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Resumo

A transglutaminase catalisa a formacao de ligacdes cruzadas entre
grupos g-amino de residuos de lisina e o grupo y-carboxiamida de residuos de
glutamina de proteinas. Esta enzima pode ser usada para unir diferentes
proteinas e melhorar suas propriedades funcionais. A transglutaminase obtida
de micro-organismos por processos fermentativos apresenta vantagens em
relacdo a enzima obtida de plantas e tecidos animais para as aplicacdes
industriais. Neste trabalho, foram estudados os efeitos de diferentes
subprodutos ou residuos agroindustriais no meio de cultivo para a fermentacao
submersa de Streptomyces sp. CBMAI-837, visando o aumento da atividade e da
produtividade da enzima. Entre os substratos proteicos avaliados, o uso de
2,5% (m:v) de farelo de algodao ou de 2,5% (m:v) de farelo de soja no meio de
cultivo resultou no aumento da atividade enzimatica de 1,2 UmL! (214%) e 1,0
U.mL1 (182%), respectivamente, em relacdo ao valor obtido pela fermentacao
do micro-organismo em meio de cultivo contendo 2,5% de farinha de soja (0,57
U.mL-1). Em relacao as fontes de carbono principais avaliadas, a adicao de 2,0%
de glicerol ou de 12% de melago de cana de agtcar permitiu o aumento da
atividade de transglutaminase em 0,94 U.mL! (167%) e 0,88 U.mL! (157%),
respectivamente. Foi verificado que a adicao de 1% de quitina nativa no meio
de cultivo favoreceu a producio da enzima elevando a atividade de
transglutaminase em 181% em relacdo ao meio de cultivo sem quitina. Os
efeitos da aplicacdo da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 em massa de
farinha de trigo mole e na fabricacdo de paes foram avaliados e os resultados
foram comparados com a atuacdo de uma TGase comercial (BioBond)
formulada para aplicacdo em cereais. De forma geral, as duas enzimas avaliadas

apresentaram o mesmo efeito sobre a massa quanto ao aumento da resisténcia
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a extensdo, a reducdo da maxima extensdo da massa e a reducdo da
pegajosidade da massa. Efeito antagonico foi observado na hidrofobicidade de
superficie das proteinas da massa sendo que este parametro foi reduzido pela
adicao da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 e foi elevado pela enzima
comercial. A adicao de TGase na preparacdao da massa de farinha de trigo mole
resultou em aumento da massa molecular das proteinas, indicantivo da
formacao de ligacdes cruzadas entre proteinas. A aplicacao da transglutaminase
de Streptomyces sp. CBMAI-837 em massa de pao de farinha de trigo mole
promoveu a reducdo do volume do pao em 9% e o aumento da firmeza em 32%.
O aumento da quantidade de solvente adicionado na massa de 53% para 56%
permitiu o aumento do volume dos pdes, no entanto, com pouca diferenca dos
parametros de textura em relacao ao controle para a TGase comercial BioBond

e para a TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837.
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Abstract

Transglutaminase catalyzes the cross-linking reaction between a v-
carboxyamide of a glutamine residue from a peptide bond and the g-amino
group of a lysine. TGase can bind different proteins and improve their
functional properties. The microbial transglutaminase shows advantages over
the enzyme extracted from plants and mammals. In the present study, the effect
of different industrial wastes and byproducts in the culture medium during the
submerged fermentation of Streptomyces sp. CBMAI-837 was studied aiming to
increase the enzyme activity and yield. Amongst the substrates with high
protein content, the use of 2,5% of cottonseed meal or 2,5% of soybean meal in
the culture medium increased the transglutaminase activity to 1.2 U.mL-!
(214%) and 1.0 U.mLl (182%), respectively, as compared to the results
obtained using 2,5% of soybean flour. With regard to the main carbon sources,
both 2% glycerol and 12% sugar cane molasses increased the transglutaminase
activity to 0.94 U.mL? (167%) and 0.88 U.mL! (157%), respectively. It was
observed that the addition of 1% of chitin on culture medium increased the
transglutaminase activity by 181% as compared to the results obtained without
the addition of chitin. The effects of the TGase from Streptomyces sp. CBMAI -
837 on soft wheat flour dough and on the manufacture of bread were evaluated,
and the results were compared with the performance of a commercial TGase
(BioBond) formulated for specific applications in cereal products. In general,
both enzymes had the same effect on the rheological properties of the doughs,
increasing the resistance to extension, reducing the maximum extension and
reducing stickiness of the dough. The surface hydrophobicity of the protein
dough was reduced by the addition of TGase from Streptomyces sp. CBMAI 837

but increased by the addition of the commercial enzyme. In general the analysis
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of the protein structure indicated an agglomeration of the proteins causing an
increase in molecular weight. The application of transglutaminase from
Streptomyces sp. CBMAI-837 in the formulation of bread loaves decreased the
bread volume by 9% and increased firmness by 32%. Increasing the amount of
solvent added to the dough from 53% to 56% increased the volume of the
loaves, but resulted in little difference in the texture profiles of the loaves made
with the addition of the commercial BioBond and Streptomyces sp. CBMAI - 837

TGases, in relation to the control.



Dedico este trabalho ao meu marido
Flavio, ao meu querido filho Yuji e a minha
mae, por toda compreensdo e presenca a

cada dia desta jornada.

XI



XII



AGRADECIMENTOS

Agradeco a meu marido pelo companheirismo e apoio
incondicional a busca de minha felicidade.

Agradeco ao meu filho por, ainda que tao pequeno, ser tdo bom e
compreensivo.

Agradeco aos meus pais e irmdos pelo apoio familiar e formacgdo
pessoal e profissional.

Agradeco aos amigos do laboratério, Joelise, Haroldo, Ruann,
Fabiola, Camilo e Fabiano, pelo carinho e por toda ajuda para controlar o
“cientista maluco” que ha em mim.

Agradeco ao professor Koushik Seetharaman pela confianca e por
todos os ensinamentos e pelo desenvolvimento de minha auto confianga.
Agradeco ainda a Sahar Jazaeri pelo treinamento e principalmente pela
amizade, ao jeito dela, em um momento atipico de minha vida.

Em especial, agradeco a professora Hélia pelo acompanhamento,
por estar sempre presente, por ser acima de tudo uma pessoa generosa.

A University of Guelph pela oportunidade de utilizar suas
instalagdes para o desenvolvimento desta pesquisa.

A FEA e a UNICAMP por minha formac¢ao académica.

Ao CNPQ e a CAPES por todo apoio financeiro.

XII



XIV



“Education is the most powerful weapon

which you can use to change the world.”
(Nelson Mandela)

“Nothing in life is to be feared, it is only to be understood.

Now is the time to understand more, so that we may fear less.”
(Marie Curie)

XV



XVI



Indice

RESUIMIO .....eeeeteueeeereeseeaeesesestssesesssssssssessssssssssssssesensssensesssensesenssasssssssensesenssssnsesssensssensssssessssenssnsnssssnensssens Vil
ABSTRACT ...uvviveueueeresssseseesessssssssessssssssesssesassssssesssestssssssssssessnssssssesessnsssssssesesssssssesesesssssssesessssssssssssnsnnes IX
INTRODUGAQ GERAL ......uceveueeeeueersetessessssessssestsssssssssessssesssssssssssensssenssssssssssensssenssssnsessssnsssenssnsssesssensssenssnes 1

. CAPITULO | - PRODUGCAO DE TRANSGLUTAMINASE POR STREPTOMYCES SP. CBMAI-837 UTILIZANDO

RESIDUOS E SUBPRODUTOS AGROINDUSTRIAIS .......cocevrurreueenesesssssseessssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnns 3
RESUIMO ....cueiiiiiitiiiiiieeiiiineesiiseessssisesssssne s ssssse e sssase s ssssssesssssssesessssessessasesssssssessssssessessasesssssnsesssssneessssananss 3
ABSTRACT ...ceiiuiiiiiiiiititieeiiiittirestassiissttressssssssssstrrsssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnns 5
I.1. INTRODUGAQD ...ttt aasnnanasnnnnnsnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn 7

1.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..eeeiiieiuueiireeeseeeieittteeeeeeesesussreseeessessnssasesesssesssssssseesessssssssssessesssensssssenees 8

1.2.1. TrANSGIULAIMINGSE.......eoeueeiiieeieeeeeee ettt ettt ettt et e esateesaee e 8

1.2.2.  Produgdo da transglutaminase microbiQna .................cccocceeeveeeseeeneeesieesiieesieesieeeseeenas 9

1.2.2.1. Meios de cultivo e indugdo da produgdo de TGase por fermentagdo submersa de linhagens

A SEIEPEOMYCES SP..eenveeruteeiieettesite ettt ettt e st e st e et esat e s bt e s bt e bt e sa b e e s he e s bt e s be e e beesabeeameeeateesaseeaseesateenbeesaseennnesanees 12
1.2.2.1.1. Uso de produtos e subprodutos agricolas para producdo de TGase de Streptomyces

L o TP PPPPPPPPON 13

1.2.2.1.2.  Uso da quitina nativa no meio de cultivo de Streptomyces sp. ......c.ccccvvverveevuerseeninenns 14

1.3. IMATERIAL E METODOS ..1veeteeeeeuutrtreeeeeesainssrrseesseesassseseesssesssssssssessssssmsssssessessssmssssssssessssnssssnsees 15

1.3.1.  Metodologias QNAIEICAS ............cooueeeeeeirieieieeeieeeee ettt 15

1.3.1.1. Determinagdo de Massa CElUIAr SECA ... .cevuieiuierieiiieeie ettt 15

1.3.1.2. Determinagdo da atividade de transglutaminase .........ccccervverrieeieeniennieneeee e 16

1.3.2.  Estudo da utilizagdo de produtos e subprodutos agroindustriais como substratos da
fermentagdo submersa de Streptomyces sp. CBMAI-837 para produgdo de TGase em frascos
oo [ e Lo [0 XSRS 17
I.3.2.1. Fermentagdo submersa de Streptomyces sp. CBMAI-837 em frascos agitados para obtenc¢do
Lo LI L CT- 1 TSRO PSPPSR PSP PPV PPTOPPRRP 17
1.3.2.2. Selegdo de substratos com elevado teor proteico para a fermentagdao submersa de
Streptomyces sp. CBMAI-837 em frascos agitados para produgdo de TGASe ........ceecueeveerverrreesiueeneeereeseessreennns 17
I.3.2.3.  Cinética de fermentagdo e produgdo de TGase por Streptomyces sp. CBMAI-837 utilizando
farinha de soja, farinha de amendoim, farelo de algod3o e farelo de soja no meio de cultivo..........cccceevvveennnns 18
1.3.2.3.1. Caracterizagdo fisicoquimica da farinha de soja, farinha de amendoim, farelo de soja e

farelo de algodao, utilizados como substratos proteicos para a fermentagao de Streptomyces sp. CBMAI-

1.3.2.4. Avaliagdo de melago e glicerol como fonte de carbono no meio de cultura para fermentagdo

submersa de Streptomyces sp. CBMAI-837 em frascos agitados para produgdo de TGase .........cccecvveeevuvreennnnnn. 19

