INDUCAO DE MUTANTES ALTAMENTE
PRODUTORES DE RENINA MICROBIA

NA DE Mucor miehei

0¥/85



UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

FACULDADE DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS E AGRICOLA

INDUGAO DE MUTANTES ALTAMENTE
PRODUTORES DE RENINA MICROBIA

NA DE Mucor miehei

Tese de Mestrado

Lucia Regina Santos Jafelice

PPRreECER | '
” . ) e~

Orientador: ‘:L_——_;;:::>
== ¢ =2

Prof. Dr. Yong Kun Park

rese

Tese apresentada a Faculdade de Engenharia de Alimentos e Agricg
la da Universidade Estadual de Campinas, para obtencao do Titulo

de Mestre em "Ciencias de Alimentos".

Campinas
1985

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL



A meus pais e

meus irmaos



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Yong Kun Park pela sua orientagao na preparagao
deste trabalho.

i
A Faculdade de Engenharia de Alimentos e Agricola, através de
sua NDiregao e Coordenagao de Pds-Graduagao, pelas condigdes o-

ferecidas para o desenvolvimento do presente trabalho.

Aos amigos do Laboratdrio de Bioquimica: Penha, Hélia, Marile-
na, Regina, Dora, Ingrid, Célia, Raul, Rubens e Walter pela
amizade e apoio.

A Secdao de Processamento de Leite e Derivados do ITAL pela
atengao e colaboragao na elaboragao dos queijos que foram uti-

lizados neste trabalho. '

E também a Domingos, Regina e Mauro, Fernanda, Dedé, Araripe,
Jape, Dal, Marta, Wilson, Léo, Raquel e a todos os outros ami-
gos, cujos incentivos foram muito valiosos para-a realizagao
deste trabalho. 7

Ao pessoal da Biblioteca da FEAA pela excelente colaboragao
prestada.

A Associagdo Brasiléira de Induistrias da Alimentagdo (ABIA) pe-

las copias deste trabalho.

A Irene pelo trabalho de datilografia.



INDICE

Pagina
INDICE DE FIGURAS iv
INDICE DE TABELAS . v
RESUMO vi
SUMMARY vii
1. INTRODUGAO 1
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA 4
3. MATERIAIS 19
3.1 - Linhagem Utilizada 19
3.2 - Reagentes 19
3.3 - Equipamentos : 19
4. METODOS 20
4.1 - Reativagao da Linhagem 20
4.2 - Escolha do meio de cultura para a obtengao de
colonias isoladas de Mucor miehei 20
4.3 - Técnica de mutagado 21
4.4 - Selegao de colonias mutadas 22
4.5 - Produgao da enzima renina microbiana de Mucor
miehei 22
4.6 - Obtengao da enzima 22
4.7 - Teste da atividade coagulante da enzima 23
4.8 - Escolha da melhor linhagem ‘ 23

4.9 - Produgéb e obtengdo da enzima usando-se a linha

gem mutada escolhida 23



i1

Pagina
4.10 - Purificagao da enzima 23
4.10.1 - Fracionamento da enzima com sulfa
to de amonio. 23
4.10.2 - Cromatografia da enzima em coluna
DEAE-Sephadex A-50. 4 24
4.10.3 - Cromatografia da enzima em coluna
CM-celulose. 25
4.11 - Caracterizagao da enzima purificada 25
4.11.1 - Efeito do pH na atividade enzima-
tica. _ 25
4.11.2 - Efeito do pH na estabilidade da
enzima. 5 26
4.11.3 - Efeito da temperatura na ativida-
de enzimatica. . 26
4.11.4 - Termoestabilidade da enzima. 26
4.11.5 - Efeitos de sais minerais e compos-
tos organicos na atividade enzima-
tica. . 27
4.11.6 - Efeito da concentragao de cloreto
de cédlcio na atividade enzimatica. 27
4.12 - Aplicagdo da enzima coagulante de Mucor
miehei na fabricagdao de queijo Minas fres-
cal. 27
5. RESULTADOS 29
5.1 - Escolha do meio de cultura apropriado para
a selegdo de coldnias mutadas de Mucor miehei 29
5.2 - Escolha do tempo de irradiagao. 29
. - Selegdo de coldnias mutadas 29

Purificagdo da enzima.

30



ii1

Pagina
5.5 = Caracterizagao da enzima 30
5.5.1 - Efeito do pH na atividade enzimati-
ca. , 30
5.5.2 - Efeito do pH na estabilidade da en-
zima. 30
5.5.3 - Efeito da temperatura na atividade
enzimatica. _ 31
5.5.4 - Termoestabilidade da enzima 31
5.5.5 - Efeito de sais minerais na ativida-
de enzimatica. 31
5.5.6 — Efeito da concentragao de4CaCl2 na
atividade enzimatica. 32
5.6 =~ Produgao de queijo Minas frescal 32'
6. DISCUSSAO 33
7. CONCLUSAO _ 35

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 47



01:

FIGURA

FIGURA

02:

FIGURA

03:

FIGURA

04:

FIGURA

05:

06:

FIGURA

07:

FIGURA

FIGURA

08:

FIGURA

09:

iv

INDICE DE FIGURAS

Cromatografia da renina microbiana de
Mucor miehei em coluna DEAE-Sephadex
A-50.

Cromatografia da renina microbiana de

Mucor miehei em coluna CM-celulose.

Efeito do pH da atividade da enzima re

nina microbiana de Mucor miehei.

Efeito do pH na estabilidade da enzima

renina microbiana de Mucor miehei. i

Efeito da temperatura na atividade da en

zima renina microbiana de Mucor miehei.

-

Estudo da termoestabilidade da enzima re

nina de Mucor Miehei.

Efeito da concentragao de CaCl2 na ativi-
dade da enzima renina microbiana de Mucor

miehei.

Fluxograma do processamento de queijo tipo

Minas frescal.

Relagao entre a dose de radiagao Ultravio
leta e sobrevivencia de colonias de Mucor
miehei.

Pagina

36

37

38

39

40

41

42

43

44



fNDICE DE TABELAS

TABELA 01: Purificagdo da renina microbiana de

Mucor miehei.

TABELA 02: Efeito de sais minerais e compostos
organicos na atividade da enzima re

nina de Mucor miehei.

45

46



vi

RESUMDO

A linhagem de Mucor miehei NRRL 3420, que é produtora de renina

microbiana, foi submetida a diferentes periodos de exposigao a
radiagao ultravioleta para induzir mutagoes com o objetivo de
se obter uma linhagem altamente produtora da enzima coagulante

de leite.

Apos varios estudos, determinou-se que exposigao a radiagao du-
rante 10' 15' e 20' provocava taxa de mortalidade superior a
99,99% aumentando a probabilidade de se encontrar mutantes en-

tre os sobreviventes.

Novecentas colonias foram isoladas e estudadas quanto a produgao

enzimatica comparando-se com a linhagem original nao mutada.

Foi obtida uma linhagem mutada que apresentou 122% a mais de pro
dutividade enzimatica.

A enzima foi entdo produzida por fermentagdao semi-sdlida em meio
farelo de trigo:H20 (1:1), purificada e caracterizada como pro-
tease acida termoestavel e que necessita de ions ca?t para sua

agao.

A enzima bruta foi utilizada no processamento de queijo minas

frescal resultando um produto de boa qualidade.



vii

SUMMARY

The strain Mucor miehei NRRL 3420, which is a microbial rennet

producer, was exposed to ultraviolet radiation during different
time periods to promote its mutation. The objective of this
treatment was to obtain a lineage with a high rate of milk clotting
enzyme production.

After soume experiments, 10' 15' and 20' of ultraviolet radiation
exposure showed a mortality rate superior of 99,99%, indicating a

great chance to find a mutant among the survivors.

