submetido a

ulirafiltracfo pela membrana, a uma pressio de 1,0 Bar e temperatura de 5°C.
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h) Ensaic de liofilizagdo das enzimas

As enzimas proteoliticas foram submetidas a processo de liofilizagio sendo testados
1rés estabilizantes comerciais. Para a liofilizacfio o material foi acondicionado em frascos de
vidro contendo 1 mi. de enzima e 1 mL de estabilizante. Os estabilizantes utilizados foram

fornecidos pela CBM Produtos Biolbgicos, formulados pela prépria empresa, sendo:
1} leite desnatado e sorbitol;

2) SPGA, constituido por sacarose, fosfato de potassic dibasico ¢ monobiésico,

glutamato de sodio, e soro albumina bovina fragio V,
3} H, constituido por sacarose, peptona e glutamato de sodio.

3. 2. 2. Ensaios para caracterizagdo das proteases de Levedura

3. 2. 2. 1. Atividade das proteases em fungio da femperatura

O efeito da temperatura na atividade (U/mL) das enzimas proteoliticas foi avaliado com
amostras em triplicata e temperaturas variando de 25°C a 90°C, a cada 5 ou 10°C. Os snsaios
para determinacio de atividade, em caseina 1% seg. Hammarsten, foram conduzidos mantendo

os tubos por periodo de 5 a 120 minutos de incubagfio para cada temperatura testada.

3.2, 2, 2. Atividade das proteases em fungdo do pH

O efeito do pH sobre a atividade (U/mL) das enzimas proteoliticas foi realizado em
triphcata com o pH variando de 5,0 4 8,0, a cada 0,5 unidades, em periodo de 60 minutos de

incubagdo.
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3. 2. 3. Ensaios de aplicagfo das proteases de Levedura

3.2.3. 1. Analise da farinha de tngo

A caracterizacio da farinha de trigo, utilizada para o prepare de massas a serem
submetidas aos testes de aplicaciio de enzimas, foi realizada através das determinagbes de
cinzas, proteina, pH, gliten Gmido e seco, e Falling number (avaliagio da atividade

amilolitica). Os resultados podem ser observados na Tabela 2 abaixo:

Tabela 2 - Resultados das caracteristicas da farinha de trigo

proteina 10,64%
£inzas 0,66%%
umidade 13,95%
pH 6,15
gliten umido 3.09%
gliten seco 1,65%
ntmero de queda “falling 4905 *
number”

* g = gegundos
3. 2. 3. 2. Preparo da massa submetida a agio das proteases

As massas foram preparadas segundo a metodologia descrita por SHIIBA et al. (1990),
onde 300g de farinha de trigo foram acrescidas de 2% de fermento, nas concentragles das
enzimas citadas no ftem 3.2.3.3. Todos os ingredientes foram misturadas com {56% de agua)
no misturador do farindgrafo, sendo que parte da 4gua total da formulagio (168 mb) foi usada
para a dissolugio prévia da protease e do fermento, Assim que a massa Comecou 4 se formar,
as paredes internas do misturador foram raspadas com espétula e 0 mesmo coberto durante a
mistura. As massas foram acondicionadas em bequer de 2000 ml e submetidas a uma etapa de
descanso por um periodo de 90 minutos em cimara de descanso, em condigBes médias de
EC e 98% de umidade relativa. Duas amostras de massa, de 150g cada, foram boleadas ¢
modeladas ne extensdgrafo. As massas foram colocadas em celas, permanecendo em repouso
por 45 minutos em cdmara de descanso a 30°C e 98% de umidade relativa. As massas foram

analisadas no extensografo, segunde o método AACC 54-10, de onde foram obtidos os
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graficos que determinaram as suas caracteristicas. Uma massa foi preparada sem a adigio de

enzima para controle.

3.2.3. 3. Concentracio de enzimas adicionadas na farinha para estudo das

modificagbes reologicas

Foram utilizadas 3 tipos de proteases, nas concentragbes abaixo apresntadas, as guais
foram estabelecidas em testes preluminares, com base no efeito de amaciamento provocado

pelas mesmas nas massas, apos a mistura e maturagio,

1) proteases de levedura (8. carevisiae).
a) liguida bruta
1,0, 3.0; 4,0, 80,211, 0 ml/Kg

b} hofilizada:
0,10, 0,30, 0,40; 0,80, ¢ 1,10 mg/Kg

2} protease bacteriana { Baciflus subtilisy.
0,06, 0,12, 0,25, ¢ 0,50 mpg/Kg

3) protease fiingica (Aspergilius niger).
0,25, 0,30, e 1,00 mg/Kg

3. 3. Métodos para determinagdo de proteinas ¢ atividade das proteases nos

ensaios enzimaticos

3. 3. 1, Determinagio de proteinas

O método utilizado para a determinagio de proteinas foi o descrito por BRADFORD
{1976) modificado por SEDMAK ¢ GROSSBERG (1977), no qual a concentragio de proteina

é determinada através da associacio desta ao corante Coomasie Brilliant Blue G-250, e
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analisada em espectrofotOmetro a 595nm, a associagfo da proteina com o corante se da em

dots minutos, e sua coloragio € estavel por um periodo de 60 minutos.

a) Preparo do reagente Coomasie Brilliant Blue G-250

Uma solugfio de Coomasie Briliant Blue G-250 (0,06%), fo1 preparada diluindo-se
0,65 do corante em agua destilada, completando-se o volume pra [.000 mi com éacido
cloridrico 2,2% (p/v) - 0,6N. A solug#io foi mantida sob agitacfo magnética por 10 minutos ¢
filtrada em papel Whatman n° 1 para remog8o do material insolivel. O reagente apresenta
coloracHo laranja escuro, ¢ foi padronizado para uma absorbéncia de 1,3 a 465nm, diluindo-se

guando necessério a solugio com 4cido cloridrico 2,2%.

b) Elaboracio da reta padriio de proteina

Uma solugio padriio de soro albumina bovina {BSA) foi preparada digsolvendo-se 20
mg de BSA em 200mL de solucfo salina 0,15M. Para elaboragiio da reta padriio, 0,1 2 1,0 mL
foram transferidos para tubos de ensaio, completando-se o volume para 1,0 mL com tampdo
acetato 0,16, SDS 0,01%, pH 5,0. A seguir 2,0 mL do reagente (3-250 foram adicionados.
Um “branco” foi elaborado utilizando-se tampio acetato ou solugio salina ao invés da soluglio
padriio de proteina, A absorbincia foi lida em espectrofotémetro a 595nm.

Para quantificagiio da proteina extraida das células de levedura, foram utilizados 0,1 a

0.5 mL das amostras obtidas a partir do item 3. 3. 1.