XVII



XVIII



1.3.2.5. Delineamento fatorial 22 para estudo do efeito da porcentagem de farelo de soja e glicerol
no meio de cultura para fermentagdo de Streptomyces sp. CBMAI-837 em frascos agitados .........cccecveeevvneens 20
1.3.2.6. Delineamento fatorial 2> para estudo do efeito da porcentagem de farelo de algodado e
glicerol no meio de cultura para fermentagdo de Streptomyces sp. CBMAI-837 em frascos agitados................. 21
1.3.3.  Avaliagdo do uso de quitina no meio de cultura para fermentagdo de Streptomyces sp.
CBMAI-837 em frascos agitados para producGo de TGASE............ceeeueeeeecvieesiieeeesiieeesiieeesiiieesssieeesnans 22
1.4. RESULTADOS E DISCUSSOES ...ccuuvtteiiiriteiirreeeireteseiteeesssaee s sratesssiresesenneessnateessaraeesennaeessanaeeeas 23
1.4.1. Estudo da utilizagéo de produtos e subprodutos agroindustriais como substratos para
fermentagdo submersa de Streptomyces sp. CBMAI-837 em frascos agitados para produgdo de TGase23
1.4.1.1. Selegdo de substratos com elevado teor proteico para fermentagdo de Streptomyces sp.
CBMAI-837 em frascos agitados para produgado de TGaSE .....ceeccuueieiiiieiiieieciieeeeireeesteeeesteeestaeeesbeeessseeessnee s 23
1.4.1.1.1. Cinética de fermentagdo e producgdo de TGase pela linhagem Streptomyces sp. CBMAI-
837 utilizando-se farinha de amendoim, farelo de soja, farelo de algodado ou farinha de soja no meio de
CUIBUI@. bbbt b e et b et s bt et e s b e et e e bt e s e s bt et e e bt et e s bt et e s be et e ebe e bt ean e st e ese e besane et 25
1.4.1.1.2. Caracterizagdo dos substratos proteicos e correlagdo com a produgdo da TGase de
Streptomyces SP. CBIMAI-837 ..o ittt 29
1.4.1.2. Utilizacdo de melago de cana-de-aglcar e glicerol como fonte de carbono no meio de
cultura para fermentacgdo de Streptomyces sp. CBMAI-837 em frascos agitados para produc¢do de TGase......... 32
1.4.1.3. Delineamento fatorial 22 para estudo dos efeitos da concentragdo de farelo de soja e de
glicerol no meio de cultura para fermentacgdo de Streptomyces sp. CBMAI-837 em frascos agitados................. 36
1.4.1.1. Delineamento fatorial 2° para estudo do efeito da porcentagem de farelo de algodao e
glicerol no meio de cultura para fermentagao de Streptomyces sp. CBMAI-837 em frascos agitados................. 47

1.4.2.  Avaliagdo do uso de quitina no meio de cultura para fermentagdo de Streptomyces sp.

CBMAI-837 em frascos agitados para produgGo de TGASE............ceccueeeeeeuvreeeiieeeeiiiereesiireesiieasssieeenanns 54

.5. CONCLUSDES ..vvvveeerereeeseeesteesseesseeseessesssesssasssesseessesssesssesssesseesseessessesssesssessssssssssesssenssesssennees 58

1.6. SUGESTOES PARA CONTINUIDADE DOS ESTUDOS ......vttteeeeesauuiereeeeesesaannreeereessasanreseeesesesannsssseeseseans 58

I.7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....vvvveeieeeieiireteeesssesintateeesssesssssneeesssssssssssseesessssnsssssessesssssssssesees 59

. CAPITULO Il - APLICACAO DA TRANSGLUTAMINASE DE STREPTOMYCES SP. CBMAI-837 .......cccoevunenee 63
RESUIMO ....coeeeeiieeeiscsnneesisssnessssnnesssssnnesssssnesssssanessessnsesssssnsssassasessassnsesssssnessassanessassnnessssanaesassanesssssanassassnns 63
ABSTRACT ..ceeeceeeeieernrersessneesssssnresssssnessssssnesssssnsessessnsesssssnssssssanesssssasesssssnsesssssnessessanessassnsesssssnssssssaneessssananss 65
[.1. INTRODUGAD ...eteiuieeeeiieteeeireee sttt e st e e et e e st e e snee e e e smre e e sannneeesnneeeeanreeesannnneesanneeeesnrenesanns 66

(1.2, REVISAO BIBLIOGRAFICA ....eeteiiieeisiteeesittesesuiteesetteeesatseeessabeeesssteeesausaeesssbeeessssseeesassseessnsseesnns 67

11.2.1.  GIUten: UmQ VISGO GOIQ ...........oeeeeueeeeeieeeeeeeeeeeeee et esee e e ettt e e et e e e saeaaeeetsaaeesasnas 67

11.2.2.  Atuagdo da TGase em farinhas de trigo...........ccccueeeeeueeeesiieeeesiieeecieeeeseeeeeeee s 72

11.2.3.  Técnicas analiticas para identificacdo das alteragbes nas proteinas do trigo causadas

JoT=] o I € e XY -2 PPN 75



XX



11.2.3.1. Avaliagdo das propriedades re0lOZICAS ......ccceeruerrieeriieree s e rteeseesee e esae e e e eeeeseeeseennes 75

11.2.3.2. Avaliagdo das alteragGes moleculares decorrentes da agdo da TGase.......ccceeevevveeeiveeennnes 80

I.3. MATERIAL E IMETODOS .....teeuutteeuteesuteesuteesuteesuseesuteessseesateesmseesaseesnseesaseesnseesaseesnseesaseennseesnsesnneees 84
2 B o [ [ o BRSPS 84
11.3.2. ENZIMGS ..ottt ettt ettt e st e st 85

11.3.3.  Atuagdo da TGase microbiana nas proteinas da farinha de trigo mole (Triticum
Lo =2y 1770 ) TSRS 85

11.3.3.1. Preparo da massa de farinha de trig0 ......cccccuiiiiiiiiiiiieeccee e e e 85

1.3.3.2.  Avaliacdo do efeito da quantidade de TGase, pH e temperatura na massa de farinha de

LR T=Je T 0 4o [T P PP PRSP OPPPTOPPPPTRORY 86
11.3.3.2.1.  Andlises da mistura da massa de farinha de trigo mole no farinégrafo .............cc........ 88

11.3.3.2.2.  Andlise das respostas de extensibilidade das massas de farinha de trigo mole........... 89

11.3.3.2.3. Andlise da pegajosidade da massa de farinha de trigo mole.........c.ccceveriveienneenncnne 89

11.3.3.2.4.  Andlise da solubilidade das proteinas do gluten presentes na massa de farinha de trigo

N0 Bttt bbbt bbb bbbt et e bt b s b e e bt s bt et e e bt e b s beea e s reenes 90
11.3.3.2.5.  Perfil eletroforético (SDS-PAGE) das proteinas da massa de farinha de trigo mole..... 90

11.3.3.2.6. Avaliacdo da estrutura secundaria das proteinas da massa de farinha de trigo mole por
espectroscopia por infraverMelno (EIVTF) c.....o oottt e e et e e tbe e e e baeeeaeaeeennes 91

11.3.4. Comparagdo da atuagdo da TGase comercial e de Streptomyces sp. CBMAI 837 nas

proteinas da farinha de trigo MOIE ...............ccocuveeeeeiie et ee e e ee e e et e e ettt e e e st a e e estaeaeeasees 92
11.3.4.1.1. Avaliacdo das propriedades mecanicas das massas de farinha de trigo mole tratadas

com TGase comercial e de Streptomyces sp. CBIMIAI-837 .........uviiiiiiieiiieeeciee ettt et estre e e be e e esaaaeeeanes 93

11.3.4.1.2.  Avaliagdo das caracteristicas bioquimicas da massa de trigo mole........c.ccceccvverrvveennns 93

I1.3.4.2. Avaliagdo da produgdo de pao de forma com farinha de trigo mole e transglutaminase

comercial e de Streptomyces sp. CBMAI-837 utilizando agua destilada ou tampdo citrato 0,05 mol.L™" pH6,5 na

L{e ] 00 [V =T Lo TP TSP P O S PSSO PP PROPPRPPIORt 95
I1.4. RESULTADOS E DISCUSSOES .....etettteeeeeiiietteeeeeeseiieteteeesesaasnseeeeeseseunnraeeeesesesnnreeeeeessasnnnneeeeas 100
1.4.1. Atuagdo da TGase microbiana nas proteinas da farinha de trigo mole..................... 100

I1.4.1.1. Delineamento fatorial 2° para o preparo da massa de farinha de trigo mole e analises das

] oJaT=To ETo [T g [=Tor- o [oF 1P SUPPRT 100
1.4.1.1.1. Analise da mistura da massa de farinha de trigo mole tratada com TGase no

L 1A La1e =42 (o O PRSPPI 101

11.4.1.1.2.  Analise das respostas de extensibilidade das massas de farinha de trigo mole......... 105

1.4.1.1.3. Analise da pegajosidade da massa de farinha de trigo mole tratada com TGase ...... 110

I1.4.1.2. Delineamento fatorial 2° para as analises bioquimicas da massa de farinha de trigo mole

ErAtad@ COM TGASE....ciivt ettt b e s b bbb b e b s bt e b s s e b e sbt e b e s b e saesbbenbesane e 111
11.4.1.2.1. Analise da solubilidade das proteinas do gliten presentes na massa de farinha de trigo
MOIE tratada COM TGASE.....coiiiiiiiie ittt bbb b e e s b e e b s bt aesb e s sne bt sane e 112



XXII



11.4.1.2.2.  Perfil eletroforético das proteinas da massa de farinha de trigo mole tratadas com

TGASE (SDS-PAGE).....icuiit ittt sb st b e st b et b e bt e bbb e bt e e b et b e e 117
11.4.1.2.3. Avaliagdo da estrutura secundaria das proteinas das massas de farinha de trigo mole
tratada com TGase por espectroscopia por infravermelho (EIVTF) ....c.cocveriveciereeeeeeesee e 119

11.4.2. Comparagdo da atuagdo da TGase comercial e de Streptomyces sp. CBMAI 837 nas
proteinas da farinha de trigo mole (Triticum GeStiVUM)..........cccccueveevieeiiniesiesieseese e 124
I.4.2.1. Avaliagdo das propriedades mecanicas das massas de farinha de trigo mole preparadas com
TGase comercial e de Streptomyces SP. CBMAI-837......oooiuiiiiiiieieiiee ettt ettt e e st e e saaee s 124
11.4.2.2. Avaliagdo bioquimica das massas de farinha de trigo mole preparadas com TGase comercial
€ de Streptomyces SP. CBIMIAI-B37 ........uii ettt ettt ettt e st e e st b e e st e e s sabeeeebteeesabbeeesabeeesnntaeesnnnen 128
I1.4.2.2.1. Avaliagdo da solubilidade das proteinas e gliten presentes nas massas de farinha de
trigo mole preparadas com TGase comercial e de Streptomyces sp. CBMAI-837 .......ccceeevviveeevireeeciveeeninenn, 128
11.4.2.2.2.  Perfil eletroforético das proteinas das massas de farinha de trigo mole tratadas com
TGase comercial e de Streptomyces sp. CBMAI-837 (SDS-PAGE) ......cccovteruirienierieniieienieeeesieeeesieseensesee e 131
11.4.2.2.3. Avaliacdo da estrutura secundaria das proteinas das massas de farinha de trigo mole
preparadas com TGase comercial e de Streptomyces sp. CBMAI-837 por espectroscopia por infravermelho
(1722 OO 133
11.4.2.2.4. Hidrofobicidade de superficie das proteinas das massas de farinha de trigo mole
preparadas com TGase comercial e de Streptomyces sp. CBMAI-837 .........coveremnieeieenieenee e 137

11.4.2.3. Avaliagdo da adi¢dao de TGase na produgdo de pao de forma de farinha de trigo mole..... 141

I.5. CONGCLUSOES ...vttteeeeestteretesese sttt eee e e st et e e e e e saaner et e tesesaannreeeeeeesaannnreneeeeesesannrenneeeeeesannnes 151

I1.6. SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTURODS ....evuuueteeeirrrrtiieeeeeereestsnieeessssssssneesesssessmseeeesssssssnsneeeeeees 152

1.7. A GRADECIMENTOS ... et teeetttuunieeeeeeresnueeseeereensnneseeersnnnnnaeseeerenssnnnseseeeresssnnesesesenssnnsaesesesennnns 152

[1.8. REFERENCIAS ..eeiuteiiiieititeite ettt ettt sttt et st sttt st s et e s bt s bt e s b e e s beesabaeeneesabaeenneesanes 153