The enzjmatic production was studied comparing 900 isolated colonies
with their original lineage. Through such a procedure one mutated
strain was obtained which showed an increase of 122% in enzyme
production. |

The enzyme was produced by semi solid fermentation with wheat bran:
water (1:1). It was purified and characterized as a thermostable

acid protease, which reacted only in the presence of calcium ions.

To test the efficiency of the crude enzyme extract, was used a

"minas frescal" cheese-processing system. -

The product exhibited good quality.



1 - INTRODUGAO

A renina (EC 3.4.4.3) é uma protease acida, tendo pon
to isoelétrico igual a 4,6 (10,48,56,64) e é também chamada qui
mosina ou quimase. Apresenta a propriedade especifica de hidro-
lisar a K caseina, fragdao protetora do estado coloidal da casei
na, a qual é formada pelas fragoes oL,(g,*z’e K. ‘A renina hi-
drolisa a ligagdo entre fenilalanina e metianina da - fragao K
(58), desestabilizando o micélio de caseina e consequentemente
ocorre a coagulagdo na presenga de ions de calcio (18,28,56,58,
62,64,65).

A fonte tradicional de renina é o coalho, que é extrai
do do quarto estomago de bezerro e a maneira usual para sua ob-
tengdo é através do sacrificio do animal. E importante : notar
que a renina é o agente proteolitico de coagulagao do leite en-
contrado no coalho, sendo que outras enzimas podem estar presen

tes no extrato bruto comercial (18,58,64).

Em 1874, Christian Hansen iniciou em-Copenhagem a pro
ducao industrial do coalho (28). Este extrato enzimatico teve
um papel dominante na produgao industrial de queijos por mais
de 90 anos. Em virtude da crescente demanda do coalho pela in-
dustria de queijos, a partir da década de 60 tem havido um inte
resse muito grande no sentido de se obter um substituto eficien

te e econdmico da renina animal (2,3, 4,28,33,54,56).

Os possiveis substitutos para renina de bezerro podem
ser provenientes de fonte animal, vegetal e microrganismos (28,
56,58,64).

Coagulantes de origem animal representam um numero de
diferentes proteases, sendo que os mais comumente utilizados
~ . . . 4 »
sao a pepsina bovina, pepsina suina e pepsina de frango (28,58,
64) . '



Vegetais produzem proteases que podem coagular o
leite, mas ndo ha enzimas originarias de plantas superiores

disponiveis comercialmente (56, 58).

E sabido que certas bactérias, notavelmente Serratia

marcerens, Streptococcus liguefaciens, algumas espécies de Ba

cillus, Proteus e Pseudomonas produzem uma enzima do tipo re-

nina, a qual, sozinha ou em combinagao com outras proteases,
coagulam o leite mas também provocam a hidrdlise, geralmente,
completa da caseina (5, 56, 58, 59). Estas enzimas nao sao

produzidas em escala comercial.

As enzimas de origem fungica que coagulam o leite
sao as que tem oferecido maiores vantagens como substitutos
da renina animal. Muitos foram os microrganismos que fornece-
ram resultados positivos, porém somente de alguns deles conse
guiu-se obter produtos comerciais ja disponiveis no mercado
(5, 27, 55, 59). Estes microrganismos produzem renina com ra-
zdes atividade coagulante/atividade proteolitica das mais al-

tas entre as reninas de origem microbiana (5, 55).

As enzimas microbianas ja produzidas em escala co-
mercial para serem usadas na fabricagdo de queijos sao obti-
das de Mucor pusillus (15, 33, 51, 58), Mucor miehei (15, 33,
41, 45, 51, 58, 60) e Endothia parasitica (33, 53, 58).

Foi demonstrado que existem similaridades no meca-
nismo de coagulagdo da caseina do leite pelas enzimas quimosi

na de bezerro e a produzida por Mucor miehei (61).

O aumento na produgao industrial de queijos que tem
ocorrido na ultima década tem provocado a necessidade de  se
obter fontes alternativas de boa qualidade que possam substi-

tuir a enzima tradicional obtida de abomaso de bezerros.

As enzimas coagulantes microbianas sao especialmen-
te favorecidas porque podem ser produzidas em grande escala,

por processos fermentativos. Por este motivo, neste trabalho,



utilizou-se a linhagem de Mucor miehei NRRL 3420, que é produtora

de renina microbiana (60,61) a qual apresenta mecanismo de agao
sobre a caseina similar ao da renina obtida de abomaso de bezer-
ro (9,61).

Esta linhagem foi submetida a mutagdo convencional com a finali-
dade de se obter uma nova linhagem que apresentasse maior produ-

gdao de enzima apds fermentagdo semi-solida.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Substitutos para renina animal

As enzimas qué coagulam o leite para produgdo de queijos tém
sido usadas por muitos séculos, sendo que as primeiras tri-
bos do Oriente Médio ja usavam a fermentagao natural ou a
inoculagao do leite para a obtengao e preservagao de produ-
tos derivados (56,58). O uso de enzimas tanto de fonte ani
mal como de vegetal para a produgdao de queijos foi relatado
em 100 DC (58). ’

Tradicionalmente o extrato obtido do abomaso (42 estdmago)de
bezerros foi usado durante muito tempo e era preparado em pe
guena escala, até que em 1874 passou a ser fabricado indus-

trialmente por Christian Hansen em Copenhagem (28).

A renina (EC 3.4.4.3), a enzima ativa que coagula o leite,pre
sente no extrato enzimdtico de estomago de bezerros, € uma
protease acida também denominada quimosina ou quimase (10,
28,48,56,58,64). '

Outras proteases brutas que podem coagular o leite e formar um
coagulo relativamente estdvel também sdo denominadas reninas

(56). Para distingui-las da renina animal, elas sao usualmen

te especificadas com o nome relacionado com a fonte e tém si

do cbtidas de outros animais, plantas e especialmente micror

ganismos (5,27,33,56,58,59).

O coalho obtido de abomaso é ainda o mais importante e é usa
do como padrdo para coagulantes de outras fontes (58), embo-
ra em algumas areas ele quase nao exista. Koning (28) rela-

tou métodos para determinar a atividade proteolitica da qui-

mosina e varios outros coagulantes.



Embora o abomaso de bezerros seja a fonte mais importante de re
nina, o est6mago de outros ruminantes como o cordeiro e cabrito
também sao usados (56,58). Joginder e colaboradores (26) testa-
ram os extratos de estamagos de bezerros, cabritos, bufalos e
porcos. O extrato de bufalo jovem produziu queijo de qualidade
inferior.

A escassez de coalho de abomaso induziu o experimento para a
produgao de renina usando-se o animal vivo. Masek e colaborado-
res (32). usaram caniculos plasticos para a coleta de coalhos
de bezerros e encontrando rendimento consideravel quando compa-
rado com o método tradicional de extragao.

A renina esta relacionada com um sin8qimo de coalho e isso oca-
sionalmente ainda é usado. Mas, além da renina, muitas outras
enzimas estdo presentes no extrato de abomaso de ruminantes jo-
vens. Gradualmente, a pepsina substitui a renina conforme o a-

nimal cresce e comega a se alimentar de gramineas.
Nelson (33) apresentou os seguintes resultados:

extrato de abomaso de bezerros - 94% renina e 6% de pepsina;
extrato de abomaso bovino adulto - 94% de pepsina e 6% de reni
na.

0 extrato obtido de bovino adulto apresentou um rendimento mais
baixo quando comparado com o extrato de abomaso de bezerros (14
56,58).

O uso de pepsina e mais particularmente pepsina bovina no pro
cessamento de queijos foi verificado ha alguns anos atras, mas

aparentemente sem sucesso (14,56).