3. 3. 2. Atividade enzimatica

A atividade das proteases foi determinada segundo o método de KUNIMTSU e
YASUNOBU (1970) modificado por TSAT et al. (1973), onde 1g de caseina seg. Hammarsten
{Merck) ¢ dissolvida em 100 mL de tampéo fosfato 0,IM, pH 6,0. A mistura foi aguecida em
banho de agua em ebulicio por um periodo de 15 minutos e resfriada em agua corrente. Para
o teste de atividade enzimatica, 1,0 mL da solucfio de caseina ¢ 1,0 mL da soluglio de enzima
foram adicionadas em tubos de ensaio, e incubadas a 37°C por um periodo de 30 minutos. A
reacio foi interrompida pela adicio de 3,0 mL de acido tricloroacético (TCA) 3%, deixando-se
em repouso por 15 minutos a temperatura ambiente. O material foi filtrade em papel Whatman

n° 1 e a absorbincia lida a 280nm em espectrofotdmetro. Um “branco” foi elaborado com as
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solugdes de caseina e de enzima, adicionando-se TCA no inicio da reagio. Uma unidade de
atividade foi definida como a quantidade de enzima necessaria para causar uma mudanga de

0,001 na unidade de absorbéncia por minuto (KUNIMITSU & YASUNOBQ, 19703},

3. 4. Métodos para caracterizacio da farinha de trigo ¢ massas

preparadas

3.4 1 Pardmetros quimicos ¢ fisico-quimicos para caracterizacio da

farinha de tngo

Foi utilizada no preparo da massa uma farinha de trigo comerciat do iipe especial,

tendo sido caracterizada através dos seguinies pardmetros:

a) Proteina: AACC Método 40-11 (1969) ,
b} Cinzas: AACC Método 08-01 {1969),

¢} Determinagfo de pH:

A determinacdo do pH da farinha foi feita segundo as normas analiticas do Instituto
Adolfo Lutz. Foram pesadas 10 g da amostra de farinha em frascos “Erlenmeyer” de 250 mL,
adictonando-se 100G mL de agua destilada. Os frascos foram agitados para homogeneizagio da
solugio por um periodo de 30 minutos. Apos este periodo as amostras foram dexadas em
repouso por 10 minutos para decantaglio ¢ foi medido o pH do sobrenadante previamente

separado do precipitado.
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d} Determinagio de umidade

A ummdade da farinha de trigo foi determinada com o auxilio do equipamentc de infra-
vermetho para determmacio de umidade.

Amostras de 5,0g de farinha foram pesadas no propio equipamento, € mantidas &
temperatura de 130°C por um periodo de 15 minutos. Apds este periodo foram tomadas as

medidas de umidade das amostras. As analises foram feitas em duplicata.
e} Determinaciio de teor de glaten amido e seco

Amostras de 9,96g de farinha de trigo (13,95% de umidade) foram pesadas e colocadas
na cimara de lavagem do equipamento, previamente montada. Adicionou-se 4,8 ml. de uma
soluciio de cloreto de sodio 2% com o auxilio de dispensador a farinha de trigo, na cimara de
ensaio agitando-a suavemente para homogeneizacio da dgua ¢ da farinha, A cAmara de ensaio
foi antes colocada no equipamento onde foram feitas as misturas da faninha por 20 segundos,
¢ a lavagem do glitten com solugio de cloreto de sédio 2% por 5 minutos,

Ao término da lavagem as amostras foram retidadas da cimara e pesadas, para a
determinaciio da percentagem de gliten dmido da farinha.

O teor de ghiten seco foi determinado com o auxilio do equipamento “ghriork 2025,
onde as amostras de ghiten amido foram colocadas uma de cada vez, onde permarecendo por
um periodo de 4 minutos a 150°C. Apds o término da secagem as amostiras foram retiradas do

equipamento e pesadas, para a determinaco da percentagem de gliten seco.
£} Numero de gueda “Falling Number”

A atividade amilolitica da farinha de trigo foi determinada pelo numero de queda, com
o auxilio do equipamenio Falling number,

Amostras de 7,0g de farinha {(14% de umidade) foram pesadas e acondicionadas em
tubos de ensaio em duplicata, onde foram adicionados 25 ml. de 4dgua destilada através de um
dosador do prépio equipamento. As amosiras foram homogeneizadas manualmente por 30 a
40 segundos, colocadas imediatamente no equipamento, e agitadas por 60 segundos. Apos este
periode foi determinado o tempo, em segundos, que o misturador levou para alcangar o final
do percurso nas suspensio gelatinizadas. Portanfo o valor do indice de queda “Falling

Mumber” & expresso em tempo (segundo).
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3. 4. 2. Métodos reoldgicos para avaliagdo da qualidade da farinha de trigo

As andlises reolégicas da farimha de frigo foram feitas em Farindgrafo Brabender,
segundo AACC (1969) método 54-21 e em Extenségrafo Brabender, segundo método AACC

{1969) método 54-10. Os pardmetros analisados estio descritos a seguir.

a) ParAmetros farmograficos

1} Absorgio de agua (g), definida como a guantidade de Agua necessaria para que a massa

atinja 500 unidades farinograficas (UF).

2} Tempo de chegada (min), definido como o tempo necessario para que a massa atinja 500

UF, ap6s a adigio de agua.

3} Tempo de desenvolvimento (min), definido como o tempo desde 0 inicio da mistura até o

desenvolvimento maximo da curva, imediatamente antes da primeira indicagfo de queda.

4) Estabilidade (min), definida como a diferenca de tempo entre o ponto onde ¢ topo da curva

intercepta a tinha de 500 UF ¢ o ponto onde o topo da curva deixa a ligha de 500 UF.

5y Indice de tolerdncia, definido como a diferencga em unidades farinogréficas entre o valor no

topo da curva no pice e o valor no topo da curva medido 5 minutos apds o pico ser aleangado.

b) Parimetros extensograficos

O extensograma foi elaborado segundo o métode da AACC Methods 54-10, onde 300
g de farinha de trigo foram colocadas no misturador do farinOgrafo, acrescentando-se s0b
mistura 6 g de NaCl dissolvide em parte da 4gua, ¢ o restante da dgua calculada com base na
porcentagem obtida no farinograma, (cerca de 3% inferior). A mistura for homogeneizada
durante 1 minuto, e deixada em repouso por 5 minutos. O misturador foi novamente ligado por
mais 2 minutos, devendo apds este tempo a resisténcia da massa atingir 500 unidades
farinograficas. Apés desligar o misturador, duas amostras de massa de 150g cada foram

boleadas e modeladas no extensografo. As massas foram colocadas em dispositivos especiais,
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(ue permaneceram em repouso por 45, 90 e 135 minutos em cimara de descanso a 30°C e
98% de umidade relativa. As massas foram analisadas no extensografo, de onde foram obtidos

os dados que determinaram as seguintes caracteristicas reologicas da massa.