2 1 =3O N 1
R ANEXO I: PURIFICACAO DA TRANSGLUTAMINASE DE STREPTOMYCES SP. CBMAI-837 ......ccoeveeveeuenne 2
RESUIMO ....cuuiiiiiiiiiieniiiiiiiiiiiteniiiiitiettteessiiiisttesssssssiiestetesssssssisssteesssssssssssseesssssssssssstessssssssssssseesssssssssssseesssanes 2
Y S I 2 Y N 4
I.1. INTRODUGAD ...ttt ittt sttt bbb e s b e e sab e e s ab e e sab e e saae e sabeesanee e 6

1.2. REVISAQ BIBLIOGRAFICA ... uuuuuunnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnsssnsnsnnnnnnnnsnnsnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn 7

1.2.1.  Purificagdo da TGASE MICIODIANG ..............eveeeeeeeeeciiieeeeeeeeesiiieeteaeeeecccsaeaaaeeeesssssrasaaeeeaas 7

1.2.2.  Resinas para purificAgao da TGASE ...........uueeeeeeeeeciiieeieeeeeesccieeteeeeeessciareeaa e e esssiaraaaaeeeas 8

1.2.2.1. Resinas de afinidade Blue SEpharose CL-6B............ccoeviiiriiiieiiiiieesiieeesieeesireeesveeesseseeesenee s 8

1.2.2.2. Resinas de interagdo hidrofébica Phenyl Sepharose........cccccveeeveveerieenieesee e 9

1.2.2.3. Resina de afinidade por ligag0es COVAlENTES........cccveeiierierieeee et 10

1.2.3.  Estabilizagdo da TGASE MICrODIANG ...........ccccveeeeeciiaeeeiiseesieeeeeeaeeeitaeesteaaeseaeaesenees 12

XXIII



XXIV



1.3. IMIATERIAL E IMETODOS «.tttutttttiettntnananenennsnnansnsnnanssanssnsnsssnnssssssnsnsnsnsnsssssssssssssssnsssssnsnssnnnssnnnnnnnnn 14

1.3.1.  Produgdo do extrato enzimdtico bruto de transglutamingse................ccccceevverneennnen. 14

1.3.2.  Estabilizantes da TGase de Streptomyces Sp. CBMAI-837......cccccveeeeeveeeeiiieeaeeiveaeeinnnns 14

1.3.3.  Purificagdo da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 ........coouceevoeenceenieeeieeaseeaaeen 15
I.3.3.1.  Purificagdo da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 em uma etapa utilizando a resina Blue
SEPNAIOSE CL-BB......n ettt ettt e e sttt e sttt e e s b te e e sttt e e abe e e e bt e e e a b bt e e sbte e e ateeeetbeeeebeeeennteeeennen 15
1.3.3.1.1. pH 6timo de atividade da fragdo transglutaminase purificada ........cccccoeevveeviiieiiineennns 16

1.3.3.2.  Purificagdo da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 em uma etapa utilizando resina
PRENYI SEPNAIOSE 6 FF ..ottt ettt e e st e e s bt e e e s bt e e e s abeeesaabeeesabbeesaabeeesnbeeesasteesnntaaennns 17

1.3.3.3.  Purificagdo da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 em uma etapa utilizando resina

Activated Thiol SEPNAr0OSE 4B ..........eiiiiiiiieiee ettt e st e e st e e e s bt eessabe e e s steeeesbeeesabaeesnstaeennnnes 18
1.3.4.  Perfil eletroforético das fragdes purificadas (SDS-PAGE) .......cccccuveeevveeeeciieeeecveaeennn 19

1.4. RESULTADOS ...t eutteutesteenteenteentesutesaeesueesueesaeenseentesatesatesseanseensaensesasesaeesaeesaeesseanseensesasesnsenseans 20
1.4.1.  Estabilizantes da TGase de Streptomyces Sp. CBMAI-837 ......cccccveeeevvieeeeiiiraeecveeeennnn 20

1.4.2.  Purificagdo da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 em Blue Sepharose CL-6B na
PIrESENEA A L-CISEOIMNQ. ......eeeeeesiieeieieeeee ettt ettt ettt s e st e st e s e st e s neasaeasasee s 23
1.4.2.1. pH 6timo de atividade da fragdo transglutaminase purificada .......cccceeveeriienieenieeniienieennns 26
1.4.3.  Purificagdo da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 em resina Phenyl Sepharose 6
e Ky (o3 (o TS 28

1.4.4.  Purificacdo da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 em Activated Thiol Sepharose

N 31
1.4.5.  Perfil eletroforético (SDS-PAGE) .......ccuiecueeeeeecteeecieeeieeeiseessieeeiseesisaeeissassssssssesssssesiseses 33

1.5. CONCLUSOES ...vtuvtuteutententesuestesteesteuteneesbesaesbesbeebeeateneenbesbesbesbeeheeaeeasenbens e besbeebeententensenbenbesaens 35

1.6. REFERENCIAS ...ttt bbb e s e sa e sb e 36

XXV



XXVI



indice de Figuras

FIGURA |-1— REAGOES CATALISADAS PELA TGASE. .......uuteiuteeruieeniieenieeesieesiseesiseessseessseessseessseesseesssesssseessasssseesssesssseesns 9
FIGURA I-3 — CINETICA DE CRESCIMENTO MICROBIANO E DE PRODUGAO DA TRANSGLUTAMINASE DE STREPTOMYCES SP. CBMAI-
837 POR FERMENTAGAO SUBMERSA UTILIZANDO FARINHA DE SOJA, FARINHA DE AMENDOIM, FARELO DE SOJA E FARELO DE
ALGODAO NO MEIO DE CULTIVO. CRESCIMENTO MICROBIANO (LINHA PONTILHADA); ATIVIDADE DE TGASE (LINHA
Lo K] o7 SRS 26
FIGURA I-4 — (A) ATIVIDADES MEDIAS DE TGSE MAXIMAS E (B) PRODUTIVIDADES MEDIAS MAXIMAS DE TGASE OBTIDAS NA
FERMENTACAO SUBMERSA DA LINHAGEM STREPTOMYCES SP. CBMAI-837 EM MEIOS DE CULTURA CONTENDO
DIFERENTES FONTES DE PROTEINAS. ....ceuvteiuttieteesteeniteesteesseesuteesseessteessseesasesssseesssesssseesssesssseessesssseesnseessseesns 28
FIGURA I-5 — PRECO POR KG DA FARINHA DE SOJA, FARELO DE SOJA E FARELO DE ALGODAO. FONTE: CEREALISTA SAO JOSE..... 29
FIGURA I-6 — (A) FARINHA DE SOJA; (B) FARINHA DE AMENDOIM; (C)FARELO DE ALGODAO (D) FARELO DE SOJA. ............... 31
FIGURA I-7 — CINETICA DA ATIVIDADE DE TGASE E CRESCIMENTO CELULAR DA LINHAGEM STREPTOMYCES SP. CBMAI-837 NOS
MEIOS DE CULTIVO 1, 2, 3 E PADRAO. CRESCIMENTO MICROBIANO (LINHA PONTILHADA); ATIVIDADE DE TGASE (LINHA
Lo TR .Y 1S RS SS 33
FIGURA I-8 — (A) ATIVIDADES MEDIAS MAXIMAS DE TGASE E (B) PRODUTIVIDADES MEDIAS MAXIMAS DE TGASE OBTIDAS NA
FERMENTAGAO DA LINHAGEM STREPTOMYCES SP. CBMAI-837 NOS MEIOS DE CULTURA 1, 2, 3 E PADRAO, NO ESTUDO DE
SUBSTITUICAO DA FONTE DE CARBONO DO MEIO PADRAD. .......uuiiiureeiiienireintieenieesseeesiseesseeesssesnsssessseessseessseessens 34
FIGURA I-9 — PRECO POR KG DO MELACO DE CANA DE AGUCAR LiQUIDO, GLICEROL 90% DE PUREZA, GLICOSE ANIDRA, AMIDO DE
BATATA. FONTE: EGC RELIANT L..ettteieieiiittitee e e e sttt e e e sttt et e e e s ettt e e e e e s e annbeeeeeeeseaannbaeeeeeeeesannbaneneeesesannnes 35
FIGURA 1-10 — CINETICA DE PRODUGCAO DA TGASE DE STREPTOMYCES SP. CBMAI-837 POR FERMENTAGAO UTILIZANDO MEIO
DE CULTIVO CONTENDO FARELO DE SOJA E GLICEROL. (A) ENSAIOS DO DELINEAMENTO FATORIAL 27, (B) ENSAIOS DOS
PONTOS CENTRAIS. .....uuuuuuiuuiuueuennen s aas 37
FIGURA I-11 — CINETICA DE PRODUGAO DA TGASE DE STREPTOMYCES SP. CBMAI-837 UTILIZANDO MEIO DE CULTIVO
CONTENDO FARELO DE SOJA E GLICEROL — PONTOS AXIAIS PARA COMPOR O MODELO QUADRATICO APOS 72 HORAS DE
FERMENTAGAD. ...ceiuttteeiitteeeiiitte e ettt e sttt essabete s e s et e e s snne e e sab et e e e s be e e s amsa e e e s seeeseab e e e sannneeesanbeeeeanreeesannneeesanneeean 40
FIGURA 1-12 — CURVAS DE CONTORNO PARA O ESTUDO DO EFEITO DA PERCENTAGEM DE GLICEROL E DE FARELO DE SOJA NO MEIO
DE CULTURA PARA A PRODUGAO DE TGASE DE STREPTOMYCES SP. CBMAI-837 APOS 72 HORAS DE FERMENTAGAO. ... 43
FIGURA I-13 — CURVAS DE CONTORNO PARA O ESTUDO DO EFEITO DA PERCENTAGEM DE GLICEROL E DE FARELO DE SOJA NO MEIO
DE CULTURA PARA A PRODUGAO DE TGASE DE STREPTOMYCES SP. CBMAI-837 APGS 96 HORAS DE FERMENTACAO. ... 46
FIGURA 1-14 — CINETICA DE PRODUGCAO DA TGASE DE STREPTOMYCES SP. CBMAI-837 POR FERMENTAGAO UTILIZANDO MEIO
DE CULTIVO CONTENDO FARELO DE ALGODAO E GLICEROL. (A) ENSAIOS DO DELINEAMENTO FATORIAL 2%, (B) ENSAIOS DOS

L 0 L 0 e 48

XXVII



XXVIII



FIGURA I-15 — CINETICA DE PRODUGAO DA TGASE DE STREPTOMYCES SP. CBMAI-837 UTILIZANDO MEIO DE CULTIVO
CONTENDO FARELO DE ALGODAO E GLICEROL — PONTOS AXIAIS PARA COMPOR O MODELO QUADRATICO APOS 96 HORAS

DE FERIMIENTAGAD. .. .uuuuuuuuuuunnenniiis s saunnnnnnnnnnnsnnnnnnnnnnnssnsnnnnnnnnsnsssssnsnsssnsssssnsnsssnnnnnnssnnnnssnnnssnsnnsnnnnnsnnnnnnnnn 52