Na pratica n3o se usa apenas pepsina para o processamento de
queijos, pois ela apresenta algumas desvantagens quando usada
isoladamente. Entre elas podemos citar um periodo de tempo ma-
is longo para a formagao de um coagulo que nao possui a mesma
elasticidade e firmeza daquele obtido pela agao de renina de be

zerro, resultando um produto final de qualidade inferior (56).



Em anos recentes, o uso de coalho de abomaso de bezer-
ro misturado com pepsina suina tornou-se extenso, e ainda
mais recentemente o uso de pepsina bovina combinada com
reninas de outras fontes veio a tona novamente, juntando-

se a estas também pepsina de frango (19, 21).

O aumento na produgao mundial de queijos a partir de 1960
e o decréscimo na produgdao de coalho de abomaso de bezer-
ro resultaram numa escassez da renina tradicional (4, 10,
28, 33, 56, 58, 61).

A producdo de renina pelo método classico em quantidade su
ficiente para atender a produgao nacional de queijos, em
estabelecimentos com Inspegao Federal estimada em 164.000
toneladas para 1982, exigiria o abate de 195.253 bezer-
ros por ano (8) o que além de proibido por lei, levaria

o mercado de carne bovina ao colapso, posto que'néo seria

permitido que o bezerro atingisse desenvolvimento necessario para o
corte. ’ R
Atualmente existem evidencias de que o coalho de estomago

de bezerros nao participa significativamente na produgao
de queijos, tendo sido substituido por outros coalhos e
coagulantes de origem animal, microbiana e vegetal (28,33,
52, 56, 63).

Estes fatores tém induzido maior atividade na pesquisa pa
ra obtencdo de novos coagulantes a partir de fontes dife-
rentes.

Qualquer substituto da renina de bezerro deve satisfazer

um nuimero de requerimentos rigorosos tais como coagulagao
efetiva do leite, sem indevida hidrdlise do coagulo; aro-
ma caracteristico; desenvolvimento de corpo e textura; cor
e odor aceitdveis; auséncia de toxinas e patdgenos e pre-
Go competitivo.

Plantas superiores produzem proteases que podem coagular
o leite. A enzima proteolitica esta presente nas diferen-
tes partes da planta como frutos, folhas, flores, raizes,

sendo. que uma revisdo neste campo mostrou que inumeras es



pécies de plantas, representando mais de 24 géneros, foram
estudadas em relagao ao seu poder coagulante (56,58). Foi
provado que as enzimas de origem vegetal téem alta ativida-
de proteolitica para terem valores praticos bons no proces
samento de queijos. Poucas delas apresentaram resultados
aceitaveis, entre as quais estdo inlcuidas a abodbora
(Curcubita pepo), a alcachofra (Cynara cardunculus) e a

figueira (Ficus carica) (20,56,58).

Singh e colaboradores (56) descreveram a preparagao de quei
jos com a enzima isolada e purificada a partir das bagas

da Withania coagulans com o leve aparecimento de sabor amar

go, que nao desapareceu apdés a cura.

Durante os ultimos 10 anos, a renina microbiana tem encon-
trado larga aplicacgao na industria de queijos. Em 1892,Conn
(12) e Gorini (17) independentemente, relataram a produgao
de enzima coagulante de leite por bactéria. A partir de en
tdo foi verificado que muitas bactérias produziam enzima
coagulante, mas a maior parte delas apresentando a razao
atividade coagulante/atividade proteolitica muito baixa.
Todavia existem algumas bactérias que produzem enzimas que
tém sido usadas para produzir queijos, entre elas estao
Bacillus cereus, Bacillus mesentericus, Bacillus polymyxa
e Bacillus subtilis (7,28,46,56,58).

Apenas trés reninas de origem fungica tiveram sucesso na
producdo de gueijos e estdo disponiveis em escala comerci-
al. Sao derivadas de Endothia parasitica (7,28,33,53,55,56,
58), Mucor miehei (7,15,28;33,56,58,60,61) e Mucor pusillus
Lindt (2,5,6,26,33,42). Estes tres organismos produzem re-

nina com razdo de atividade coagulante/atividade proteoli-

tica mais alta em relagao a outras reninas microbinas.



Trés proteases acidas extracelulares produzidas por linha-

gens diferentes de Mucor miehei tém sido descritas na lite

ratura.

Sdo reninas produzidas por Mucor pusiltus Lindt (7,28,33,

56) caracterizado por Arima e colaboradores; renina de

Mucor miehei produzida pela linhagem CBS n? 370.65, carac-

terizada por Ottensen Rickert (39,49,50) e uma outra tam-

bém denominada Mucor miehei protease produzida péla linha-

gem NRRL 3420, caracterizada por Sternberg (60,61).

A renina derivada de Mucor miehei tem mostrado o maior su-

cesso na elaboragao de varios tipos de queijos (1,7,22,32,
42,47,58).

Estudos baseados em peso molecular e analise de aminoacidos

sugerem que a protease produzida por Mucor miehei NRRL 3420

é distintamente diferente das outras duas proteases também

produzidas por Micor (51)

¢

A coagulacdo do leite é o resultado final de uma série de
eventos complexos. Neste processo, duas fases distintas po
dem ser observadas: a primeira, fase enzimatica, na qual a
enzima proteolitica cliva a ligagao @-alanina-metionina da
K caseina, liberando um glicomacropeptideo e para K casei-
na e uma segunda fase, nao enzimatica, na qual ocorre a

coagulagao na presenga de ions calcio (28,52,58).

A K caseim é solivel em 12% de acido tricloroacético e
contém caracteristicamente acido N-acetilneuraminico. A 1i
beragdo de acido N-acetilneuraminico pela agao da enzima
microbiana e renina de bezerro sobre a fragdo K da caseina
é quase idéntica, sugerindo que a coagulagao do leite pela

protease de Mucor miehei NRRL 3420 parece seguir o mecanis

mo aceito para renina de bezerro (61).



As imagens eletroforéticas obtidas pela analise do leite

coagulado por renina de bezerro e protease de Mucor miehei

NRRL 3420 foram idénticas ( 28,52).

A agdo proteolitica das duas enzimas sobre a caseina e
sobre a cadeia beta da insulina oxidada parecem ser seme
lhantes (9,61) assim como a resposta a inibidores ao centro
ativo das enzimas (61). Estas similaridades moleculares
indicam a possibilidade de se substituir com sucesso a

renina de bezerro na manufatura de queijos(61).

Ao longo do tempo, a renina de bezerro podera ser ampla-
mente substituida. A renina microbiana, principalmente

as produzidas por Mucor, deverdo ser aplicadas largamen-
te na elaboracdo de diferentes tipos de queijos.Todavia,
muito estudo deve ser feito ainda, sobretudo nas areas
que incluem modificagdo da renina microbiana por trata -
mentos fisicos, quimicos e/ou enzimaticos, assim como

por manipulagdo genética e fisioldgica das culturas(56).

H4 que se estudar também a formulagao de novas combina -

goes de enzimas e inovagdes no processamento de queijos
(56).

Mutacao -~ Definigoes e Conceitos

Durante muitos anos a genética aplicada nao foi capaz de
desenvolver técnicas que preencheriam as necessidades da
indistria de fermentagao. Microbiologistas e bioquimicos
identificaram muitos produtos de origem microbiana e du-
rante décadas estes compostos foram produzidos pelo uso
de culturas puras de microrganismos que eram seleciona -

dos através do estudo de um largo numero de colonias (40)

Recentemente, a industria da fermentagao sofreu grande

progresso devido principalmente a estudos de melhoramen-

to genético, técnicas do isolamento e conservagao adequa

,

das, podendo-se entdao obter melhores linhagens, o que €
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mais vantajoso para aplicagdes praticas.

Os métodos disponiveis atualmente para esses fins  sao:

mutagao convencional, fusdo de protoplastos e DNA recom

binante.

No senso estrito, mutagdo é qualquer mudanga hereditdria

na sequéncia do par de bases do DNA de um organismo (25).