1} Reststéncia 3 extensdio (RE), definida como o valor da curva, em unidades extensogrificas

obtide a 50 mm da origem,

2} Resisténcia maxima (RM), definida como o valor, em unidades extensograficas, obtido no

ponto mais alto da curva.
3} Extensibilidade (E}, defimda como o comprimento da curva, do micio ao fim, em mm,

4} Nimero proporcional (RE/E), defimdo como a razio entre a resisténeia A extensfio e a

extensibilidade.

5} Energia (A), definida como a area abaixo da curva, em om’,

3. 5. Analise estatistica

Para a analise estatistica dos resultados dos ensaios foi aplicado, quando conveniente, a
analise de varidncia (teste F) e comparacio de médias pelo teste de Tukey, ao nivel de

significdneia de 3% de probahilidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAQ

4. 1. Caracterizagfio da farinha de trigo

A farinha de trigo utilizada neste trabalho foi previamente caracterizada através de
pardmetros Farinograficos ¢ Extensograficos determinando suas caracteristicas, as quais

podem ser observadas nas Tabelas 3 e 4 a seguir.

Tabela 3 Resultados referentes as caracteristicas reologicas da farinha de trigo, utilizada neste

trabalho para teste do efeito de proteases na massa.

Pardmetros farinogrificos Valores
absorcio de dgua 58%
tempo de chegada 1,0 mun
tempo de desenvolvimento 1,5 min
estabilidade 5,5 min
tempo de saida 16,5 min
indice de tolerincia 20 UF

Tabela 4 . Andlise extensografica da massa preparada. Resultados de resisténeia a extensiio
(RE), resisténcia maxima (RM}, extensibilidade (E); nimero proporcional (RE/E) ¢ energia

(A).

tempoe RE BEM E RE/E A
43 380 540 167 2.27 1,21
i) 445 643 162 2,75 1,32
135 445 643 162 275 1,29
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Através dos resultados obtidos pelo farinéfrafo e pelo extensoégrafo podemos concluir
que a farinha de trigo utilizada para os testes com proteases apresentou ser uma farinha medio

forte, a qual segundo vérios autores adequada para adigio de proteases.

4. 2. Obtencho de proteases

4.2, 1. Avaliagdo da atividade enzimaética sob temperatura e tempos

diversos de autolise, em extratos brutos.

Apés a impeza da suspensfo de levedura de acordo com o método descrito no item
3. 2. 1. a, obteve-se uma biomassa com aproximadamente 70% de umidade; foram eliminadas
impurezas grosseiras e material fibroso provavelmente constituido por restos de Hipulo. Estas
células foram submetidas ao processo de autdlise com clorofbrmio (WOODS & KINSELLA,
1980, e FUKAL et al 1986).

ARNOLD (1981} menciona em seus estudos que o uso de solventes orglnicos nfo
polares ativam as enzimas autoliticas da levedura e aceleram o processo de autthise.

Os resultados apresentados na Tabela 5 ¢ Figura 3 mostram que a autdlise a 30°C
permitiu recuperar maior quantidade de enzimas. A quantidade de enzimas tem a tendéncia de
diminuir com 6 horas de autolise, tanto realizada a 30°C como a 50°C. Para a autdlise 2 30°C a
atividade enzimatica manteve-se estavel até 3 horas; nessa temperatura, nos tempos de 1 e 3
horas a atividade atingin 0,46 ¢ 0,41 umdades/mL., respectivamente, dirninuindo a © horas para
£.23 A S0°C a atividade enzimatica mostrou ser mais elevada a 3 horas; a 1 hora foi de 021,
2 3 horas de 0,32 e a 6 horas de (,15 unidades/ mL., O teor de proteina ¢ mais reduzido na
autolise a 50°C, o que € atribuido & maior atividade das enzimas protecliticas nessa
temperatura {Tabela 1), Devido a esse resultado a pureza das enzimas ou a atividade especifica
das mesmas ¢ mais elevada sob a temperatura de 50°C. O aumento da temperatura pode
ocasionar uma variagio da atividade enzimatica, resultando em dois efeitos antagdnicos: o
aumento da agitacio das moléculas com a elevaglio da temperatura aumenta a frequéncia das
colisBes entre o substrato ¢ a enzima, ou pode ocasionar a desnafuragic das proteinas
enzimaticas (RICHARD, 1985).

Nos estudos de MADDOX ¢ ROUGH (1970}, WOODS e KINSELLA (1980b} e

FUKAL et al. (1986), as proteases de levedura apresentaram atividade méxima enire
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temperaturas de 45 ¢ 52°C. A utilizacio de temperaturas mais elevadas para o processo foi
também mencionada por OHMIJA ¢ SATO (1975b) e HALASZ ¢ LASZTITY (1991) que
verificaram que a taxa de autdlise depende da temperatura, que deve estar compreendida no
intervalo de 45 2 60" C.

Em resumo, os resultados indicam que para o uso direto de autolisado bruto como
fonte de proteases, a autdlise a 30°C e 3 horas de incubagfio, forneceu melhores resultados,

Todavia, a utilizaglo de temperaturas mais elevadas durante ¢ processo, apresenta a
vantagem de inibir ¢ crescimento de microrganismos contaminantes. Nenhum dos autores
mencionados neste trabalho, utilizaram temperaturas mais elevadas {50°C) para o processo de

autdlise de células de levedura, tendo trabalbado a 25 -30°C.

Tabela 5 ~ Atividade proteolitica ¢ teor de proteina dos extratos enzimaticos brutos obtidos

por autélise da levedura a 30" ¢ 50°C, em diferentes periodos de incubagio.

Atividade epzimdtica FProteina Atividade especifica
Ti/ml me/mi, Uhng
Autdlise Incubagdio (h)
i 3 4 i 3 & 1 3 &

30°%C 046 Aa 041Az 023Ba  066A3 061Ba 052Ca 070 Ab 067 Ab 044Bb

6% 021 Bb 0,32 Ab G130D 024 Ab 014Bb 0128 0860Cs 23443 1,23Ba

Y. 7.5 4.6 7.2
Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significincia de 5% pelo teste de Tukey.
Letras maitsculas | comparagiio na horizontal, letras mintisculas | compara¢io na vertical
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proteina (mg/ml)

atividade enzimatica (U/ml)

Tempo (h)

B enzima Oproteina
Figura 3 - Atividade proteolitica e teor de proteinas do extrato enzimatico bruto de levedura
de cervejaria (S. cerevisiae), obtidos a partir de autolise a 30° e 50°C, em diferentes periodos

de incubagdo.

Atividade especifica (U/ mg)

Tempo (h)

@ 300C a500C

Figura 4 - Atividade proteolitica em extrato enzimatico bruto de levedura de cervejaria

(S. cerevisiae), obtidos por autolise a 30" e 50°C, em diferentes periodos de incubagao.
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4. 2. 2. Avaliagfio dos dialisados obtidos sob temperatura e tempos diversos

Os dialisados provenientes de autolisados obtidos sob incubagfio a 30°C ¢ 30°C, ¢
periodos de mncubagfio de 1, 3 e 6 horas, foram avaliados para verificar as condigBes que
propiciarn os melhores resultados com relago as proteases puriticadas.