FIGURA I-16 — CRESCIMENTO DA LINHAGEM STREPTOMYCES SP. CBMAI-837, APGS 120 HORAS DE INCUBAGAO A 30°Cem

PLACAS DE PETRI CONTENDO MEIO ISP2 (A) cOM 1% DE QUITINA; (B) SEM QUITINA. .....ccccveiriirrieeiieenieesieesiaeenns 55
FIGURA I-17 - CINETICA DE CRESCIMENTO MICROBIANO E DE PRODUGAO DA TRANSGLUTAMINASE DE STREPTOMYCES SP.
CBMAI-837 POR FERMENTAGAO SUBMERSA EM MEIO DE CULTIVO PADRAO (A) ADICIONADO DE 1% DE QUITINA NATIVA
(B)SEM ADIGAO DE QUITINA. CRESCIMENTO MICROBIANO (LINHA PONTILHADA); ATIVIDADE DE TGASE (LINHA SOLIDA).56
FIGURA II-1— (A) ILUSTRAGAO DAS PROPRIEDADES VISCOELASTICAS DO GLUTEN E DE SUAS FRAGOES GLUTENINAS E GLIADINAS
(ADAPTADO DE WRIGLEY ET AL., 2006); (B) MODELO ESQUEMATICO PARA A EXTENSAO DA MASSA DE FARINHA DE TRIGO
(ADAPTADO DE IOANA URMA) ....c.uviiiiieiiiieeteestteeiteesteeeseesateesaseesabeeanseesaseessseesnseesnsessnsesasseesnseesnsessnsaesnseesns 69
FIGURA I1-2 — REORIENTAGAO DAS CADEIAS PROTEICAS DA MASSA DURANTE O ESTRESSE MECANICO DA MISTURA DEVIDO AS
REAGCOES DE INTERCAMBIO DAS PONTES DISSULFETO INICIADAS POR UM GRUPO SULFIDRILA MOVEL (ADAPTADO DE
DELCOUR ET AL.,; 2012). ....oeiiiieeiieeciieeeiteestte ettt e stteetesesteesaseeesaaeessaeesaeesaeasaeensaeeseeensaeenseeeseeaseeensseensaesnses 70
FIGURA II-3 — FARINOGRAMA PARA MISTURA DE MASSAS DE DIFERENTES FARINHAS DE TRIGO FORMULADAS COM AGUA E AGUA
DEUTERADA (ADAPTADO DE HAMER & HOSENEY,1998). ........coviiiiiiiiiiiniieniiesieesieesneesireesveesabeesseesbaesseesns 71
FIGURA II-4 — ILUSTRAGAO DO FARINOGRAFO BRABENDER E DE UM FARINOGRAMA GENERICO. ........ccccveerereenreenereenaeennnens 77
FIGURA II-5 — TEXTUROMETRO ACOPLADO COM A SONDA SMS/KIEFFER PARA ANALISE DE MICRO-EXTENSAO DE MASSAS DE
FARINHA DE TRIGO ... eeeuveerutteeuteesireesseesaseessseesasessseessseessseesssessssessssessssessssesssessssessnsesssessssessnsessssessssessssessns 78
FIGURA I1-6 — CURVA GENERICA DE UM ENSAIO TPA (ADAPTADA DE ARMERO & COLLAR, 1997). ......ccevvvvvrreeniienieennenn 79
FIGURA II-7 — (A) ILUSTRAGAO DO MECANISMO DE FLUORESCENCIA DE FACE FRONTAL; (B) ATUAGAO DA SONDA
ESPECTROSCOPICA NA ANALISE DE HIDROFOBICIDADE. (ADAPTADO DE IAMETTI).....cceeiuiiieiiiieeeciieeeeeiieeeeeiree e e 83
FIGURA 11-8 — FLUXOGRAMA DO PREPARO DOS PAES. ......ccceitiiututiteeeeeiaiinrteetesesaaunretetesesasaunrenetesesesaansssseesesssannnseneees 98

FIGURA I1-9 — FARINOGRAMAS DAS MASSAS DE FARINHA DE TRIGO MOLE TRATADA COM TGASE DOS ENSAIOS DO
DELINEAMENTO FATORIAL 2° (A) TEMPERATURA DE 30°C E (B) TEMPERATURA DE 37°C E PONTO CENTRAL. (—) 8 U/G
DE PROTEINA E PH 4,5; (—) 2U/G DE PROTEINA E PH 4,5; (") 8U/G DE PROTEINA E PH 6,5; (---) 2U/G DE PROTEINA
EPH 6,5; (=) 5U/G DE PROTEINA E PHS,5. ......ccuiiiiiiieieeieeieete sttt steesteete v e st et et teesteenaesraesneesaeereenes 102

FIGURA 11-10 — MICRO-EXTENSOGRAMAS DAS MASSAS DE FARINHA DE TRIGO MOLE (A) 30°C (B) 37°C.....c.oveveveeennnn.. 106

FIGURA II-11 — ILUSTRAGAO DA INTERFERENCIA DAS LIGAGOES ISOPEPTIDICAS E-(F-GLUTAMINIL)-LISINA NA EXTENSIBILIDADE DO
GLUTEN (ADAPTADO DE RAUSCHER & POMES, 2011). ..uviiieiuiiieieiiie e eiieeeeetee e et e ettt e e eeateeeeeaaaeeeesabaeaeeasaeeeenns 110

FIGURA 11-12 — CROMATOGRAMAS DE EXCLUSAO MOLECULAR PARA AS PROTEINAS EXTRAIDAS DAS MASSAS DE FARINHA DE

TRIGO MOLE PREPARADAS NO DELINEAMENTO FATORIAL 2° (A) ENSAIOS A 30°C E (B) ENsAIOS A 37°C................. 113

XXIX



XXX



FIGURA I1-13 — SDS-PAGE DAS PROTEINAS DAS MASSAS DE FARINHA DE TRIGO MOLE PARA CADA ENSAIO DO DELINEAMENTO
FATORIAL 27 ..ottt ettt et e e et e e e s e s eeee s e s s e e sae e ee e s e s e eaeseeee s eee s ses s eeneees 118
FIGURA 11-14 — DERIVADA SEGUNDA DOS ESPECTROS INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER PARA AS AMOSTRAS
DE MASSAS DE FARINHA DE TRIGO MOLE OBTIDAS NOS ENSAIOS DO DELINEAMENTO FATORIAL 2°...........cocvueveeanans, 120
FIGURA II-15 — MICRO-EXTENSOGRAMAS PARA AS MASSAS DE FARINHA DE TRIGO MOLE PREPARADAS COM TGASE COMERCIAL
(BIOBOND) E EEBC DE STREPTOMYCES SP. CBIMIAI-837. .........oviiieiiee ettt ettt e tee e eaee e stae e e saea e e e 125
FIGURA I1-16 — CROMATOGRAMAS DE EXCLUSAO MOLECULAR PARA AS PROTEINAS EXTRAIDAS DAS MASSAS DE FARINHA DE
TRIGO MOLE PREPARADAS SEM E COM TGASE COMERCIAL E DE STREPTOMYCES SP. CBMAI-837 (A) EM AGUA DESTILADA
(B) EM TAMPAO CITRATO 0,05IMI PHB,5 ..........ooiiiiiiieeciee ettt e e ee e et e e e tta e e s aaa e e e sntaeeeeneaee e nnnes 129
FIGURA I1-17 — SDS-PAGE DAS PROTEINAS DAS MASSAS DE FARINHA DE TRIGO MOLE. COLUNA 1 — CBMAI AD 8U; COLUNA 2
—CBMAI PH6,5 8U; COLUNA 3 — BioBoND AD 8U; COLUNA 4 — BIOBOND PH6,5 8U, COLUNA 5 — CONTROLE AD;
COLUNA 6 — CONTROLE PH6,5, COLUNA P — PADROES DE MASSA MOLECULAR (10 —250KDA). ........cceeeeeuvveeennne.. 132
FIGURA 11-18 — DERIVADA SEGUNDA DOS ESPECTROS INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER PARA AS MASSAS DE
FARINHA DE TRIGO MOLE TRATADAS COM TGASE COMERCIAL BIOBOND E DE STREPTOMYCES SP. CBMAI-837 (A)
PREPARADAS COM AGUA DESTILADA (B) PREPARADAS COM TAMPAO CITRATO 0,05M PH6,5. ...........ceceevveernrennen. 134
FIGURA 11-19 - ESPECTRO DE FLUORESCENCIA DAS PROTEINAS DO GLUTEN (LIGADAS A SONDA DE FLUORESCENCIA ANS) DAS
MASSAS DE FARINHA DE TRIGO MOLE TRATADAS COM TGASE COMERCIAL E DE STREPTOMYCES sP. CBMAI-837 (A) E
AGUA DESTILADA; (B) E TAMPAO CITRATO 0,05V PHGB,5.........ccouvviieiiieeeeiee et eeteeeeeaaee e eeaveeeeetaeeeenns 138
FIGURA 11-20 — INTENSIDADE DE EMISSAO A 470NM PARA AS DIFERENTES CONCENTRAGOES DE ANS ADICIONADAS AS MASSAS
DE FARINHA DE TRIGO MOLE FORMULADAS COM TGASE COMERCIAL BIOBOND E EEBC DE STREPTOMYCES SP. CBMAI-
837(A) cOM AGUA DESTILADA E (B) COM TAMPAO CITRATO 0,05M PHB,5..........cccvvieiieeiieeee e 139
FIGURA 11-21 — FATIA CENTRAL DOS PAES DE FORMA FORMULADOS COM FARINHA DE TRIGO MOLE E AGUA DESTILADA NA
PRESENCA DE TGASE COMERCIAL BIOBOND E EEBC DE STREPTOMYCES SP. CBMAI-837 ........ccovvvvieeeeeeeeiiiiieeeeees 142
FIGURA 11-22 — VOLUME ESPECIFICO E RESULTADOS DA ANALISE DE TEXTURA (TPA) PARA 0S PAES FORMULADOS COM FARINHA
DE TRIGO MOLE E COM TGASE (COMERCIAL OU DE STREPTOMYCES SP. CBMAI-837) EM PRESENGA DE AGUA DESTILADA
(12 2 170 ) PSPPSR 143
FIGURA 11-23 — FATIA CENTRAL DOS PAES DE FORMA FORMULADOS COM FARINHA DE TRIGO MOLE E TAMPAO CITRATO 0,05
moL.L™ pH 6,5 NA PRESENGCA DE TGASE COMERCIAL BIOBOND E EEBC DE STREPTOMYCES sP. CBMAI-837............ 147
FIGURA 11-24 — VOLUME ESPECIFICO E RESULTADOS DA ANALISE DE TEXTURA (TPA) PARA 0S PAES FORMULADOS COM FARINHA

DE TRIGO MOLE E COM TGASE (COMERCIAL OU DE STREPTOMYCES SP. CBMAI-837) EM PRESENCA DE TAMPAO CITRATO

0,05IMI PHE,S. ... .o 148
FIGURA I-1 — ESTRUTURA PARCIAL DA RESINA BLUE SEPHAROSE CL-BB ............cuuiiiiiiieicieie e 9
FIGURA |-2 — ESTRUTURA PARCIAL DA RESINA PHENYL SEPHAROSE B FF ...........oeiiieiiiiiieee et eeanee e 10



XXXII



FIGURA |-4 — ESQUEMA DAS REAGOES ENVOLVIDAS NA SEPARAGAO DE MOLECULAS COM A RESINA ACTIVATED THIOL-SEPHAROSE
4B (ADAPTADO DE GE HEALTHCARE, INSTRUCTIONS 71-7106-00 AE).........cccvvveiiieiiieeieeciie e eiee et esaee e 11
FIGURA |I-5 — ATIVIDADE RESIDUAL DE TGASE DE STREPTOMYCES SP. CBMAI-837 INCUBADA NA PRESENCA DE SOLUGOES
ESTABILIZANTES. ......euteteteetesueestentensensessessesseeseeneensansessensesssasesneensensensansessessesseessensensensessessesseeseensensensensensenns 21
FIGURA I-6 - PURIFICACAO DA TGASE DE STREPTOMYCES SP. CBMAI-837 EM BLUE SEPHAROSE CL-6B (A) NA AUSENCIA DE L-
CISTEINA (B) NA PRESENGA DE L-CISTEINA (5MMOL. L'l). .................................................................................... 24
FIGURA -7 — ATIVIDADE RELATIVA DO EXTRATO ENZIMATICO BRUTO, EEBC E FRAGAO PURA (F2-CIS) DA TGASE DE
STREPTOMYCES SP. CBMAI-837 EMPH 6,0, 7,0, 10,0 E11,0. ....cooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeerereeererereseresereserereserenen 27
FIGURA I-8 - PURIFICACAO DA TGASE DE STREPTOMYCES SP. CBMAI-837 EM RESINA PHENYL SEPHAROSE 6 FF EM TAMPAO
FOSFATO 0,05 moL.L" ADICIONADO DE 1,5 moL.L™ pe (NH4),SO,EM (A)PH7,5E(B)PHS8,0. ..........evveeenrrees 29
FIGURA I-9 - PURIFICAGAO DA TGASE DE STREPTOMYCES SP. CBMAI-837 EM RESINA ACTIVATED THIOL SEPHAROSE 4B EM
TAMPAO TRIS-HCL 0,1 mOL. L? PH8,0 ADICIONADO DE 1MMOL. L™ pEEDTAE 0,3 MOL. L DENACL...eveeeeeeenen. 32