Operacionalmente, uma mutagido é definida por qualquer mu

danga hereditaria detectavel no fenotipo de um organismo
(25) . |
Todas as propriedades da célula viva sdo em Ultima anali

se controladas por genes, assim sendo, qualquer caracte-

ristica pode ser alterada como resultado de uma mutagao.

Entre elas, as mais importantes sao (40):

1)

2)

3)

4)

5)

6)

!
Mutantes que exibem maior tolerancia a agentes ini-
bidores, particularmente antibidticos (mutantes anti-

bidticos ou droga-resistentes).

Mutantes que demonstram capacidade fermentativa alte-
rada ou habilidade aumentada ou diminuida para produ-

zir algum produto final.

Mutantes nutritivamente deficientes, isto é, que re-
querem um meio mais complexo para seu crescimento, com
parado com o meio que permite o desenvolvimento das

células originais.

Mutantes que demonstram alteragoés morfoldgicas da co

1onia ou da capacidade de elaborar pigmentos.

Mutantes que exibem alguma alteragao morfoldgica, co-
mo a perda da capacidade de produzir esporos, capsu -
las ou flagelos.

Mutantes que apresentam alteragdo na composig¢do quimi

ca da célula (mutantes antigenicos).
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7) Mutantes que sdo resistentes a agdo de bacteridfagos.

A mutagdo ao nivel de bases individuais numa sequéncia co
dificadora pode ser definida em termos de substituigao de
par de bases ou por eventos que modifiquem a leitura do

esqueleto por insergao ou delegao de um par de bases (25).

A mutacgdo causada por substituigao de par de bases pode
resultar na substituigdo de um aminoacido na proieina, po
dendo causar sua completa inativagao, modificagao de seu
Km, pH otimo e mudangas na estabilidade térmica ou entdo
a sequéncia codificadora torna-se uma sequéncia terminal

e como resultado a cadeia polipeptidica é terminada antes

de estar concluida e uma proteina modificada é formada (25).

A delegdo e insergao resulta numa proteina com a sequén -

cia de aminoacidos inteiramente diferente (25).

Todas as mutagdes resultam de eventos os quais estdo além
da habilidade da célula em reparar danos genéticos.Razdes
espontaneas de mutacdo refletem o nimero de eventos  Os
quais ndo sao reparados sob condigoes normais. Este even-
to raramente acontece para uma dada populagao celular. O
fato da maioria das mutagoes serem suprimidas torna mais
importante as vantagens obtidas através de mutagao conven
cional, ou seja, mutagao induzida pelo uso de agentes mu-
tagenicos. (25).

2.2.1 Mutacdo Induzida - Agentes Mutagénicos

A frequéncia de mutacdo espontdnea em qualquer si-

tio genético (DNA - Nucleotideo) é usualmente baixa,
8 -10
a 10

gdo do genoma (24). O aumento da frequéncia de mutagao

sempre na média de 10 para cada replica-

pode ser obtido através de uma variedade de trata -

mentos mutagénicos. Tais agentes podem causar mudan
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gas no DNA, as quais se nao forem reparadas por me-
canismos celulares, provocardao uma mutagao permanen
te e hereditaria (13,24,25,31). Assim a indugao de mutagao a-
‘través de agentes mutagénicos tornou-se bastante dese-
jada, visto que aumenta a taxa de mutabilidade.

A selegdo de técnicas mutagénicas adequadas € a
principal parte de qualquer programa que envolva me

lhoramento genético através de mutagdo induzida (24,25).

Os agentes mutagénicos disponiveis atualmente sdo

numerosos, conforme serao descritos abaixo:

1) Agentes Mutagénicos Quimicos(23,24,25)

1.a) Bases analogas
}

Bases analogas tais como 5-Bromouracil, 5=
Bromodeoxiuridina e 2-Aminopurina, podem in
duzir mudangas genéticas pela indugao dire-
ta de erros no pareamento de bases, o que
significa a incorporagao de bases analogas

mutagenicas no DNA, as quais sao quimicamen
te semelhantes as bases dos acidos nuclei -
cos. Mutagénese por bases analogas € usual-

mente fraca e geralmente ocorre reversao a

linhagem original.

1.b) Nitrito

Acido nitrico desamina oxidativamente a gua
nina, a adenina e a citosina conforme indi-

cado abaixo:
adenina —> hipoxantina (gque pode parear com
citosina).

Citosina —> uracil (que pode parear com

adenina.
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guanina — xantina (que nao pareia com ba-

ses pirimidinicas e tem efeito letal).
1.c) Hidroxilamina

Promove a transformagdo de citosina a 4-hidro
xiaminocitosina ou 5-hidroximetilcitosina ou
5,6-dehidro-6-hidroxiaminocitosina. Estes

compostos podem parear com adenina.
1.d) Agentes Alquilantes

Também modificam as bases do DNA. Etilmetano

sulfanato, N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidi-

na e dietilsulfato transformam a adenina a

7-etilguanina por alquilagao.
1.e) Proflavina e Acridina

Provocam alteragao da cadeia de bases pela a
digao de bases estranhas, intercalando-se en

tre as bases do'DNA.

2) Agentes Mutagénicos Fisicos

2.1) Irradiagao (23,25,30)

N3o somente induz mutagao no material genéti

co mas pode produzir a formagao de radicais a

tivos que influem indiretamente.
2.1.a) Radiagoes Ionizantes (23,25,30)

Raios X, raios gama (Co60), podem provocar
quebra na fita de DNA, quebra de ligagoes
de hidrogénio entre bases complementares,
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alteragao das bases e ligagao entredi

ferentes moléculas de DNA.

2.1.b) Radiagao ultravioleta

A principal caracteristica da radia -

gao ultravioleta quando aplicada em
fungos e em outros sistemas também, é

‘a correlagcao geral entre atividade e
comprimento de onda correspondente a-

quela da absorgido do acido nucleico(30)

Em termos gerais, podemos dizer que
as moléculas de acido nucleico dos
cromossomos e gens especificamente,

absorvem a energia da luz e sofrem mu
dancas quimicas as quais em caso ex-

tremo podem ser fatais (23,31,40,44).

Pomper e Atwood (44) fizeram um es-
tudo sobre os efeitos da luz ultravio
leta' . em fungos e verificaram que a
maioria deles mostraram uma agao simi
lar do espectro e uma efetividade ma-
xima da radiagao a aproximadamente

260 nm. Concluiram que a radiagao ul-
travioleta exerce seu efeito mutage-

nico através do acido nucleico, mais
comumente atraves do DNA nuclear.

Ent3o as bases pirimidinas, timina e
citosina, sdo mais sensiveis a radia-
¢do ultravioleta do que as bases pu-
rinas,adenina e guanina (29, 31, 40,
44). A alteracgdo particular que mais

parece ocorrer é a formagdo do dimero
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ciclobutano de pirimidina. Trés tipos

de dimeros sdo possiveis:

Timina-Timina; Timina-Citosina e Cito
sina-Citosina, sendo que dimeros de
timina sao mais facilmente formados
(13,23,31,40,44).

As lesdes causadas por radiagao ultra
violeta podem ser reparadas por foto
reativagdo (40, 44), ou seja, fenome-
no causado pela exposigao do organismo

a luz visivel, ou entdo os dimeros de
pirimidina podem ser cortados do DNA
por um mecanismo de reparo gque envol-

ve a agao das enzimas ultravioleta en
donuclease, DNA polimerase e DNA liga
se (24).

As lesdes que escapam ao sistema de
reparo resultam numa variedade de mu-

tagdes que dependem do local da lesao

no gene (24)

2.2.2 Fusao Protoplastica

A fusdo de protoplastos para formar células heteroca
ridticas é uma técnica bem desenvolvida em sistemas

de mamiferos e plantas, que esta surgindo agora co-
mo uma técnica a mais, Util no estudo da genética pa
rasexual, isto é, de todos os processos nao meidti -
cos em células vegetativas que ddo origem a recombi-

nagao genética (16).