A Tabela 6 ¢ Figuras 5 ¢ 6 mostra que a autdlise a 50°C por 3 horas apresentou a mais
elevada concentraciio de enzimas, nessa temperatura a atividade enzimatica foi de 1,46 ~ 1,57
unidades/mL nos tempos de 1 e 3 horas, respectivamente, diminuindo a 6 horas para 1,08 A
30°C, a atividade enzimética foi estavel entre 1 a 6 horas, com valores de aproximadamente
1,29 unidades/mE.. Ou seja, as proteases provenientes de autdlise a 30°C mantiveram atividade
enzimatica idéntica, para todos os periodos testados; para aquelas obtidas de autélise a 30°C,
tal como no experimento anterior de avaliagiico do autolisado {Tabela 2), verifica-se que
ocorren uma elevacio da atividade em autolisados obtidos com 3 horas de incubagio,
seguindo-se uma queda acentuada para aquela de 6 horas.

Observa-se que hi também, tal como no experimento anterior de avaliagio do
autolisado, uma tendéncia do material proveniente de autdlise a 50°C apresentar menores
tecres de proteina, devido & maior atividade das proteases nesta temperatura,

Assim, pode-se obter em autdlise de 50°C e 1 ou 3 horas de incubaglo, atividade
especifica (pureza) bastante elevada, de 2,16 e 2,37 unidades por mg de proteina,
respectivamente.

Fm resumo, a protease purificada que apresentou melhores resultados foi proveniente
de autolise a 50°C e conduzida até 3 horas de incubacBio. Assim, o autolisado obtido nestas

condigBes foi selecionado para realizagiio dos experimentos a seguir.
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Tabela 6 - Atividade proteolitica e concentragdo de proteinas das preparagdes enzimaticas

obtidas por dialise dos autolisados de levedura.

Atividade enzimatica Proteina Atividade especifica
U/ mL mg/ mL U/ mg
Dialisado Incubacdo (h)

1 3 6 1 3 6 1 3 6
30°C 130 Aa 128 Ab 129Aa 082Aa 0.80 Aa 0,78 Aa 1,58 Ab 1,59 Ab 1.65 Aa
50°C 146 Aa 1,57 Aa 1,08Bb 0,67 Ab 0,66 Ab 0,76 Aa 2.16 Aa 2,37 Aa 1.42Ba
C.V. 7.7 9.4 9,9

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia de 5% pelo teste de

Tukey.
Letras maiusculas : comparagdo na horizontal; letras minusculas ; comparagdo na vertical

atividade enzimatica (U/ml)
proteina (mg/ml)

Tempo (h)

Menzima O proteina

Figura 5 - Atividade proteolitica e teor de proteinas em dialisados de levedura obtidos por

autolise a 30° e 50°C, em diferentes periodos de incubagao.
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Atividade especifica (U/mg)

Tempo (h)

HE300C O500C

Figura 6 - Atividade proteolitica em dialisados de levedura de cervejaria (S. cerevisiae)

obtidos por autdlise a 30" e 50°C, em diferentes periodos de incubagao.

4. 2. 3. Avaliaciio de diferentes solucdes tampao para obtencio de extrato

enzimatico bruto.

Outro aspecto estudado foi a solubilizagdo das enzimas com diferentes solugdes
tampao e seu efeito sobre a conservagdo da atividade enzimatica, em extratos obtidos a partir
de autélise a 50°C em periodo de incubagdo de 3 horas. As solugdes tampdo (0,05 M, pH 6,0)
utilizadas foram: fosfato, citrato-fosfato e citrato. Os resultados referentes as andlises
efetuadas no extrato enzimatico bruto e no dialisado, no que diz respeito a atividade
enzimatica (U/mL), teor de proteinas (mg/mL) e atividade especifica (U/mg), podem ser
observados nas Tabelas 7 € 8.

De acordo com os resultados podemos notar que para as condi¢des propostas no
ensaio o tampio fosfato foi mais favoravel a preservagdo da atividade enzimatica, assim como
para a atividade enzimatica e teor de proteinas, tanto no autolisado como no dialisado (Tabela
5). O tampdo fosfato ja havia sido utilizado por varios autores com resultados satisfatorios
para a extragdo e conservagdo da atividade enzimatica; no entanto, em outros estudos da
literatura foram utilizados diferentes solugdes tampao com resultados semelhantes ao tampao

fosfato. Os resultados mostraram que para a metodologia aplicada para a extracdo das
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enzimas, o tampdo fosfato agiu de maneira mais eficiente do que os demais sendo este eletto
pars 3 continuidade do trabatho,

Uma vez selecionadas as condigBes otimizadas basicas, a temperatura ¢ tempo de
autolise, para obtengiio de proteases purificadas, foi realizado um ensaio para verificar o
resultado da utilizagio de duas diferentes solugdes tampio (0,05M, pH 6,0), além daquela de
fosfato utilizada nos ensaios anteriores: citrato~-fosfato ¢ ettrato.

Para a avaliagdo foram analisadas amostras de autolisado e de dialisado. Os resultados
estiio apresentados nas Tabelas 7 e 8 ¢ Figura 7, mostrando que o tampao fosfato permitiu
obter recuperacdo comparavel ou superior aos demais,

Pode ainda ser observado que a solubilizagio de proteinas permitiu elevar a atividade
enzimatica das proteases no extrato enzimatico bruto, em cerca de 8 vezes, em relagio a
atividade enzimatica no autolisado. Apés a purificagiio o dialisado mostrou que o tampéo
fosfato e o citrato, apresentaram resultados idénticos (1,40 unidades/ ml) e superiores ac
citrato-fosfato (1,00 unidade/ mL). No dialisado a atividade enzimatica de 1,40 unidades/ mi. ¢

compativel com aquela obtida em outro ensaio (Tabela 3), de 1,57 unidades/ mi.

Tabela 7 - Resultados obtidos nos exiratos enziméticos brutos, preparados com a utilizagio de

diferentes solugdes tampio (0,05 M, pH 6,0): fosfato, citrato-fosfate e cifrato.

Solugo tampio  Atividade enzimatica Proteina Atividade Egpecifica
U/mL mg/mki. Uimg
fosfato 2681a 0,62a 4238
citeato-fosfato 254 a 0,61 a 417 a
ciirato 24%a 0,64 a 388a
.V, 3,8 6,3 7.4

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significincia de 5% pelo teste
de Tukey. Condigdes de autolise: 50°C, durante 3 horas. Média de 3 repetighes.
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Tabela 8 - Atividade proteolitica e teor de proteinas dos extratos enzimaticos dialisados,

com diferentes solugdes tampao.