FIGURA |-10 —PERFIL ELETROFORETICO (SDS-PAGE) DO EXTRATO ENZIMATICO CONCENTRADO E FRAGOES PURAS. .............. 34

XXXIII



XXXIV



indice de Tabelas

TABELA I-1- MEIOS DE CULTIVO CONTENDO MELAGO DE CANA DE AGUCAR E GLICEROL PARA FERMENTAGAO E PRODUGCAO DE
TGASE DE STREPTOMYCES SP. CBIMIAI-837 ........oiiiiiiiiiiiiiee sttt sttt sttt sttt et e s e sbaesbeesaees 20
TABELA |-2 — ENSAIOS DO DELINEAMENTO FATORIAL 2 PARA ESTUDO DO EFEITO DA QUANTIDADE DE FARELO DE SOJA E
GLICEROL NO MEIO DE CULTIVO PARA FERMENTAGAO DE STREPTOMYCES SP. CBMAI-837 E PRODUGAO DE TGASE. ..... 21
TABELA I-3 — ENSAIOS DO DELINEAMENTO FATORIAL 2° PARA ESTUDO DO EFEITO DA QUANTIDADE DE FARELO DE ALGODAO E
GLICEROL NO MEIO DE CULTIVO PARA FERMENTAGAO DE STREPTOMYCES SP. CBMAI-837 E PRODUGAO DE TGASE. ..... 22
TABELA I-4 — TEOR DE PROTEINAS, LIPIDEOS, CARBOIDRATOS E CINZAS DA FARINHA DE SOJA, FARINHA DE AMENDOIM, FARELO
DE SOJA E FARELO DE ALGODAO ......uvtieuieeruteesieesteeaseesteesseesateesnseessseessseessseesseesssessseesssessseesssessssesssseessseesns 29
TABELA |-5 — PERCENTAGEM DE PARTICULAS MAIORES E MENORES QUE 0,8 MM PRESENTES NA FARINHA DE SOJA, FARINHA DE
AMENDOIM, FARELO DE ALGODAO E FARELO DE SOJA.......cceriurrieiurieeesteeeessuseeesanseesesseessssssesssssssesssssseesssssesesssens 30
TABELA I-6 — EFEITOS DAS VARIAVEIS PERCENTAGEM DE FARELO DE SOJA E GLICEROL NO MEIO DE CULTIVO PARA PRODUGAO DE
TGASE APOS 72 HORAS DE FERMENTAGAO DE STREPTOMYCES SP. CBMAI-837 — MODELO LINEAR. ........c.ccorvveeueennnns 38
TABELA |-7 — ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) DO MODELO LINEAR PROPOSTO PARA A PRODUGAO DE TGASE EM MEIO DE
CULTIVO CONTENDO FARELO DE SOJA E GLICEROL APOS 72 HORAS DE FERMENTAGAO. .......ceevvuiireiiieeeiiieeeeneeeeenaeees 39
TABELA -8 — EFEITOS DAS VARIAVEIS PERCENTAGEM DE FARELO DE SOJA E GLICEROL NO MEIO DE CULTIVO PARA PRODUGAO DE
TGASE DE STREPTOMYCES SP. CBMAI-837 APOS 72 HORAS DE FERMENTAGCAO — MODELO QUADRATICO...........c.c.c.... 41
TABELA 1-9 — ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) DO MODELO QUADRATICO PROPOSTO PARA A PRODUGAO DE TGASE EM MEIO
DE CULTIVO CONTENDO FARELO DE SOJA E GLICEROL APOS 72 HORAS DE FERMENTAGAO........ccccuveriieeriienireesiveesineenns 42
TABELA 1-10 — EFEITOS DAS VARIAVEIS PERCENTAGEM DE FARELO DE SOJA E DE GLICEROL NO MEIO DE CULTURA NA PRODUGAO
DE TGASE DE STREPTOMYCES SP. CBMAI-837 APOS 96 HORAS DE FERMENTAGCAO — MODELO QUADRATICO .............. 44
TABELA I-11- ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) DO MODELO QUADRATICO PROPOSTO PARA A PRODUGAO DE TGASE EM MEIO
CONTENDO FARELO DE SOJA E GLICEROL APOS O TEMPO DE FERMENTAGAO DE 96 HORAS.............coevvvvieieiiiiieieneeeeennn. 45
TABELA I-12 — EFEITOS DAS VARIAVEIS PERCENTAGEM DE FARELO DE ALGODAO E GLICEROL NO MEIO DE CULTIVO PARA
PRODUGAO DE TGASE APOS 72 HORAS DE FERMENTACAO DE STREPTOMYCES SP. CBMAI-837— MODELO LINEAR........ 49
TABELA I-13 — ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) DO MODELO LINEAR PROPOSTO PARA A PRODUGCAO DE TGASE EM MEIO
CONTENDO FARELO DE ALGODAO E GLICEROL APOS O TEMPO DE FERMENTAGAO DE 72 HORAS. .......cccceevveeeeeieieeeeeennn. 50
TABELA I-14 — EFEITOS DAS VARIAVEIS PERCENTAGEM DE FARELO DE ALGODAO E DE GLICEROL NO MEIO DE CULTURA PARA A
PRODUGAO DE TGASE APOS 96 HORAS DE FERMENTACAO FERMENTAGAO SUBMERSA DE STREPTOMYCES SP. CBMAI-837-
—IMIODELOD LINEAR ...cciuiuttittteeeseaauutttteeeeesauuat e eeeeeeaaaauabe e e e eeeaaaausbe et e eee s e s nsbabeeeaeeesansebaeeeeeesaannnbaeeeeeesannnneeeeas 51
TABELA I-15 EFEITOS DAS VARIAVEIS PERCENTAGEM DE FARELO DE ALGODAO E DE GLICEROL NO MEIO DE CULTURA PARA A
PRODUGAO DE TGASE APOS 96 HORAS DE FERMENTAGAO DE STREPTOMYCES SP. CBMAI-837— MODELO QUADRATICO 52
TABELA I-16 — ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) DO MODELO QUADRATICO PROPOSTO PARA A PRODUCAO DE TGASE EM MEIO

CONTENDO FARELO DE ALGODAO E GLICEROL APOS O TEMPO DE FERMENTAGCAO DE 96 HORAS. ...........ccoevvvvvieiennnnnnnn. 53

XXXV



XXXVI



TABELA 11-1 — QUANTIDADE DE RESIDUOS DE GLUTAMINA E LISINA EM FARINHA DE TRIGO DURO.........ccevcveerreeereesveesveens 73
TABELA 11-2 — PARAMETROS AVALIADOS ATRAVES DA CURVA DE TPA PARA AMOSTRAS DE PAO. ........ceeercureeerireeeenireesnannns 80
TABELA 11-3 — NiVEIS DE ESTUDO DAS ARIAVEIS QUANTIDADE DE TGASE, PH DO TAMPAO CITRATO E TEMPERATURA PARA O
ESTUDO DO EFEITO EM MASSA DE FARINHA DE TRIGO MOLE ......ccuvtieteeiteeeteesieesseesnteessesssseessessnseesssessnsessssensns 87
TABELA 11-4 — ENSAIOS DO DELINEAMENTO FATORIAL 2° PARA O ESTUDO DO EFEITO DA QUANTIDADE DE TRANSGLUTAMINASE,
PH DO TAMPAO CITRATO E TEMPERATURA DE MISTURA E DESCANSO DA MASSA DE FARINHA DE TRIGO MOLE EM SUAS
PROPRIEDADES MECANICAS E BIOQUIMICAS. VALORES CODIFICADOS ENCONTRAM-SE ENTRE PARENTESES...........ccue.n. 88
TABELA II-5 — FORMULAGAO DOS PAES CONTENDO TGASE MICROBIANA E CONTROLES ........ccevvvererererererererererereresererererenens 96
TABELA 11-6 — CONSISTENCIA MAXIMA (BU), TEMPO DE DESENVOLVIMENTO (MIN), ESTABILIDADE (MIN), PERDA DA
CONSISTENCIA (BU), RESISTENCIA A EXTENSAO (G), EXTENSIBILIDADE (MM), TRABALHO REALIZADO (G.MM) E
PEGAJOSIDADE DA MASSA (G) DE FARINHA DE TRIGO IMOLE.......c.uveeeueesureesureesreessseesseessseesseesssessssssssessssessssees 101
TABELA 11-7 — EFEITOS DA QUANTIDADE DE TGASE, PH DO TAMPAO CITRATO E TEMPERATURA NOS PARAMETROS DE FORMAGAO
DA MASSA DE FARINHA DE TRIGO MOLE NO FARINOGRAFO........cccuvterueerireenueesseesiseessesssseesseesssessessssessssessseees 103
TABELA 11-8 — EFEITOS DA QUANTIDADE DE TGASE, PH DO TAMPAO CITRATO E TEMPERATURA NA RESISTENCIA A EXTENSAO
(Ry), EXTENSIBILIDADE (E,,) E TRABALHO PARA ESTENDER A MASSA (A) DE FARINHA DE TRIGO MOLE........................ 107
TABELA 11-9 — EFEITOS DA QUANTIDADE DE TGASE, PH DO TAMPAO CITRATO E TEMPERATURA NA PEGAJOSIDADE DA MASSA DE
TRIGO IMOLE ...uvveeutieeateeiteesteeestteessteesueeesuseesaseesaseessseessseesateesaseesaseassseessseessseesaseessseesnseesnseesnsesssseesnseenseesns 111
TABELA 11-10— RESPOSTAS OBTIDAS DA CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO MOLECULAR E DA ANALISE DA ESTRUTURA SECUNDARIA
DAS PROTEINAS DA MASSA DE FARINHA DE TRIGO MOLE REALIZADA POR FTIR .......ccceeiiiiniieiieeciee e 112
TABELA 11-11 — EFEITO DA QUANTIDADE DE ENZIMA, PH DO TAMPAO E TEMPERATURA DO PREPARO E DESCANSO DA MASSA

SOBRE SOLUBILIDADE DAS PROTEINAS DA MASSA DE FARINHA DE TRIGO MOLE .......ccccoeruuiiiiieeeeeniinrreeeessseninneeeens 114

TABELA 11-12 — PERCENTAGEM DE ESTRUTURAS OL-HELICE, FOLHAS-B, RANDOMICA E VOLTA-B ESTIMADAS PARA A ESTRUTURA

SECUNDARIA DAS PROTEINAS DAS MASSAS DE FARINHA DE TRIGO MOLE DO DELINEAMENTO FATORIAL2® ................ 121
TABELA 11-13 — EFEITO DA QUANTIDADE DE TGASE, PH DO TAMPAO E TEMPERATURA NA ESTRUTURA SECUNDARIA DAS
PROTEINAS DAS MASSAS DE FARINHA DE TRIGO MOLE PREPARADAS NO PLANEJAMENTO FATORIAL2 ...........c..co....... 122
TABELA 11-14 — RESISTENCIA A EXTENSAO (R,,), MAXIMA EXTENSAO (E,,) E O TRABALHO REALIZADO (G.MM) PARA MASSAS DE
FARINHA DE TRIGO MOLE FORMULADAS COM TGASE DE STREPTOMYCES SP. CBMAI-837 E cOM TGASE COMERCIAL. 126
TABELA 11-15 — PEGAJOSIDADE (G) DAS MASSAS DE FARINHA DE TRIGO MOLE PREPARADAS COM TGASE COMERCIAL E DE
STREPTOMYCES SP. CBIMIAI-837 ...ttt e e e s e st e e e e e st e e e e e e s e annreeeeeeeeesannnes 127
TABELA 11-16 — AREAS ESTIMADAS SOB AS CURVAS DA CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO MOLECULAR PARA AS PROTEINAS
EXTRAIDAS DAS MASSAS DE FARINHA DE TRIGO MOLE PREPARADAS COM TGASE COMERCIAL E DE STREPTOMYCES SP.