A técnica consiste na produgdo de protoplastos pelo
uso de enzimas liticas, como quitinases, a partir de

células heterogéneas com no minimo 2 genes para auxo
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trofia crescidas separadamente em meio complexo esta
bilizado osmoticamente pela adigdo de sais inorgani
cos. Apés a agao das enzimas liticas faz-se a agrega
gdo dos protoplastos em meio minimo contendo polieti
leno glicol e ions calcio obtendo-se a fusdo espontad

nea (16).

Em sistemas nos quais néo existe «ciclo sexual, a
formagdao de heterocarion é dificil de ocorrer, e a
conjugagao interespécie é agora passivel de estudos
genéticos (38). A fusdo protoplastica representa uma téc
nica importante para a criagdo de microrganismos de
importancia industrial, cujos sistemas genéticos nao

sao entendidos. (16).

Uma aplicacdo importante de fusao de protoplastos é
o estabelecimento de um sistema de recombihagao atra

vés de fusdo em linhagens novas (16).

A fusao de protoplastos foi estudada utili'zando-se

Bacillus, Streptomyces e fungos superiores. As bacté

rias Gram negativas ndo est3o sujeitas a fusdo proto
plastica, isto porque a sua membrana externa parece

agir como uma barreira para o uso desta técnica (40).

A radiagdo ultravioleta da celula seguida por fusado
tem mostrado um aumento de 40% na frequéncia da fu -
sdo protoplastica (40).

Outro aspecto interessante é que mais de duas linha-
gens podem ser combinadas em um experimento de fusao
de protoplastos (16).

A fusao de protoplastos de Mucor pusillus e Mucor

miehei foi estudada para desenvolver a criagao de um
sistema para a produgéé microbiana de renina. Este
estudo foi realizado para desenvolver um método efe-
tivo para a obtengao de heterocarion intra e inter es

pecifico do Mucor termofilico (38).
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2.2.3 DNA Recombinante

O uso de plasmideos, enzimas de restrigdo e DNA poli
merase torna possivel a construgdo de DNA hibrido de
diversas fontes. Existem técnicas disponiveis para
facil manipulagao dos genes e construgdao de molécu -
las de DNA recombinante de tipos que provavelmente

nunca seriam obtidos por evolugao natural. Se estes
DNA recombinantes forem plasmideos, existem experi -
mentos que permitem a insergao destes plasmideos den
tro de um hospedeiro bacteriano, onde possa ocorrer
replicagdo. Se os genes do plasmideo puderem ser com
pletamente expressos na célula hospedeira, entdo um

fenotipo completamente novo pode ser criado (24.,40).

A técnica de DNA recombinante permite a construgao
de novas linhagens microbianas com propriedades de
potencial Util (24). Por exemplo, genes de um microrganis
mo fixador de nitrogénio podem ser removidos e inse
ridos em um nao fixador de nitrogénio, com a vantagem
de aumentar a razao de bactérias capazes de fixar ni

trogénio no solo (24,25)

Atualmente é mais significante a possibilidade de in
troduzir-se genes de mamiferos em uma bactéria e ob-
ter produtos codificados por genes de mamiferos. Um
interesse pratico para isto é a produgao de insuli-
na humana usando organismos recombinantes e fermenta
¢do em larga escala (25). Outras possibilidades seriam
a produgdo de hormonios, enzimas, anticorpos, vaci -
nas, interferon, etc. também por processo de fermen-

tagao industrial (25).

Nishimori e colaboradores (34, 35, 36, 37) relataram

o isolamento do mRNA especifico para prorenina do
tecido de 42 estomago de bezerros e o cloning de seu

DNA complementar em Escherichia coli o qual foi ex-

presso efetivamente.
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2.2.4 Mucor miehei - Mutacao convencional através de expo-

sigdo a radiagado ultravioleta

Durante um estudo da resposta dos zigomicetos homo-

tdlico e termofilico Mucor miehei NRRL 3420 a radia-

gdo ultravioleta foi observado uma classe de varian
tes que se assemelha ao mutante morfoldgico de Mucor
hiemalis Wehmer (11,29).

A mudanga morfoldgica estavel sugere que a radiagao
ultravioleta altera irreversivelmente alguns aspec-

tos do metabolismo do microrganismo.
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3 - MATERIAIS

Linhagem utilizada

Foi utilizada a linhagem de Mucor miehei NRRL 3420 obtida

do Nothern Regiocnal Research Laboratories, Peoria, ILL,USA.

Reagentes

Os reagentes utilizados foram obtidos das firmas Carlo

Erba, Merck e Sigma.

A glicose foi obtida da Merck enquanto amido solavel, pep

tona, extrato de levedura, agar, e agar desoxicolato lacto
se para a formulagao dos meios de cultura foram obtidos da
Difco. ‘ ‘

Equipamentos

Todas as pesagens envolvidas no presente trabalho foram e-

xecutadas em balanga analitica ou semi analitica SAUTER e as
operagoes de centrifugagao em centrifuga Beckman, modelo
J-21B.

Para as diversas determinagdes de pH e preparagoes de tam-
poes foi empregado pHmetro HORIBA H-5.

Os meios de cultura foram esterilizados em autoclave SOC.

FABBE LTD., enquanto a fermentagao desenvolveu-se em estu-
fa bacterioldgica FANEM.

As leituras de absorbancia a>280 nm para determinagao de
proteina foram feitas em Espectrofotometro UV Perking-Elmer

Coleman-124D.
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4 - METODOS

Reativacao da linhagem

A linhagem de Mucor miehei NRRL 3420 foi transferida para

tubos contendo agar batata inclinado e incubadas a 30°C du

rante uma semana para reativagao.

Escolha do meio de cultura para a obtencao de coldnias iso

ladas de Mucor ﬁiehei

Os seguintes meios descritos abaixo foram testados quanto

ao cresciemnto de coldnias isoladas de Mucor miehei  apds

tratamento com luz ultravioleta:

agar desoxicolato lactose.

- agar desoxicolato lactose contendo 1% de leite desnatado
preparado separadamente e misturados apos a esteriliza -
gao.

- agar desoxicolato lactose contendo 1% de leite desnatado
misturados antes da esterilizagao.

- 4dgar desoxicolato lactose contendo 2% de caseina (a casei
na foi pesada assepticamente e dissolvida em agua destila-
da e esterilizada e depois adicionada ao meio estéril).

- agar YPG-20 (29): 3g de extrato de levedura

10g de peptona

20g de glicose

15g ‘de agar

volume final: 1 litro.
- agar ¥YpSs (29): 4g de extrato de levedura

15g de amido soluvel

1g de KHZPO4

0,59 de MgSO4
volume fihal: 1 litro.
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- agar batata: ferver em agua em ebuligdo durante 10 minu-

tos 25g de batata cortada em pedagos pequenos, filtrar e
ao filtrado adicionar 10g de dextrose e 8g de agar. Com-
pletar o volume para 250ml com agua destilada e ferver a
té a dissolugao completa do meio. Esterilizar a 121°C/15

minutos.

- agar Sabouraud da Difco.

- meio YPG-20 liguido (a mesma composigao descrita anteri-

ormente sem o agar).
- meio YpSs liquido (a mesma composigao descrita anterior-

mente sem o agar).