Solucio Tampdo Atividade enzimatica Proteina Atividade Especifica
U/mL mg/mL U/mg
fosfato 1,40 a 1,20b 1,16a
citrato-fosfato 1,00 a 1,12b 0,88 a
citrate 1,40 a 1,34 a 1,05 a
C.V. 10.0 4.7 10.0

Médias seguidas por letras distinta
de Tukey. Condigdes de autolise: 50

< diferem entre si ao nivel de significancia de 5% pelo teste
°C: durante 3 horas de incubagao. Média de 3 repetigoes.

Hativ. enzimatica (U/ml)

Figura 7 - Atividade proteolitica e teor de pro

Oproteina (mg/ml)

Dativ. especifica (U/mg)

teinas dos extratos enzimaticos brutos (A) e

dialisado (B), preparados com diferentes solugdes tampdo. Autolise a 50°C com 3 horas de

incubagao.
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4. 2. 4. LiofilizacAo das enzimas

Durante o processo de liofilizagdo (item 3. 2. 1. k) & geralmente relatada a perda de
atividade enzimatica na grande maioria dos casos, Com o intuito de estudar o melhor
estabilizante para a conservacio da atividade enzimética das enzimas de levedura, foram
testados 1rés fipos de estaghihizantes: leite desnatado-sorbitol, SPGA e I, apenas o estabilizante
H apresentou resultado adequado. Os resultados apresentados na Tabela 9 e Figura 8
demonstram que o estabilizante H além de estabilizar a atividade enzimatica das proteases,
causa pequeno aumento na atividade. Este aumento pode ser devido a composicio do
estabilizante o qual pode ter estimulado algum sitio ativo da enzima ou provocado alguma
desassociagio do complexo enzima-inibidor. O uso de leite desnatado-sorbitol ou SPGA

apresentaram uma diminuig@o da atividade em relagio ao conirole.

Tabela 9. Atividade proteolitica e teor de proteina das proteases submetida 2 liofilizac¢io com

diferentes estabihzantes.

Estabilizante Atividade enzimatica Proteina Atividade Especifica
Uimi. mg/mL tUmg
comtrole 0,1008 ¢ 0,17¢ 0,592
leite desnatado e 0,1058 2 0,58 a 0,18b
sorbitol
SPGA 0,1000 d 0,556 0,18 b
H 0,1045 b 0,17 ¢ 0,61a
CY 0,09 2.7 26
Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significincia de 5% pelo teste
de Tukey.
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Figura 8. Efeito de estabilizantes sobre a atividade das proteases de levedura (8. cerevisiae),
incubadas em caseina a 1%, 37°C durante 30 minutos. Os estabilizantes utilizados foram: 1)

leite desnatado e sorbitol; 2) SPGA; e 3) H.
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4. 2. 5. Processo otimizado de obtengo das proteases

Qs resultados obtidos permitiram definir as etapas e condigGes apresentadas na Figura
9, para obtengiic de proteases, a partir de suspensdo de S. cerevisige proveniente de

fermentacio industrial da produciio de cerveja.

Suspensdo de levedura
eliminacio de impurezas
centrifugacio (centrifuga de cesto) / lavagem
b

Biomassa
{cerca de 70% de umdade)
ressuspensio em cloroformio: levedura (1:1)
sutdlise (50°C, 180 min, shaker 200RPM}
4
Autolisado
solubilizagio de proteinas com solugHo tampdo fosfato (0,05M, pH 6,0}, 25°C; 24k,
adi¢lio de 0,02% de NaN3)
centrifugacio (16.25 4 x g, 5°C, 20 min}

Extrato enzimético bruto
{Sobrenadante)
ajuste a pH 5,0 com acido acético 20%, 5°C
adicdo de sulfato de amdnio 70% de saturagdo sob agitacio magnética, 5°C, 24hr;
centrifugacdo (16274 = g, 5°C, 30 min}
ressuspensio do precipitado em 6 x 5,0 mL de tampdo fosfato com uréia 4M;
tavagem dos tubos com (3 % 20mL) ie tampdo fosfate; repouso por 30 min

Extrato enzimético ativado
Dialise em tampdo fosfato (3°C, 48h)
centrifugagio (11.951 x g, 3°C, 20 min}
i

Extrato enzimatico dialisado
Filtragdo em membrana Millipore 0,22um
Concentragio por ultrafiltracio (membrana FTGC 10.000)
U

Extrato enzimitico concentrado
Liofilizagho
{estabilizante: sacarose, peptona, glutamato de sodio)
U

Enzima liofilizada

Figura 9. Etapas e condigbes desenvolvidas ou selecionadas para obtenciio de proteases a

partir de suspensio de S. cerevisiae proveniente de fermentagdo industrial da produgio de

cerveja.
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4. 3. Caracterizagio das proteases

4.3. 1. Atividade das proteases em fungio da temperaiura

O efeito da temperatura sobre a atividade das proteases obtidas foi determinado com
temperaturas variando de 25°C a 90°C, em intervalos de 5 ou 10°C, em perfodos de 5 a 120
rHnutos de incubagio.

Na amplitude de temperatura e tempo de incubagio estudados, a atividade das
proteases variou entre 0,056 a 1,414 unidades/ ml (Tabela 10).

Através dos dados da Tabela 10 e Figura 10 podemos observar que sob temperaturas
de até 30°C as enzimas apresentaram baixa atividade em todos os periodos testados. Em
temperaturas entre 35 ¢ 60°C a atividade enzimética apresentou valores mais elevados,
principalmente entre 40 e 120 minutos de incubagio, entre 1,207 ¢ 1,414 unidades/ mL. A
mator atividade enzimética ocorreu & temperatura de 55°C por um periodo de 60 a 70 minutos
de incubagdo. Quanto a inativaclo das proteases, esta ocosreu quando as enzimas foram
incubadas a temperatura de 70°C pov um perfodo de 10 minutos.

WOODS e KINSELLA {1980b) mediram a afividade das proteases de levedura em
temperaturas entre 25°C e 70°C, por um periodo de 40 a B0 minutos, € observaram gue a
temperatura de atividade maxima da enzima foi de 459C para um periodo de 80 minutos,

520C para um periodo de 40 mimutos. Acima de tails temperaturas, as proteases sofrem

redugio da atividade. Os pesquisadores constataram amda que a temperatura Gtima para a
estabilidade e atividade da enzima ficou em torne de 379C, ¢ a sua completa inativagiio

ocorreu quando esta foi incubada por um periodo de 5 minutos a temperatura de 700C.

MADDOX e HOUGH (1970) notaram que para 8. carfsbergensis a temperatura de

atividade méxima das proteases neutras B e carboxipeptidase Y, foi de 48°C, guando

mncubadas por um pertodo de 60 minutos. A attvidade diminuiu sensivelmente quando as

enzimas foram mantidas a S0°C durante o mesmo periodo.

JUNI & HEYM (1968} descreveram que a inativacdo total da protease B de

8. cerevisize ocorren a 60°C em 30 minutos. Us autores concluiram que para se obter uma

otima atividade da protease, os extratos de levedura devem ser mcubados a uma temperatara
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de 370C por um periodo de 30 a 30 minutos. Para inativaciio desta enzima, a incubagfic deve

ser conduzida a 70°C durantel Ominutos.