CBIMIAL-837 ...t st a e a e s a e s ara s 130

TABELA II-17 — PERCENTAGEM DE ESTRUTURAS CL-HELICE, FOLHAS-[3, RANDOMICA E VOLTA-[3 ESTIMADAS PARA A ESTRUTURA

SECUNDARIA DAS PROTEINAS DAS MASSAS DE FARINHA DE TRIGO MOLE FORMULADAS COM TGASE COMERCIAL E DE

STREPTOMYCES SP. CBIMIAL-837 ........cooreiieiee ettt e e e e ettt ee e e e e e eeetab e e e e e e eeasaaaeeeeeesasssnneeeesessstnnnnns 135

XXXVII



XXXVIII



TABELA 11-18 — NUMERO DE ONDA (CM 1) DOS PRINCIPAIS PICOS ENCONTRADOS NAS CURVAS DA DERIVADA SEGUNDA DOS
ESPECTROS INFRAVERMELHOS COM TRANSFORMADA DE FOURIER...........c.ccveoveueeriereneeneeseseneeseesenseseeseseeseesensesenns 136
TABELA 11-19 — COMPARAGAO DOS PARAMETROS DE TEXTURA E VOLUME ESPECIFICO DE PAES FORMULADOS COM FARINHA DE

TRIGO DURO E FARINHA DE TRIGO MOLE COM ENZIMA COMERCIAL BIOBOND E EEBC DE STREPTOMYCES sP. CBMAI-837.

TABELA I-1 — SUBSTANCIAS AVALIADAS PARA ESTABILIZAGAO DA TGASE DE STREPTOMYCES SP. CBMAI-837, CONCENTRAGOES
UTILIZADAS E ABREVIATURAS ... .veeutieeuteesateessseesteeesseessteessseesaseessseessseessseesssesssessssessseessseessessnsessssessssasssseesns 15
TABELA |-2 — COMPARAGAO DAS MEDIAS DA ATIVIDADE RESIDUAL DE TGASE EM PRESENGA DE ESTABILIZANTES A CURTO (2
HORAS), MEDIO (22 HORAS) E LONGO PRAZO (120 HORAS) .......vveeeeeiiieeiiieeeciteeeestreeessaeeessreeeesnssesssnsssessseneas 23
TABELA I-3 — PURIFICAGAO DA TGASE DE STREPTOMYCES SP CBMAI-837 EM BLUE SEPHAROSE CL-6B NA AUSENCIA DE L-
[0 L) 111 TSP PPI 25
TABELA I-4 — PURIFICACAO DA TGASE DE STREPTOMYCES SP CBMAI-837 EM BLUE SEPHAROSE CL-6B NA PRESENCA DE L-
CISTEINA ...ttt et ettt e ettt e e sttt e e ettt e e e e bt e e e saab e e e e abeeesaasteeesasseee e abeeeeaasbeeesanbbeeeabeeesaasbeeesanbeaessabbeeeensaeesannees 26
TABELA I-5— PURIFICAGAO DO EXTRATO ENZIMATICO BRUTO DE TGASE DE STREPTOMYCES SP CBMAI-837 EM COLUNA PHENYL
SEPHAROSE 6 FF EQUILIBRADA COM TAMPAO FOSFATO 0,05 moL.L"! pH 7,5 0u 8,0 CONTENDO 1,5 moL.L" pe
(L 1 0 OO URPRPRRRP 30
TABELA I-6- PURIFICAGAO DA TGASE DE STREPTOMYCES SP CBMAI-837 EM COLUNA ACTIVATED THIOL SEPHAROSE 4B TRIS-

HCLO,1 moL.L™ PH8,0 ADICIONADO DE immoL.L pe EDTAE 0,3 MOL.L™ DENACL ... 33

XXXIX



XL



Introduc¢ao Geral

A transglutaminase (TGase; proteina-glutamina y-glutamiltransferase, EC
2.3.2.13) é uma enzima capaz de catalisar reacdes de acil transferéncia entre
residuos dos aminoacidos glutamina e lisina pela formacdo de ligacdes
covalentes cruzadas entre proteinas, assim como, peptideos e varias aminas
primarias (Cui et al., 2007). Devido a sua habilidade de modificar proteinas, a
TGase apresenta potencial de aplicagdo na industria de alimentos para o
desenvolvimento de novos produtos e modificacdo das propriedades de
produtos ja existentes, como capacidade de emulsificacdo e formagdo de gel,
viscosidade, textura e valor nutricional. Esta enzima também tem despertado a
atencdo para sua aplicacdo em outros segmentos industriais, como industrias
farmacéuticas, no tratamento de tecidos de 13 e curtimento de couro,
imobilizacdo de enzimas e em estudos de bioengenharia de tecidos humanos
(Zhu et al,, 1995; Polaina e Maccabe, 2007).

As TGases sao encontradas em varios tecidos e fluidos corporais de
mamiferos, peixes e plantas (Macedo e Sato, 2006). Os primeiros estudos de
aplicacao e forma de acdo desta enzima foram realizados na década de 80 e
utilizaram enzima extraida de figados de cobaias e plasma de bovinos. Contudo,
devido ao alto custo de obtencdo e as dificuldades de extracao e purificagcdao
dessas enzimas de origem animal, foram realizados diversos estudos sobre
fontes alternativas de origem microbiana para produ¢ao da enzima. A primeira
transglutaminase microbiana foi obtida a partir de uma linhagem de
Streptoverticillium mobaraense isolada de solo (Ando et al., 1989). Desde entao,
esfor¢os tém sido feitos para obter esta enzima em grandes quantidades e com

custos de producdo menores para aplicagdes comerciais, como o



desenvolvimento de produtos alimenticios com propriedades funcionais
modificadas.

O objetivo deste trabalho foi estudar a produgdo da transglutaminase de
Streptomyces sp. CBMAI-837 por fermentacao submersa utilizando como
substratos residuos ou subprodutos agroindustriais e quitina, além de estudar
a aplicacdo desta transglutaminase em massas de farinha de trigo mole, em
comparagdao com a atuagao de enzima comercial formulada para aplicagdo em
cereais.

O Capitulo I descreve a avaliagdo da producdo da transglutaminase de
Streptomyces sp. CBMAI-837 utilizando residuos ou subprodutos
agroindustriais no meio de cultivo da linhagem e o efeito da adicdo de quitina
nativa ao meio de cultivo, visando o aumento da atividade enzimatica e
produtividade de transglutaminase.

No Capitulo II foram avaliados os efeitos da transglutaminase de
Streptomyces sp. CBMAI-837, em relagdo a uma formulacdo comercial de
transglutaminase, em massas de farinha de trigo mole (baixo teor protéico) e
em paes de forma formulados com farinha de trigo mole.

Este trabalho apresenta em anexo (ANEXO I) o estudo de purificagao da
transglutaminase de Streptomyces sp. CBMAI-837 em uma unica etapa
utilizando os principios cromatograficos de interacdo por afinidade, interacao
hidrofébica e interacao covalente por pontes dissulfeto, além do estudo da

estabilizacdo da transglutaminase para elevar o rendimento da purificacao.



I. Capitulo I - Produ¢ao de transglutaminase por Streptomyces sp.

CBMAI-837 utilizando residuos e subprodutos agroindustriais

Resumo

A transglutaminase catalisa a formacao de ligacdes isopeptidicas
envolvendo grupos g-amino de residuos de lisina (receptor de grupo acil) e o
grupo y-carboxiamida de residuos de glutamina (doadores de acil) de proteinas.
Esta enzima pode ser usada para formar ligacdes cruzadas intra e
intermoleculares, unindo diferentes proteinas e melhorando suas propriedades
funcionais. A transglutaminase microbiana apresenta vantagens em relacdo
aquelas extraidas de plantas e mamiferos sendo o estudo da producao desta
enzima de grande relevancia para sua aplicacdo em escala industrial. Neste
trabalho, foram estudados os efeitos de diferentes substratos no meio de
cultivo para a fermentacdo submersa de Streptomyces sp. CBMAI-837, uma
linhagem previamente isolada de solo brasileiro, em frascos agitados, visando o
aumento da atividade e da produtividade da enzima. Foram avaliadas a
utilizacao dos substratos com elevado teor proteico (farinha de feijao branco,
farinha de feijao moyashi, farinha de feijao carioca, farinha de amendoim, farelo
de soja e farelo de algodao) em substituicdo a farinha de soja presente no meio
de cultivo descrito por Macedo et al (2007), denominado padrao (2,5% de
farinha de soja; 2,0% de amido de batata; 0,1% de glicose; 1,0% de peptona;
0,4% de KH2PO4 e 0,2% de MgS04), bem como o uso de melago de cana de
acucar e glicerol como fontes de carbono principais para a fermentacdo
submersa. Entre os substratos proteicos avaliados, a substituicao de 2,5% de
farinha de soja por 2,5% de farelo de algodao ou de 2,5% de farelo de soja

resultou no aumento da atividade enzimatica de 1,2 U.mL! (214%) e 1,0 U.mL"?



(182%), respectivamente, em relagdo ao valor obtido pela fermentacdo do
micro-organismo em meio de cultivo padrao (0,57 U.mL-1). A produtividade
obtida no meio com 2,5% de farelo de algodao foi aumentada cerca de 340%
em relacdao a obtida no meio padrao. Em relacao as fontes de carbono principais
avaliadas, a adi¢do de 2,0% de glicerol ou de 12% de melago de cana de agucar
permitiu o aumento da produc¢do de atividade de transglutaminase em 0,94
U.mL1 (167%) e 0,88 U.mL-! (157%), respectivamente. O glicerol, no entanto,
favoreceu o aumento da produtividade, sendo que a maxima atividade
observada ocorreu 24 horas antes dos picos observados na fermentacdao com o
meio padrao ou com o meio contendo melago. Utilizando-se meio de cultura
contendo 3% de farelo de soja e 2% de glicerol em substituicdo a 2,5% de
farinha de soja e a mistura de 2% de amido de batata com 0,1% de glicose, foi

obtido 0,47 U.mL-1 de transglutaminase apds 72 horas de fermentacao.



Abstract

Transglutaminase catalyzes the cross-linking reaction between a y-
carboxyamide of a glutamine residue (acyl donor) from a peptide bond and the
g-amino group of a lysine (acyl receptor). TGase can improve the functional
properties of different proteins through inter or intramolecular bonds. The
microbial transglutaminase shows advantages over the enzyme extracted from
plants and mammals, and hence the study of its production is of great
importance for its industrial application. In the present study, the effect of
different substrates in the culture medium during the submerged fermentation
of Streptomyces sp. CBMAI-837, a strain previous isolated from Brazilian soil
was studied in shaker flasks aiming to increase the enzyme activity and yield.
Substrates with high protein content were evaluated (white bean flour,
moyashi bean flour, carioca bean flour, peanut flour, soybean meal and
cottonseed meal) replacing the soybean flour of the standard culture medium
(2.5% soybean flour, 2.0% potato starch, 0.1% glucose, 1.0% peptone, 0.4%
KH2PO4 and 0.2% MgS04), as well as the use of sugar cane molasses and
glycerol as the main carbon sources for the fermentation process. Amongst the
substrates with high protein content, the replacement of soybean flour by
cottonseed meal and soybean meal increased the transglutaminase activity to
1.2 UmL? (214%) and 1.0 U.mL1 (182%), respectively, as compared to the
results obtained using the standard culture medium. The yield obtained with
cottonseed meal in the culture medium increased about 340% over that
obtained in the standard medium. With regard to the main carbon sources, both
glycerol and sugar cane molasses increased the transglutaminase activity to
0.94 U.mL! (167%) and 0.88 U.mL! (157%), respectively. Glycerol, however,
favored the increase in yield of the enzyme production, showing its maximum
activity 24 hours before the peak observed in the standard medium or in the
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medium containing sugar cane molasses. The medium containing 3% of
soybean meal + 2% of glycerol replacing the 2.5% of soybean flour + 2% of
potato starch + 0.1% of glucose, lead to 0.47 U.mL-! of transglutaminase activity

after 72 hours of fermentation.