Técnica de Mutacao

Esporos de Mucor miehei NRRL 3420 foram coletados de oito

tubos contendo agar batata inclinado. Adicionou-se agua

destilada e esterilizada em cada tubo para se obter um vo-

lume final de 50ml. A superficie do agar foi raspada com
uma alga estéril para facilitar a remogao dos esporos. Fil

trou-se a suspensiao de esporos duas vezes em la de vidro
a fim de se obter apenas a presenga de monoesporos. Fez-se
a contagem de esporos presentes na suspensao usando-se um

contador de leucdcitos.
5ml desta suspensdo foi adicionada a placas de Petri e ex

postas a radiacdo ultravioleta . por diferentes periodos de
tempo. Para a irradiagdo usou-se lampada de 15W com luz e-
mitida a 300 nm a uma distancia de 17cm das placas conten-
do suspensao de esporos. |

65 tempos de exposigao testados foram 5',10',15',20',25"',
30',35',40' e 45°'.

Apds a irradiagio foi adicionado 20ml de agua destilada e

esterilizada em cada placa.
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Em placas contendo agar batata, foi inoculado por esgota-
mento 0,1 ml das solugoes com diferentes tempos de trata-
tamento e incubadas a 30°C até crescimento de colodnias
isoladas que eram transferidas para tubo contendo agar ba
tata inclinado e incubado novamente a 30°C para crescimen
to.

Selecao de colonias mutadas

Para verificar a presenca de mutagdo,as colonias isoladas
de acordo com o item anterior foram testadas quanto a ati-
vidade coagulante da enzima produzida conforme descrito no
item 4.7. ' '

Producdo da enzima renina microbiana de Mucor miehei

A enzima foi produzida por fermentagao em meio semi-soli-
do farelo de trigo:agua na proporgao 1:1, sendo que para
tanto 20g do meio de cultura foram esterilizados . em
erlenmeyer de 500ml a 121°C/20 minutos e inoculado com es
poros das colonias obtidas no item 4.3 e incubados a 30°C

/120 horas para crescimento e produgdo da enzima.

4.6 Obtencao da enzima

Adicionou-se 100ml de agua destilada e esterilizada aos
erlenmeyers descritos no item 4.5, misturou-se bem e dei
xou-se em repouso durante 1 hora. Apds, filtrou-se em 1la
de vidro obtendo-se entdo o extrato bruto da enzima, do
qual foi determinada a atividade coagulante de acordo com
o item 4.7.
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Teste da atividade coagulante da enzima

A atividade coagulante foi determinada de acordo com o méto-
do de Soxhlet (61), usando-se como substrato leite em pd des
natado diluido a 10% com agua destilada e contendo 0,01 M de
Cloreto de Calcio.

10 ml de substrato foram colocados em tubos de ensaio e equi
librado a temperatura de 35°C/10 minutos em banho maria. Adi
cionou-se 1 ml da solugdo enzimatica obtida no item 4.6 ano-
tando-se o tempo exato para o aparecimento dos primeiros flé
culos de coagulo. Uma unidade de atividade coagulante expres
sa como unidade.Soxhlet foi definida como sendo a quantidade
de enzima que coagula 1 ml de substrato em 40 minutos nas

condigoes descritas.

O calculo da atividade enzimatica foi feito utilizando-se a

seguinte formula:

ml de substrato 2.400
enzima (ml) tempo (seg)

Unidade Soxhlet =

Escolha da melhor linhagem

Foram testados aproximadamente 900 coldonias obtidas de acor-
do com o item 4.4 comparando-se a atividade destas com a da
linhagem original descrita no item 3.1, escolhendo-se a que
apresentou menor tempo de coagulagao ou seja maior atividade

coagulante.

Produgcao e obtencao da enzima usando-se a linhagem mutada

esc¢olhida

A linhagem escolhida conforme o item 4.8 foi inoculada em 12
erlenmeyers de acordo com o item 4.5 e o extrato bruto obtido

conforme o item 4.6.

Purificagao da enzima

4.10.1) Fracionamento da enzima com sulfato de amonio

O extrato bruto (940 ml) de enzima foi saturado a
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80% com sulfato de amonio (527,39). A mistura foi
deixada em repouso durante 24 horas/5°C, para com-
pleta sedimentagdo. A maior parte do sobrenadante

foi retirada por decantagao e o restante contendo a
enzima, foi centrifugado a 20.000 x G durante 10 mi

nutos, reservando-se o precipitado.

O precipitado obtido foi dissolvido em 20ml de agua
destilada sendo posteriormente dialisado contra a-
gua destilada em membrana de colageno poi 48 horas

a 5°C e apos em tampao fosfato 0,05M pH 7,0. A amos
tra dialisada foi reservada para posterior aplica -

¢ao em coluna DEAE-Sephadex A-50.

Cromatografia da enzima em coluna DEAE-Sephadex A-

50

Tratou-se previamente 20g de DEAE-Sephadex A-50 com
500ml de NaOH 0,5 N e lavou-se com agua destilada.
A seguir, tratou-se com 500ml de HC1l 0,5 N e final-
mente equilibrou-se em tampao fosfato 0,05 M, pH
7,0.

O fluxo da coluna foi fegulado em 5ml/30 minutos e
a amostra dialisada (60ml) obtida no item 4.10.1 a-
plicada a coluna DEAE-Sephadex A-50 (2,5cm x 30cm)

foi eluida com concentracoés crescentes de NaCl(0,1
N a 0,8 N) em tampdao fosfato 0,05 M, pH 7. As fra -
¢oes de 5ml foram recolhidas é cada 30 minutos e o
curso de eluigao das proteinas da coluna foi segui-
do pela medida de absorbancia a 280 nm em expectro-

fotometro Coleman modelo 124D.

A atividade enzimatica das fragdes foi determinado
de acordo com o item 4.7.
As fragdes de numero 72 a 108 contendo atividade co

agulante foram reunidas num total de 180ml e diali-
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sada contra tampao fosfato 0,05 M pH 7 em membrana
de colageno a 48 horas a 5°C e percolada em coluna

CM-celulose de acordo com o item 4.10.3.

4.10.3) Cromatografia da enzima em coluna CM-celulose

Tratou-se previamente 30g de CM-celulose (carboxime
til-celulose) com 500ml de HC1l 1 N, lavou-se com a-
gua destilada para a remogao do HCl. Em seguida tra
tou-se com 500ml de NaOH 1 N, lavou-se com agua des
tilada para remogdo do NaOH e finalmente equilibrou
-se com tampao fosfato 0,05 N pH 7. A solugao enzi-
matica obtida no item 4.10.2 (140ml) foi percolada

em coluna CM-celulose (2,5cm x 30cm). As proteinas

foram eluidas por aplica¢éo de concentragoés cres -
centes de NaCl (0,1N a 0,8N) em tampao fosfato 0,05
M pH 7. O curso de eluigao das proteinas foi acompa
nhado pela medida de absorbancia  a 280 nm
e atividade enzimatica das fragoes foi determinada

de acordo com o método descrito no item 4.7.

As fragoes de numero 16 a 53 contendo atividade coa
gulante foram reunidas . num total de 185ml e em se-

guida conservada em congelador.

4.11 Caracterizacao da enzima purificada

A enzima coagulante da linhagem mutada de Mucor miehei puri

ficada de acordo com os procedimentos descritos no item 4.10

foi utilizada para estudo de caracterizagao de renina.

4.11.1) Efeito do pH na atividade enzimdtica

Para o estudo do efeito do pH na atividade enzima-—
tica usou-se o método descrito no item 4.7 utilizan
do-se como substrato leite em pd desnatado diluido

a 10% em tampao de diferentes valores de pH e con-

tendo 0,01 M de Cloreto de Calcio. Os sistemas tam-
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poes foram usados dentro dos limites de sua agao
tamponante: tampao acetato de sédio/acido acético
0,1 M de pH 3,6 a 5,5; tampao fosfato de sddio 0,1
M de pH 5,0 a 7,0; tampdo acido borico-bdrax 0,1 M
de pH 7,5 a 9 e tampao borato-NaOH 0,1 M de pH 9 a
10.

?