Podemos observar que em relagfio a temperatura de atrvidade méxima dessas enzimas,
os resultados obtidos neste trabalho estdo préoxaimos aos encontrados por outros autores,
porém em relagio & temperatura de inativagfio das enzimas os dados nfio sfo concidentes.
Varios autores observaram que as enzimas proteoliticas de levedura sfc inativadas a
temperatura de 70°C em curto periodo de tempo. A inativagio das enzimas obtidas neste
trabatho ocorreu a 70°C apés um periodo de 50 minutos, mas apresentaram uma queda
acentuada na sua atividade a partir de 60°C apds 80 minutos. Essa diferenca encontrada para a
temperatura de inativacio das enzimas, em relagiio a trabalhos anteriores, pode ser devido a
temperatura empregada para autdlise, ou seja, 50°C. Na maioria dos trabalhos os autores
autolizaram as células de levedura a 30°C.

Os resultados mostraram que as enzimas proteoliticas obtidas apresentam melhor
estabilidade em temperaturas de 45 a 50°C, mantendo sua atividade até o final do ensaio, ou

seja, por 2 horas.
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Tabela 10 - Efeito da temperatura e tempo de incubaglo sobre a atividade das enzimas

proteoliticas de S. cerevisize . Substrato: caseina a 1%; valores expressos em U/mi.,

Temperatura °C
Tempo

{min} | 25 30 35 46 45 50 55 60 76 80 90
E E CcD D B BC | A A AB | E E

5 8,056 0104 0793 0661 0963 0961 ! 1144 Li6l 10217 0171 0,095
a & e { c d | ol a a | ab a

E DE  BC ¢ A A | A A AB 1 D DE

10 0070 0108 0915 0802 1116 1089 1 L163 1224 L0741 0223 0093
a e ¢ ef be ed | bed a 4 | 2 2

D p I"AB T BE A A A A A |} D D

20 G088 0160t L0Y6 0941 1220 1184 1250 1217 L1LL 10193 0117
a d& | b de ab be abe a a | ab a

D D | AB B A A A A AB | D D

35 0133 01841 LI67 1022 1235 1245 1252 1291 11281 0200 0088
a cde | ab cd ab abe  abc a a | ab a

EF E | ABC C A D AB AB  BC | FEF F

4p 0151 0211 LI187 1104 1302 1244 1294 1283 1126 1 6169 0,102
a bede | ab bed a abc  abe a a | ab a

DE D | AB B A AB  AB  AB B ; DE £

sp 0477 0268 11211 1140 1339 1244 1288 1290 LI5S0 10,183 0,036
Ed abode  ab abe a abe abe a a ¢ ab a

EF E | AB BC A AB A AB [ BC EF ¥

60 0191 0292 1 1234 1266 1334 1258 1404 12791 1116 0J64 (045
a abed | ab abc a abe a a | a ab a

EF E ! ABC BC AB ABC A ABC, C EF F

76 0207 02911 1258 L173 L34 1295 1414 1253 1 LI36 0,181 0054
a abcd | ab abc a ab a a , 2 ab a

DE D A AB AB AB  AB A | B DE B

go 0200 0327 1 1309 1205 1274 1299 1300 1318 [ 1136 0,160 0066
a abod : 2 ab ab ab abe a ; a ab a

DE D ' AB a8 A A [ A AR B E E

op 0,198 0353 + 1283 1208 1323 13541 1311 1207 1128 OI81 0,047
a abc | a ab a ab | abe a 2 ab a

E DoloA AB A A} A AB B E E

(oo 6127 036511323 1227 1351 13603 1305 1221 L1I% 6166 6039
a ab | @ ab a a | abc a a ab a

E D | AB  AB A A | A AB B 8 E

116 6,138 0406 11222 1287 1327 1385 ) 1326 1230 L13E 6176 0.09
Az a i abs 4 a a  ab a a ab a

B D ! as aB A A A aAB B E £

120 0171 038 i 1268 1267 1349 1 1364 1303 1252 1101 H205 0092
a a | ab ab a | a abe a a ab a

¥ atras matnscnlas: anahse na horizontal, letras minnsculas, analise na vertical, ao nivel de significéncia
de 5% pelo teste de Tukey, Médias de 3 repetigies
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45,50
® 55

Atividade especifica (U/ml)

30
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25
90
120
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Figura 10 Efeito da temperatura na atividade das enzimas proteoliticas de levedura na

hidrélise da caseina sob diferentes temperaturas e periodos de tempo.
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4. 3. 2. Atividade das proteases em fimgio do pH

Uma vez que a caseina € solgvel em pH acido (inferior a 5}, os ensalos foram
conduzidos em pH acima desses valores, visando a determinacio do pH 6timo de atividade das
enzimas proteoliticas de 8. carlsbergensis.

Através dos resultados apresentados na Tabela 11 e Figura 11, podemos notar que a
atividade méxima das proteases é desenvolvida em pH 6,0; em valores abaixo e acima desse
pH ocorre um decréscimo acentuado da atividade das enzimas,

WOODS e KINSELLA (1980b) observaram em seu estudo dois picos de atividade, um a pH
3,0 e outro a pH 6,0 e 8,0 , demonstrando assim a presenca de duas enzimas proteoliticas em
S carlsbergensis Utilizando hemoglobina como substrato, a atividade a pH 3,0 nfio foi
alterada, enquanto que a pH 6,0 ¢ 8,0 a atividade enzimatica aumentou cerca de 7,5 vezes,

Estes mesmos pesquisadores testaram a estabilidade das enzimas proteoliticas em colunas de

hidroxiapatita em diferentes faixas de pH, por um periodo de 30 minutos, a 259C. Em testes de
atividade residual, fo1 observado que a melhor estabilidade ocorren a pH 6,0.

Em estudos sobre a estabilidade de enzimas proteoliticas de 8 cerevisiae, conduzidos
por LENNEY (1956} e HATA et al. (1967a), a estabilidade maxima dessas enzimas ocorreu
dentro da faixa de 5,0 2 6,0

FELIX e BOUILLET (1966) utilizando peptideos sintéticos como substrato, isolaram
duas enzimas proteoliticas de S carlsbergensis, que apresentaram atividade étima a pH 6,0,

MADDOX ¢ HOUGH (1970) trabalhando com autolisados de 8. carlsbergensis,
encontraram trés pontos 6timos de pH para as enzimas proteoliticas: 2,9, 63 - 6,6 ¢ 8,2, As
enzimas com pH otimo a 8,2 apresentaram-se muito instaveis. Este trabalho confirmou a
presenca de trés proteases em 5. cerevisiae, encontradas por LENNEY e DALBEC {1967},
Estes autores também testaram a estabilidade das proteases e concluiram que estas apresentam

astabilidade maxima na faixa de pH 5,04 6,3
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Tabela 11 Bfeito da vartagiio do pH na atividade das proteases de levedura, incubadas em

caseina 1%, 37°C, durante 30 minutos.

pH atividade enzimatica {%%)
5,0 45

5,5 76

6,0 160

6,5 74

7.0 54

7,5 32

8,0 12

10 5
80 A
&0 -

403 +

ativ. enzimatica {%}

2 A

Figura 11. Efeito de diferentes valores de pH na atividade das enzimas proteoliticas de

5 cerevisiaeincobadas em caseina a 1% a 37°C por um periodo de incubagiio de 30 minutos.
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4. 4. Avaliagio do efeito de proteases de levedura (extrato liquido e enzima

hiofilizada) na massa através do extenségrafo.