I.1. Introducao

A transglutaminase (TGase, E.C. 2.3.2.13) catalisa a formagao de liga¢des
covalentes entre residuos de glutamina e lisina de proteinas, podendo formar

uma rede proteica, além de catalisar a desamidacdo de residuos de glutamina.

Inicialmente a TGase era obtida de mamiferos como, por exemplo, do
figado de porquinhos da india e de sangue bovino, no entanto a extracao e
purificagdo da enzima era dificil, além da enzima apresentar coloracao

avermelhada indesejavel.

Em 1989, uma linhagem de Streptoverticillum mobaraense foi utilizada na
producdo de transglutaminase por fermentacao submersa (Ando et al., 1989). A
partir de entdo, esta enzima foi produzida industrialmente pela industria
Ajinomoto Co. em colaboragdo com a Amano Enzyme INC., sendo atualmente
comercializada com o nome de Activa®. Outras transglutaminases comerciais

sao encontradas no mercado, entre elas a BioBond.

A transglutaminase (TGase) microbiana apresenta crescente aplicagcdo na
indastria de alimentos, devido a sua propriedade de catalisar a formacao de
ligacdes cruzadas entre proteinas, sendo capaz de unir pedacos de carne,
formar géis protéicos resistentes a temperatura, melhorar a textura de massas

e paes, formar filmes proteicos, entre outras.

Atualmente, diversas linhagens de Streptomyces sp. tem sido relatadas
por apresentarem elevada atividade de transglutaminase, entre elas
Streptomyces platensis, Streptomyces hygroscopycus e Streptomyces lividans.
Além dos actinomicetos, alguns Bacillus sp. (como o Bacillus circulans) também
foram descritos como produtores de transglutaminase (Soares et al. 2008; Nagy

& Szakacs, 2008).



A engenharia genética também tem sido aplicada para elevar a
produtividade de TGase microbiana e facilitar a recuperagao da enzima do meio

de cultivo (Yu et al.,, 2008).

A linhagem de Streptomyces sp. CBMAI-837 foi isolada por MACEDO et al.
(2007) de solo brasileiro e apresentou capacidade de producdo de TGase por

fermentacao em meio de cultivo viscoso composto de 2,5% de farinha de soja;

2,0% de amido de batata; 1,0% de peptona; 0,4% de KH2P04 e 0,2% de MgSOa.

Neste capitulo foi estudada a utilizacao de produtos ou subprodutos da
industria agricola como farinha de soja, farinha de amendoim, farelo de
algodao, farelo de soja, melaco de cana de agucar e glicerol como componentes
do meio de cultura para fermentacdo da linhagem de Streptomyces sp. CBMAI-
837 e aumento da producdo da transglutaminase. Foi estudado também a
elicitacdo do metabolismo do micro-organismo pela adi¢ao de quitina no meio
de cultivo visando a promog¢ao do crescimento celular e producdo da

transglutaminase.

I.2. Revisao Bibliografica

1.2.1. Transglutaminase

A transglutaminase é uma enzima que catalisa a transferéncia de um
grupo acil entre uma y-carboxiamida de residuos de glutamina e diversas
aminas primarias, incluindo poliaminas. Em proteinas, a TGase utiliza como
substrato aceptor de grupos acil os residuos e-amino de lisinas, formando
ligacao isopeptidicas e-(y-glutamil)lisina. Na auséncia de aminas primarias, a
TGase catalisa a desamidacao dos residuos de glutamina. A Figura I-1 ilustra as

reacoes catalisadas pela TGase.



—> H,N NH
H, \/\< > Glh>/\)L \/\< + NH,

| Amina primaria |
[¢]

Gin Nuuz 5 HN \/\/\< Lys

|Residuo de Glutamina) | Residuo de Lisina | |__e-(y-glutamil)lisina__}

0
L 3> H,0 > oH +NH,

|_Acido glutamico_}

Figura I-1- Reacoes catalisadas pela TGase.

A introdugdo de ligacdes isopeptidicas em proteinas promove a formacao
de uma rede proteica com caracteristicas funcionais diferenciadas em termos
de retencao de agua, caracteristicas reoldgicas, capacidade emulsificante,
solubilidade, entre outras, encontrando aplicacdo nao apenas na industria de
alimentos como também na area médica, farmacéutica, biotecnoldgica e téxtil
(Yokoyama et al., 2004; Tanaka et al., 2008; Zhu & Tramper, 2009; Dash et al,,
2011).

A TGase esta presente em tecidos animais, vegetais e micro-organismos
(Folk, 1980; Kang & Cho, 1996; Cariello et al., 1997; Ando et al., 1989; Kim et al.,
2000; Souza et al., 2008). As fun¢cdes desempenhadas pelas transglutaminases

nesses organismos sdo variadas, embora ainda nao totalmente elucidadas.

1.2.2. Producao da transglutaminase microbiana

Em 1989, Ando et al. isolaram uma linhagem de Streptoverticillum
mobaraense que foi utilizada na producao de transglutaminase por fermentagao
submersa em reator de 20L, obtendo atividade de 2,5 U.mL?! de caldo
fermentado. O meio de cultivo utilizado apresentava em sua composicao 2,0%

de polipeptona; 2,0% de amido soluvel; 0,2% de K:HPOy4 0,2% de extrato de



levedura; 0,1% de MgS0O4 e 0,05% de surfactante. A partir de entdo, diversas
linhagens de micro-organismos foram investigadas quanto a capacidade de
producao de TGase, entre elas actinomicetos e bacilos (Kim et al., 2000; Cui et
al, 2007; Souza et al., 2008).

A TGase de Streptomyces sp. é uma enzima extracelular, podendo ser
recuperada do meio de cultivo apods centrifugacdo, ndo sendo necessario
realizar a ruptura das células para obten¢do da enzima (Zhu et al., 1995). A
TGase microbiana tem sido obtida através da fermentacdo submersa e, em
menor escala, por fermentacdo em estado sélido, de linhagens de Streptomyces
sp. A atividade enzimatica obtida por fermenta¢des submersas variam de 0,28 a
5,0 U.mL" de caldo fermentado (Soo-Hwan et al.,2009) para micro-organismos
sem alteracdes genéticas. A transglutaminase microbiana apresenta ainda a
vantagem, frente a enzima obtida de tecidos animais, na aplicacdo industrial, de ser
célcio independente (Ando et al., 1989; Yokoyama et al., 2004; Cui et al, 2007;
Macedo, 2009).

Macedo et al. (2007) isolaram de solo brasileiro a linhagem Streptomyces
sp.- CBMAI-837 que apresentou atividade de transglutaminase. O meio de
cultivo composto de 2,5% de farinha de soja, 2% amido de batata; 1% de
peptona; 0,1% de glicose; 0,4% de KH2PO4 e 0,2% de MgSO; foi utilizado para
cultivo da linhagem e a atividade enzimatica obtida foi de 1,14 U.mL-1 ap6s 120
horas de fermentacao em agitador rotativo a 100 rpm e 30°C.

Soo-Hwan et al. (2009) isolaram de solos florestais coreanos a linhagem
de Streptomyces platensis YK-2 que apresentou elevada atividade de TGase
utilizando meio de cultivo composto de 2% de glicose, 1% de polipeptona, 1%
de proteina de soja hidrolisada e 0,1% de MnCl;, incubado em agitador rotativo
a 150 rpm e 28°C por 5 dias. Foram obtidas atividades entre 4 e 5 U.mL1 de

meio fermentado.
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Portilla-Rivera et al. (2009) estudaram o uso de melaco de cana-de-
acdcar e de glicerol como fontes de carbono para obtencao de TGase pela
fermentacao da linhagem de Streptomyces ladakanum NRRL 3191, sendo que
conseguiram obter atividade de TGase de 0,46 U.mL! de caldo fermentado,
apo6s 72 horas de fermentacao, utilizando o meio composto de 30g.L-1 de melago
e 30 g.L-1 de glicerol; 38,4 g.L-1 de caseinato de s6dio; 10,5 g.L-1 de peptona; 2,5
g.L-1 de extrato de levedura; 5 g.L-1 de NazHPO4; 2 g.L-1 de KH2PO4 e 0,5 g.-1 de
MgSO0s4.

Zhang et al. (2012) obtiveram 4,3 U.mL! de atividade de TGase pela
fermentacdo submersa da linhagem Streptomyces mobaraensis cultivada em
meio padrdo contendo 0,1 molL! de MgCl.. A atividade enzimatica e a
produtividade da fermentacao foram duas vezes superiores a obtida no meio
padrao (3% polipeptona, 1% de amido soluvel, 1% de frutose, 0,2% K2HPO4 e
0,1% de MgS04.7H20), sendo evidenciado que o estresse causado pelo MgCl:
estimulou a diferenciacdo micelial, favorecendo a produc¢do da TGase.

A TGase microbiana foi obtida também por fermentagdo em estado
so6lido, embora poucos relatos tenham sido encontrados na literatura. Souza et
al. (2008) avaliaram o uso de residuos de milho, residuo de arroz, residuo
fibroso de soja, casca de soja e bagaco de malte, umedecidos com solugao salina
(0,2 g.L-.t de MgS04; 1,0 g.L-1 de KH2PO4; 1,0 g.L-t K2HPO4; 1,0 g.L- NH4NO3; 0,02
g.L-1 de CaClz e 0,05 g.L-t de FeClz) para a producao de TGase por fementacao
em estado solido da linhagem de Bacillus circulans BL32, isolado da Amazoénia .
A fermentacdo foi realizada em reatores cilindricos, a 30°C por 168 horas,
sendo insuflado ar estéril saturado de umidade na vazado de 0,25 L.min1. O uso
do residuo fibroso de soja possibilitou a obtencdo de maiores atividades
enzimaticas, sendo obtido 1,28 U.gl de substrato seco em 48 horas de

fermentacao.
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NAGY e SZAKACS (2008) estudaram a producao de transglutaminase por
linhagens de Streptomyces (S. mobaraensis NRRL B-3729, S. paucisporogenes
ATCC 12596 e S. platensis NRRL 2364) por fermentacao em estado sélido. Como
substratos foram utilizados farinhas e farelos de cereais e leguminosas
umedecido com solugdo de sais (0,8 mg.L-1 de MgS04; 5,0 g.L-.t de KH2PO4; 1,0
g.L'1 de NaCl; 5,0 g.L.1 de NH4NO3; 1 mg.L-1 de CoCl; 1,7 mg.L-! de ZnSO4; 2,5
mg.L1 de FeSO4 com pH ajustado para 6,0) e inoculados com 1mL de suspensao
de células dos micro-organismos em dagua destilada. Os frascos foram
incubados a 30°C sem agitagdo. Os melhores resultados foram obtidos pela
fermentacdo da linhagem S. platensis NRRL 2364 utilizando feijao vermelho
como substrato sendo obtida atividade de TGase maxima de 5,1 U.gl de

substrato seco ap6s 168 horas de fermentagao.

1.2.2.1. Meios de cultivo e indu¢dao da produciao de TGase por

fermentacao submersa de linhagens de Streptomyces sp.

Os Streptomycetos sdo bactérias filamentosas, aerdbias, gram-positivas
amplamente empregadas na producao de metabdlitos, entre eles antibidticos e
enzimas (Whitaker, 1992; O’Cleirigh et al., 2005). A morfologia dessas bactérias
assemelha-se a de fungos filamentosos quando em cultivo submerso, variando
de pellets macicos a hifas suspensas (Stanbury et al.,, 2003; O’Cleirigh et al.,
2005).