Efeito do pH na estabilidade da enzima

Para o estudo do efeito do pH na estabilidade da en
zima, 1ml da solugao enzimatica foi incubada com 1
ml de tampdo de diferentes valores de pH durante 24
horas a temperatura ambiente. Foram utilizados os

mesmo sistemas tampoes descritos no item anterior.

Apdés a incubagao foram adicionados 2ml de tampao fcs
fato pH 5 0,2 M a solugdo enzimatica e a atividade
residual foi determinada pelo ensaio de atividade

[

descrito no item 4.7.

Efeito da temperatura na atividade enzimatica

Para o estudo do efeito da temperatura na atividade
enzimatica utilizou-se o método descrito no itemd4.
7, sendo que o substrato foi previamente incubado a

diferentes temperaturas entre 25°C e 80°C.

Termoestabilidade da enzima

Para o estudo da termoestabilidade enzimdtica 1 ml
de solugao enzimatica foi colocado em tubos de ros-
ca e pré incubados a diferentes temperaturas entre
25°C e 80°C por diferentes tempos que variaram de 5
minutos a 15 horas. Atividade residual da enzima
foi determinada de acordo com as condigoes descri -

tas no item 4.7.
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4.11.5) Efeito de sais minerais e compostos organicos na a-

tividade enzimatica

0 efeito de sais minerais na atividade enzimatica
foi verificado dentro da faixa onde nao havia inter
feréncia como método de determinagao de atividade (i
tem 4.7).

Foram adicionados em tubos de ensaio 1ml de solugao
enzimatica e 1ml dos seguintes sais: NaCl, KCI1,
MgClZGHZO, MnC126H20, K2Cr20?, K2Cr04, HgClz, A1203

oxalato de sbédio, molibdato de sddio, acetato de zin

co, Na4P207, NaZSZO5 e dos compostos organicos:

EDTA e mercaptoetanol na concentragao necessdria pa
ra 1,0mM de sal em relagdao ao volume final da mistu-
ra. Apos 30 minutos de incubagao a temperatura ambi
ente a atividade da enzima foi determinada de acor-

do com o item 4.7.

4.11.6) Efeito da concentragdao de cloreto de cdlcio na ati-

vidade enzimatica

O efeito da concentragao de cloreto de calcio na a-
tividade coagulante da enzima foi determinado de a-
cordo com o item 4.7, usando-se como substrato lei-
te em pé desnatado diluido a 10% com agua destilada
e contendo cloreto de calcio nas concentragoes de:
0,1%; 0,25%; 0,5%; 0,75% e 1% respectivamente.

4.12 Aplicacgao da enzima coagulante de Mucor miehei na fabrica-

cao de queijo minas frescal

A figura 8 mostra o fluxograma do processamento de queijo

tipo minas frescal.

Foram processados paralelamente queijo minas frescal utili-

zando a enzima bruta produzida pela linhagem mutada de Mucor
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miehei e a enzima comercial Ha-La da Ha-La do Brasil

(Christian Hansen Indistria e Comercio Ltda.)
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5 - RESULTADOS

Escolha do meio de cultura apropriado para a selegao de co-

lonias mutadas de Mucor miehei.

Nos meios contendo agar desoxicolato lactose ndo houve cres

cimento de colonias isoladas de Mucor miehei.

Nos meios YpSs e YP6-20 liquidos a produgdo de enzima foi
muito baixa. A atividade enzimatica foi determinada de acor
do com o item 4.7.

Nos demais meios o crescimento foi observado da seguinte ma
neira: '

YP6-20 > Aagar batata > YpSs > Sabourand

Devido ao menor custo e disponibilidade o meio agar batata

foi escolhido e usado durante todo o experimento.

Escolha do tempo de irradiacgao

Foi observado que 5' de irradiagao nao provocava crescimen-
to de colonias isoladas. Os tempos de exposigao de 25'a 45'

foram letais aos microrganismos, nao havendo crescimento.

Os tempos de irradiagao ultravioleta utilizados durante to-
do o experimento foram 10', 15' e 20', pois provocaram uma

taxa de mortalidade de 99,99% conforme mostra a figura IX.

Selecao de colonias mutadas

Das 900 colonias testadas foram selecionadas 4 que apresen-
taram atividade enzimatica maior que a da enzima produzida
pela linhagem original nao mutada. 4

Para posterior caracterizagao da enzima apenas, utilizou-se a
linhagem cuja atividade enzimatica era maior de todas.
Atividade enzimatica da linhagem original: 1'40'' corres -

pondentes a 240 US.
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Atividade original da mutada: 45'' correspondente a 533 US.

Purificacao da enzima

As etapas de purificagdo da renina de Mucor miehei estao su-

marizadas na tabela 1.

A preparagado bruta da enzima foi purificada 2,4 vezes, ou se
ja, apresentou atividade especifica 2,4 vezes maior que a do
extrato bruto, apos fracionamento com sulfato de amdnio se-

guido de diadlise, cromatografia em coluna DEAE- Sephadex A-50

e CM-celulose.

A figura 1 ilustra o fracionamento obtido apos a eluigao das
proteinas absorvidas em DEAE- Sephadex A-50 com concentragoes
crescentes de NaCl (0,1 M a 0,8 M) em tampao fosfato 0,05 M,
pH 7,0.

Nesta etapa foi obtida uma atividade enzimatica de 571,4 US/
ml.

A figura 2 ilustra o fracionamento obtido apods eiuiqéo das
proteinas em coluna CM-celulose com concentragoes crescentes
de NaCl (0,1 a 0,8 M) em tampao fosfato 0,05 M pH 7,0.

A tabela 1 indica que foi obtida uma purificagao de 16,8 ve-

zes e uma atividade enzimatica de 55,8 US/ml.

5.5 Caracterizagao da enzima

5.5.1) Efeito do pH na atividade enzimatica

O efeito do pH na atividade enzimatica da enzima reni

na foi determinado de acordo com o item 4.11.1.

A figura 3 mostra que a enzima apresenta maior ativi-
dade a pH 5,0, em tampdo acetato. Nao foi possivel de
terminar-se atividade enzimatica nos pH 3,6; 4,C e
4,5, pois estes provocaram a precipitagao acida do

substrato.

5.5.2) Efeito do pH na estabilidade da enzima

O estudo referente a influéncia do pH na estabilidade

enzimatica foi realizado de acordo com o item
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1

4.11.2. A figura 4 ilustra a estabilidade enzimati-
ca, a enzima em estudo foi estavel entre pH 3,6 e
4,0. A enzima foli completamente inativada a pH 8,0,
sendo que a valores de pH superiores a 6,0 ela per
de 50% de sua atividade.

Efeito da temperatura na atividade enzimatica

O efeito da temperatura na ativiade renina foi de-

terminado de acordo com o item 4.11.3. A figura 5

‘mostra os resultados. A enzima apresenta maior ati-

5.5.4)

5.5.5)

vidade a 60°C.

Termoestabilidade da enzima

O estudo referente a influéncia da temperatura na es
tabilidade enzimatica foi realizado de acordo com o
item 4.11.4 e através dos resultados apresentados na
figura 6 verificamos que a enzima retém 65% de ati-

vidade apds 15 horas a temperatura de 30°C.

Apds 15 horas a 35°C e 40°C, a atividade residual é
de 6,0% sendo completamente inativada apds 15 horas

a temperaturas superiores.

Efeito de sais minerais na atividade enzimatica

O efeito de sais minerais na atividade enzimatica foi
verificado de acordo com o item 4.11.5. A tabela 2
apresenta os resultados.

Observou-se dque de 10" 3mM de NaCl, KC1, MgCl,6H,0,
MnC126H20 e chr207 aumentam ‘a atividade coagu -
lante da enzima; oxalapo’de sodio em um grau reduzi-
do. diminui a atividade coagulante da enzima; H Clz,

g

A1203 e-Na4P207 reduzem em grau elevado a atividade

enzimatica.