O efeito da adi¢io das proteases na massa foi analisado através dos pardmetros
extensograficos {extensibdlidade, resisténcia 4 extensfio e resisténela maxima), conforme
apreseniados nas Tabelas 12, 13 |14 e 15 No anexo 1 sfo apresentadados outras
caracteristicas extensograficas como numerc proporcional e frea, assim como as dosagens
utilizadas de cada protease, levedura {extrato liquido e liofilizado), bacteriana e fingica, e o3
valores equivalentes de protease bacteriana em mg/Kg, tomada como referéncia. A adiglio de
proteases de levedura a massa contribuiu para um pequeno aumento nos valores de
extensibilidade, como ocorren no caso das proteases fingica e bacteriana. Porém,
concentraghes mais elevadas de proteases de levedura foram necessérias para produzir efeitos
similares aos observados com as proteases comerciais bacteriana e fingica (Figura 12). Os
resuliados da Tabela 13 mostram que a maior extensibilidade alcangada com proteases de
levedura Jiofitizada foi de 99 mm, quando empregou-se 0,8mg/Kg de massa. Por outro lado, 2
méaxima extensibilidade obtida com protease bacteriana foi de 84 mm, sendo necessario
empregar (.25 mg/Kg, Figura 13, De uma maneira geral, teores crescentes de proteases,
independente de sua fonte, provocaram uma maior diminuigiio de resisténcia 2 extensio e
resisténela maxima, o que concorda com os resultados citados por HASEBORG, 1991,

Comforme apresntado nas Figuras 14 ¢ 15, a adigio de teores crescentes de proteases
de levedura liquida causaram uma pequena reducgio nos valores de resisténcia 4 extensfo e
resisténeia maxima das massas, o que ndo se verificou com o uso de dosagens crescentes de
protease bacteriana, que provocaram uma redugfio drastica desses parfmetros extensograficos
das massas. Esses resultados mostram que existe uma maior flexibilidade de utilizagio das
enzimas de levedura em relago a bacteriana, o que € vantajoso uma vez que dimnu
consideravelmente o risco de superdosagent.

Os aumentos de extensibilidade e diminuigio da elasticidade se justificam pela agfio das
proteases na rede do gliten, o que é desejavel na produgdo de biscoitos e ‘crackers’, onde se
deseja uma massa mole e extensivel para evitar a deforma¢io dos biscoitos e controlar a
textura, volume e cor do produto final (BARRET, 1975, MONIER & GORDON, 1975
LYONS, 1982, HASEBORG, 1991).
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Tabela 12, Efeito do extrato liquido de proteases de levedura nas propriedades extensogréficas

da massa.
Parimetros
gxtensograficos mb/Kg de massa
0.0 1,0 3,0 4,0 8.0 11,0
E xtensibilidade 78 81 84 81 i8 g3
{mm}
Resist. § exicnsdo 260 220 240 210 200 216
{UE)
Resist. mixima 260 220 244 210 260 210
{UE)

mg equivalente enzima bacteriana: 1,0 = 0,016; 3,0 =0,048; 4,0 =0,0664; 8,6 = 0,128, 11.0=0,176
UE : umidades extensograficas.

Tabela 13. Ffeito das proteases de levedura liofilizada nas propriedades extensograficas da

maksa.
Pardmetros
sxtensograficos mg/Kg de massa
0.0 .1 6.3 0.4 0.8 1.10
Extensibilidade (mm) 30 6o 83 75 99 89
Resist. & extensfo 250 200 180 180 140 134
{(UE)
Resist. maxima (UE) 250 200 180 180 140 130

mg equivalente enzima bacteriana: 0,1 =0,04; 0,3 =0,12; 0,4 = 0,16, 6,8 = 0,32, 1,10 =043

UE : unidades extensograficas.
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Tabela 14. Efeito de protease bacteriana comercial nas propriedades extensograficas da massa.

Resuliados e Discussiio

Parametros
extensogrificos mg/Be de massa
3.0 (.06 6,12 025 {.50
E xtensibitidade 77 77 84 34 76
{mam}
Resist. 3 extensio 300 260 235 220 130
{UE)
Rerist. maxima (UE) 310 270 235 225 140

UE : unidades extensograficas.

Tabela 15, Efeito de protease fingica comercial nas propriedades extensograficas da massa.

Parimetros
extensograficos mg/Ke  de massa
0.0 .25 Q.50 1.0
Extensibilidade (mm) 69 54 72 65
Resist. & extensfio 243 240 225 190
{UE)
Resist, mixima (UE) 280 265 230 210

mg equivalente enzima bacteriana; 0,25 = §,05; 0,50 = 0,10, 1,00 =020

UE : unidades extensograficas.
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Figura 12. Efeito das enzimas proteoliticas de levedura (extrato liquido e enzima liofilizada),

proteases bacteriana e fungica, na extensibilidade da massa.
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Figura 13 - Efeito das enzimas proteoliticas de levedura (extrato liquido e enzima liofilizada),

proteases bacteriana e fungica, na resisténcia a extensdo da massa.
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Figura 14. Efeito das enzimas proteoliticas de levedura (extrato liquido e enzima liofilizada),

proteases bacteriana e fiingica, na resisténcia maxima da massa.
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Conclustes e Recomendagdes

5. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

1. Fot desenvolvide um procedimento para extragio e purificaciio que permitiy a obtenclio de
proteases de Saccharomyces cerevisiae procedemte de biomassa residual de indistria
cervejeira. A autdlise conduzida a uma temperatura mais elevada, de 50°C; proporciou methor

rendimento sem a perda da atividade enzimatica durante ¢ processo.

2. A liofiizac8o do extrate liquido de levedura mostrou ser uma etapa mmportante, devido a
sensibilidade dessas enzimas as condicles empregadas. Estabilizante 4 base de sacarose,
peptona e glutamato de sddio fol o mais eficiente na preservacgio da atividade enzimatica,

dentre os estabilizantes testados,

3. As proteases obtidas mostraram uma atividade enzimatica maxima entre 45 - 55°C a partir
de 40 minutos, estendendo-se até o limite adotado de 120 minutos, em pH 6,0. Dentro de uma
fatxa de 35 a 60°C a atividade manteve-se em 80% da atividade maxima, num periodo de 20 a

120 minutos.