A presenga de EDTA e mercaptoetanol niao interferem na

atividade enzimatica.
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5.5.6) Efeito da concentragao de CaCl2 na atividade enzima
tica

O efeito da concentragio de cloreto de calcio na a-
tividade enzimatica foi determinado de acordo com o
ftem 4.11.6.

A figura VII mostra que a uma concentragao 0,5% de
CaCl2 a enzima apresenta 96% de sua atividade. A
concentragoes inferiores ela perde gradativamente
sua atividade, étingindo valores maximos a concen -

tragoes superiores a 0,75%.

5.6 Produgao de queiijo minas frescal

0O queijo . produzido com a enzima obtida, linhagem mutada

de Mucor miehei,apresentou as mesmas qualidades do queijo

produzido com a enzima comercial Ha-La da Ha-La do Brasil
(Christian Hansen Indistria e Comércio Ltda.) .e apds dez
dlas de armazenamento em camara frla nao houve mudanga de
textura e nem presenga de sabor amargo, conforme foi veri
flcado pelo autor do trabalho por comparagao entre os quei

jos processados com as duas enzimas.
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6 - DISCUSSAO

A linhagem de Mucor miehei NRRL 3420, é produtora de enzima

coagulante de alta qualidade (5, 24,26,39), a qual é produ-
zida industrialmente e ja foi testada na produgao de quei-
jos resultando num produto final de boa aceitabilidade (41,
42, 43, 44, 45).

Através da radiagdo ultravioleta da cultura, foi verifica-

do que esta linhagem sofre mutagado morfoldgica (27).

Neste trabalho a linhagem foi submetida a mutagéo convencio
nal por exposigao a radiagdo ultravioleta, com o intuito
de se conseguir uma mutagdo fisioldgica da cultura que re -
sultasse numa maior produtividade enzimatica.

!
Foi determinado que tempos de exposigdo a radigao ultravio-
leta de 10', 15' e 20' provocaram uma taxa de mortalidade
superior a 99,99% aumentando a chance de ocorrer alteragoes
a nivel de DNA nuclear, ou seja, formagao de dimeros de pi-
rimidina entre os sobreviventes. Esta possivel modificagao
no sistema genético esta relacionada com mudangas no metabo
lismo do microrganismo e que se nao forem reparadas resulta

rao num mutante estavel.

Foi obtida uma linhagem altamente produtora e apos produgao
e caracterizacdao da enzima verificou-se que ela manteve as

mesmas propriedades da linhagem original nao mutada.

A protease coagulante isolada da linhagem mutada é de acor-
do com a figura I, o principal componente do extrato bruto

enzimatico.

O pH otimo e a faixa de pH dentro do qual a enzima é esta -

vel colocam-na no grupo das proteases acidas.



34

De acordo com as figuras V e VI, verificamos que a enzima
estudada ¢é termoestavel, com uma temperatura otima de a-
tividade de 609C e apds 15 horas a temperatura de 309C a

enzima retém 65% de sua atividade original, sendo comple-

tamente inativada a. temperaturas superiores a 45¢9C.

As enzimas derivadas de Mucor miehei, Mucor pusillus Lindt,

Endothia parasitica, renina de abomaso.de bezerro, pepsi-

'd . - . v
na suina e pepsina bovina foram estudadas e verificou-se
que a enzima obtida de Mucor miehei é a que apresenta mai-

or termoestabilidade (33)
Verificou-se também que a termoestabilidade aumenta com a
diminuigao do pH, o que indica que os fatores pH e tempera

tura estao intimamente relacionados.

Conforme mostra a figura VII, a atividade enzimatica €& a-

fetada pela concentragao de ions calcio.

Ativadores metdlicos sdo frequentemente necessarios para a
produgao industrial de enzimas. Eles podem ligar-se ao si-
tio ativo da enzima ou em algum lugar fora dele e aumentan
do a sua atividade, ou entao podem combinar-se com © subs-

trato.

A presenca de ions calcio é extremamente importante para a

atividade coagulante tanto da enzima obtida de abomaso de

bezerro (28, 56, 58), quanto para a enzima em estudo, atra

vés da formagao de paracaseinato de calcio.
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7 - CONCLUSAO

A linhagem de Mucor miehei NRRL 3420 sofre mutagao quando

exposta a radiagdo ultravioleta que resulta numa taxa de
mortalidade superior a 99,99%.

Esta mutagao deve ocorrer devido a alteragoes no sistema .
genético e parece ser estavel. .
De acordo com Pelczar e colaboradores (38)as linhagens ob
tidas se enquadram na classe dos mutantes que demonstram
capacidade fermentativa alterada ou habilidade aumentada
para produzir algum produto final. Neste caso, houve alte
ragao fisioldgica da cultura resultando numa maior produ-

!

tividade enzimatica coagulante.

A enzima produzida mantém as mesmas propriedades' da enzi-
ma original nao mutada (60) podendo entao como esta, ser

aplicada na elaboragao de queijo fresco.

A enzima produzida é termoestdvel podendo causar problemas
quando usada na produgao de queijos que requerem tempera-
turas mais altas de cozimento, pois pode nao apresentar

perda de atividade durante o processamento, conforme ocor

re com a renina de abomaso de bezerro.

O queijo minas frescal produzido com a enzima teve boa qua
lidade quando comparado com o queijo produzido pela enzi
ma comercial Ha-La da Ha-La do Brasil, confirmando, entao,
os resultados encontrados em literatura (1,22,42,47).
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FIGURA 01: Cromatografia da renina microbiana de Mucor miehei
em coluna de DEAE-Sephadex A-50.
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Cromatografia da renina microbiana de Mucor miehei

em coluna de CM-celulose.
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FIGURA 03: Efeito do pH na atividade da enzima renina microbia

na de Mucor miehei.
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- FIGURA 04: Efeito do pH na estabilidade da enzima renina micro

biana de Mucor miehei.
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Estudo da termoestabilidade da enzima renina micro-

biana de Mucor miehei.
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FIGURA 07: Efeito da concentragao de CaCl, na atividade da en
zima renina microbiana de Mucor miehei.
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FIGURA 08: Fluxograma do processamento de queijo tipo Minas fres
cal.
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Relagdo entre a dose de radigdo Ultravioleta e so-

brevivencia de colodonias de Mucor miehei.
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TABELA 01

Purificagdo da renina microbiana de Mucor miehei

Etapas Volume "Atividade Ativ. total Proteina Ativ.Espec. Recup. Purif.

(ml) (US®/ml) (Us) (mg/ml) (US/mg) (%) vezes
Extrato bruto 940 533,30 501.302,00 115,90 4,60 100 1,0
Azmbvwmob mﬂmnwv.v 125 1:091,90 136.387,50 198,60 11,10 27,20 2,4
DEAE-Sephadex A-50 180 571,40 102.852,00 23,90 23,90 20,50 5,2
Dialisado 140 160,00 22.400,00 3,30 48,80 4,5 10,6
CM-celulose 184 55,80 10.267,20 0,72 77,50 2,1 16,8

a - Unidade Soxlet

b - Saturagao = 80%
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TABELA 02

Efeito dos sais minerais e compostos organicos

na atividade da enzima renina de Mucor miehei

Sais minerais e

compostos organicos

Concentragao no sis

tema de reagao (M)

Atividade
Recidual (%)

Sais minerais ou

compostos organicos

Sais minerais

NaCl

KC1

MgCl2

MnCl2

chr207

K2Cr04

HgCl2

Al,0,

Oxalato de soddio
Molibdato de soddio
Acetato de zinco
Pirofosfato de sddio
Metabissulfito de sddio

Compostos organicos

EDTA

Mercaptoetanol

R EEEEEEE

100

123
114
123
123
123
100
56
80
90
100
100
60
100

100
100
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