4. A adighio de proteases de levedura liquida e liofilizada obtidas neste trabatho a partir de
Saccharomyves cerevisiae, modificaram os parimetros extensograficos da massa mostrando

atuagdo dessas enzimas nas proteinas do gliten,

3, Um estudo mais detathado do efeito das proteases de levedura na hidrolise do gliten deve
ser  efetuado para determinagdo de quais proteases da levedura sdic responsévess pela

modificacBes reoldgicas na massa.
6. Estudos utilizando as proteases de levedura em produtos acabados tendo como matéria-

prima (farinha de trigo) devem ser efetuados para avaliagiio do seu efeito nas caracteristicas de

fextura, cor e sabor desses produtos.
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ANEXO 1

Anexo

Tabela 16, Atividade proteolitica das enzimas de levedura {extrato liqui

proteases bacteriana € fingica.

do e liofilizado) ¢ das

amostra proteina Unidades de mg/ 1 gquiv. enz.
mg atividade (U) bact,
Extraio
dialisado 900 0,404 2.227,0 41,24
(liquido}
enzima g1 0,591 137 2,54
Lofilizada (po}
enzima 37 (0,683 54 1,00
bacteriana {pd}
265 4,91

SFATIEY 75 0,283

fungica {po)




Tabela 17. Efeito do extrato liquido de proteases de levedura nas propriedade

massa. Pardmetros avaliados: resisténcia a extensdo (RE),

ANEXO I

Anexo H

extensibilidade (E), namero proporcional (RE/E) e energia (A) das mesmas.

s extensograficas da

resisténcia maxima (KM},

Extrato liguido pardmetros
de protease de Jevedura Exiensograficos
miikgde; mgde mg equiv, RE RM E RE/E A
MASSH enzima | enz. bact. | (UE) {UE) {mm) (UE/em) | (dm’)
G0 0,0 0,0 260 260 78 333 0.25
1,0 0,66 4,016 22¢ 220 &1 2.72 0.23
30 1,98 0,048 240 240 84 2.85 (325
4.0 2,64 0,064 216 210 g1 2.59 (.23
20 5,28 0,128 200 200 88 227 0.24
11,0 7,26 0,176 210 210 g5 247 023
Média de 2 repetigdes,

Tabela 18 Efeito da protease de levedura liofilizada nas pro

Parimetros avaliados: resisténcia a extensdo (RE), resisténcia maxima (RM), extensibilidade (E},

niymero proporcional (RE/E} ¢ energia (A) das mesmas.

priedades extensograficas da massa.

Enzima Lofitizada Pardmetros
de protease de levedura extensograficos
mgkg de | mg SV, RE M E RE/E A
massa | enz. bact. (UE) UE) {cm} (UE/cm) {dm’)
84 6,0 250 250G 80 312 0.26
8.1 4,04 200 200 o9 280 0.20
.3 12 180 180 83 217 421
04 0,16 180 180 75 2.40 0.23
0,8 0,32 140 140 49 1.41 £.23
.10 0,43 130 130 3 1.46 0,18
Médias de 2 repetigdes.
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ANEXO I

Tabela 19. Efeito da protease bacteriana nas propriedades extensograficas da massa. Pardmetros

avaliados: resisténcia a extensfio (RE), resisténcia méxima {(RM), extensibilidade (E), ndmero

proporcional (RE/E) e energia (A) das mesmas.

Enzima pardmetros
bacteriana extensograficos
mg/ kg de RE RM E RE/E A
massa (UE) (UE) {om) (UE/om) (dm’)
8,6 300 310 77 3.90 .31
0,06 260 270 77 338 (.30
0,12 235 2335 84 2.80 (24
0,25 220 225 84 2862 .24
8,50 130 140 76 1.7% 0.13
Médias de 2 repetiges.

Tabela 20 Efeito da protease flingica nas propriedades extensograficas da massa. Parfmetros:
resisténcia a extensdo (RE), resisténcia maxima (RM), extensibilidade (E), nimero proporeional

(RE/E) e energia (A} das mesmas.

Enzima fingica parimetros
extensograficos
mg'kg de Mg Squiv, RE RM E RE/E A
massa enz. bact. {UE) {UE) (cm) (UE/cm) (dn)
0,0 0,0 245 280 &9 3.55 0.25
0,23 0,05 240 265 64 375 0.25
0,50 0,10 225 230 72 312 0.22
100 0,20 190 210 65 292 ¢.20
Médias de 2 repetigdes
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ANEXO It

100

iy

i AT e A T MO AT A

% RE

St T T

| ] 3 d o
0 0,04 0,06 0,12 0,18

0,25 0,43

mg equivalente A enzima bacteriana

Elev.- extliquido Mlev.-ext. liofilizado ~ Mbacteriana  [fungica

Figura 15 - Efeito das proteases de levedura (extrato liquido e enzima liofilizada), bacteriana e

fingica, na resisténcia a extensdo (RE) da massa, expresso em % de unidades extensograficas (%

UE).
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ANEXO Ii

% RM

& | | ‘Aand .
0 0,04 0,06 0,12 0,18

mg equivalente i enzima bacteriana

0,25 0,43

M lev .- ext liquido HElev.- ext liofilizado M bacteriana [l fingica

Figura 16 - Efeito das proteases de levedura (extrato liquido e enzima liofilizada), bacteriana €

fngica, na resisténcia maxima (RM) da massa, expresso em % de unidades extensograficas

(%UE).
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ANEXO II

130

120

110

% comprimento

: - T
0 0,04 0,06 0,12 0,18 0,25 0,43

mg equivalente & enzima bacteriana

Hlev.- ext liquido Hlev.- ext liofilizado Mbacteriana 0O fungica

Figura 17 - Efeito das proteases de levedura (extrato liquido e enzima liofilizada), bacteriana ¢

fungica, na extensibilidade (E) da massa, expresso em % do comprimento (% cm).
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ANEXO I

% RE/E

mg equivalente 4 enzima bacteriana

B lev - ext liquido Elev.- ext. liofilizado M bacteriana [ fingica

Figura 18- Efeito das proteases de levedura (extrato liquido e enzima liofilizada), bacteriana e
fingica, no numero proporcional (RE/E) da massa, expresso em % de unidades extensograficas

(UE/cm).
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ANEXO II

% Area

G Vo s v T A0 Y 0 b 5 SN

0 0,04 0,06 0,12 0,18 0,25 0,43

mg equivalente 3 enzima bacteriana

Hlev.- ext. liquido  Mlev.- ext. liofilizado M bacteriana O fungica

Figura 19 - Efeito das proteases de levedura (extrato liquido e enzima liofilizada), bacteriana e

fineica. na energia da massa, expresso em % da area do extensograma (% dm?).
gica, g

91