As variacbes morfolégicas das culturas submersas influenciam
diretamente a producao dos metabodlitos e podem ser induzidas pelos
parametros de processo utilizados e viscosidade do meio de cultivo (Stanbury
et al, 2003; Junker et al., 2004; O’Cleirigh et al.,, 2005). Macedo et al. (2007)

observou que o meio de cultivo viscoso foi capaz de estimular a producao de
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TGase da linhagem Streptomyces sp. CBMAI-837, sendo observada a formacao
de uma massa celular densa ao invés de pellets.

A funcdo da TGase no ciclo de vida dos Streptomycetos ainda nao é
conhecida, porém ha indicios de que atue na fortificacdo dos micélios e
formacao de esporos por estas bactérias (Zotzel et al., 2003). Recentemente
Chen et al. (2012) evidenciaram que TGase esta relacionada a diferenciacdo
morfolégica da linhagem Streptomyces hygrocopcus e conseguiram elevar a
producdo da TGase prolongando a fase de diferenciacao micelial.

Bagagli e Sato (2013) evidenciaram que a produc¢do de TGase de
Streptomyces sp. CBMAI-837 foi elevada de 3,4 vezes em fermentagao submersa
ao utilizar uma estratégia com dois estagios de temperatura e agitacao, na qual
a temperatura foi reduzida de 34°C para 26°C e a agitacdo de 350 rpm para 150
rpm apos 24 horas de fermentacao.

Além das propriedades fisicas do meio e parametros de processo, os
componentes do meio de cultivo também podem influenciar a produgdo de
metabolitos pelas linhagens de Streptomyces sp. Em geral, a mimetiza¢dao do
habitat natural dessa linhagem no meio de cultivo para fermentacdao pode
proporcionar a diferenciacao celular e a produgdo de metabdlitos secundarios e

outros produtos (Chater et al., 2010).

1.2.2.1.1. Uso de produtos e subprodutos agricolas para

producao de TGase de Streptomyces sp.

Na fermentacdo submersa para obten¢do de enzimas, o custo do meio de
cultivo representa cerca de 30% dos custos de producao, sendo de grande valia
a realizacdo de estudos de otimizacdo de seus componentes bem como a
introducdo de residuos ou subprodutos industriais na sua formulagao

(Stambury et al., 1995).
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A utilizagdo de subprodutos ou residuos de agroindustrias em processos
fermentativos diversos apresenta importancia econdmica, uma vez que alia
baixos custos a elevada quantidade de proteinas e carboidratos remanescentes
nesses materiais, reduzindo, assim os custos dos meios de fermentacao.

Entre os subprodutos utilizados, pode-se citar o farelo de soja, farelo de
algodao e farelo de amendoim. O melaco também é um subproduto, com
elevado teor de carboidratos (principalmente mono e dissacarideos) e
vitaminas, que apresenta baixo custo e pode ser utilizado para o cultivo de
micro-organismos, inclusive para a produg¢do de transglutaminase (Portilla-
Rivera et al,, 2009).

Esses substratos, abundantes no Brasil, ainda sdo pouco explorados para
a obten¢do da TGase microbiana, sendo relatado na literatura a aplicacao de
subprodutos agroindustriais para producao de TGase por fermentacdo em
estado sélido de Bacillus circulans BL32 (Souza et al., 2008).

Desta forma, o estudo da aplicagdo destes subprodutos e residuos da
agroindustria brasileira pode reduzir o custo do meio de cultivo submerso para
obtenc¢do de TGase além de poder estimular a producdao uma vez que sao ricos

em nutrientes.

1.2.2.1.2. Uso da quitina nativa no meio de cultivo de

Streptomyces sp.

Streptomycetos sdao capazes de utilizar a quitina como fonte de
carboidratos e nitrogénio em seu metabolismo. A quitina é um polissacarideo
nitrogenado, insolivel, presente no exoesqueleto de artrépodes e na parede
celular de diversos fungos (Fleuri e Sato, 2005). Desta forma, os

Streptomycetos sao favorecidos em habitats contendo quitina. O uso da quitina
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nativa por estes micro-organismos é superior ao da quitina coloidal (Schrempf,
2001).

Os Streptomycetos podem metabolizar a quitina de organismos vivos
(fungos e insetos) ou residuos desses organismos presentes no meio ambiente.
O uso da quitina por essas bactérias filamentosas envolve o desenvolvimento
de um sistema extracelular complexo que envolve a producao de proteinas que
ligam a quitina e metabdlitos secunddarios, como os antibidticos, produzidos
durante a expansdo das hifas aéreas e esporulacdo (Chater et al., 2010).

Nao ha relatos na literatura do uso de quitina como substrato para obter
TGase microbiana. A TGase da linhagem Streptomyces sp. CBMAI-837 é
produzida durante o periodo estacionario de seu crescimento e a formacao
micelial favoreceu a producgdo (Bagagli, 2009). Essa similaridade com a
producao da TGase e a producao de metabdlitos secundarios e outras enzimas
por linhagens diversas de Streptomyces sp. quando em presenca de quitina
(Schrempf et al.,, 2001; Chater et al., 2010) é sugestiva de que o uso desse
polissacarideo no meio de cultivo pode favorecer a formacdo de hifas e
esporulacao da linhagem Streptomyces sp. CBMAI-837, favorecendo também a

producdo da TGase.

I.3. Material e métodos

1.3.1. Metodologias analiticas

I.3.1.1. Determinac¢do de massa celular seca

Para a determinacdo da massa celular seca, aliquotas de 2 mL do meio de
cultura foram centrifugadas a 9630 x g por 10 minutos a 5°C. O sobrenadante

foi utilizado para determinacao da atividade de transglutaminase (descrita no
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item [.3.1.2) e a massa celular foi lavada com 5 mL de agua destilada. A massa
celular foi recuperada por centrifugacdao como descrito acima. O processo de
lavagem foi repetido até que o sobrenadante nao apresentasse colora¢do. As
amostras de massa celular precipitadas foram transferidas para placas de Petri,
secas e previamente pesadas, as quais foram mantidas em estufa a 105°C até
atingir massa constante. Do valor obtido foi subtraida a massa referente ao
branco (meio de cultivo ndo inoculado submetido a mesma sequéncia de
procedimentos do tratamento das amostras). O resultado foi expresso em

gramas de massa seca por mL de meio de cultivo.

I.3.1.2. Determinacado da atividade de transglutaminase

A atividade de transglutaminase foi determinada utilizando-se o
substrato N-carbobenzoxi-L-glutaminil-glicina (CBZ-glutaminilglicina), como
descrito por GROSSOWICZ et al. (1950) e adaptado por FOLK e COLE (1966).

As misturas de 200 pL de enzima; 75 pL de solugdo de CBZ-glutaminil-
glicina (Sigma C6154-1G) 30mM; 25 pL de solugao de hidroxilamina 2M; 200
uL de tampao citrato 0,2 mol.L-* pH 6,0, foi incubada a 37°C por 1 hora. Apés a
incubacdo, foi adicionado 500 pL de reagente paralisante, composto de 1/3 de
acido tricloroacético 15%, 1/3 de HCI 2,5 mol.L-1 e 1/3 de solucao de cloreto
férrico 5% em HCI 0,1 mol.L-1 (v:v). A mistura foi centrifugada por 1 minuto e a
absorbancia do sobrenadante foi determinada a 525 nm contra o branco.

Uma unidade de atividade de transglutaminase foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para a forma¢do de 1 pumol de acido
hidroxamico por minuto. A curva padrao foi preparada com o L-acido

glutamico-y-acido monohidroxamico (Sigma G2253).
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1.3.2. Estudo da  utilizacdo de produtos e subprodutos
agroindustriais como substratos da fermenta¢cdo submersa
de Streptomyces sp. CBMAI-837 para producao de TGase em
frascos agitados.

I.3.2.1. Fermentacao submersa de Streptomyces sp. CBMAI-837

em frascos agitados para obtencao de TGase

A fermentac¢do submersa foi realizada em frascos Erlenmeyer de 250 mL
contendo 50 mL de meio de cultura. Os frascos foram inoculados com 2
cilindros de agar (4,0 g.L-1 de extrato de levedura, 10,0 g.L-1 de extrato de malte,
4,0 gLl de glicose, 20 g.L-1 de agar-agar, pH 7,0) de 1,4 cm de diametro,
recobertos com o micro-organismo Streptomyces sp. CBMAI-837, incubado a
30°C por 5 dias. Os frascos Erlenmeyer foram incubados durante 120 horas a
150 rpm. A atividade de transglutaminase foi determinada no sobrenadante do
caldo fermentado centrifugado a 9.630 x g por 10 minutos a 5°C como descrito

no item 1.3.1.2.

I.3.2.2. Selecdo de substratos com elevado teor proteico para a
fermentacao submersa de Streptomyces sp. CBMAI-837

em frascos agitados para producao de TGase

Foi avaliada a substitui¢cdo de 2,5% de farinha de soja do meio de cultivo
descrito por Macedo et al. (2007) por 2,5% de farinha de feijao branco, farinha
de feijdo Moyashi, farinha de feijdo carioca, farinha de amendoim, farelo de soja
ou farelo de algoddo como substrato para fermentacdo de Streptomyces sp.
CBMAI-837 e producao de TGase.

A producdo da TGase foi realizada em frascos Erlenmeyer agitados,

conforme descrito no item 1.3.2.1, sendo que a atividade enzimatica foi medida
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ap6s 120 horas de fermentacdo, tendo como base o meio de cultivo composto
de 2,5% de farinha de soja, 2% de amido de batata, 1% de peptona, 0,1% de
glicose, 0,4% de KH2PO4 e 0,2% de MgSO0a.

Os feijoes e amendoim foram adquiridos em mercado local, moidos em
moinho de pas e passados por peneira de 1Imm de abertura. O farelo de soja
com alto teor de proteina e farelo de algodao foram doados pela empresa
Bunge Foods S/A e foram usados diretamente para formular os meios de
cultivo. A farinha de soja torrada (Kinako) foi comprada em mercado local e
usada diretamente no meio de cultivo.

Os substratos que apresentaram valores de atividade de TGase
superiores ao encontrado no meio padrao foram selecionados para avaliagdo da

cinética de producao da TGase.

I.3.2.3. Cinética de fermentacio e producao de TGase por
Streptomyces sp. CBMAI-837 utilizando farinha de soja,
farinha de amendoim, farelo de algodao e farelo de soja

no meio de cultivo

A fermentacdo da linhagem de Streptomyces sp. CBMAI-837 foi testada
utilizando-se os meios de cultura contendo 2,5% de farinha de soja, farinha de
amendoim, farelo de soja ou farelo de algodao, 2% de amido de batata, 1% de
peptona, 0,1% de glicose, 0,4% de KH2PO4 e 0,2% de MgSO4 como descrito no
item [.3.2.1.

O acompanhamento da atividade de TGase e da massa seca de micro-
organismos foi realizado apds 28, 52, 72 102 e 144 horas de fermentacdo a

30°C. Os ensaios foram realizados em duplicata.
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1.3.2.3.1. Caracterizacdo fisicoquimica da farinha de soja,
farinha de amendoim, farelo de soja e farelo de
algodao, utilizados como substratos proteicos para

a fermentacao de Streptomyces sp. CBMAI-837

Os substratos avaliados com maior impacto na producdo da enzima
foram caracterizados quanto ao teor de proteinas, lipideos, cinzas e
carboidratos de acordo com as metodologias da AOAC (182 edicao, 2005).

O tamanho das particulas maiores e menores que 0,8 mm foram
quantificados peneirando-se 100g de cada material em peneira de mesh #20
(0,841 mm), usando como referéncia o método AOAC 965.22 (AOAC, 2010). A
peneira foi mantida sob agitacdo constante por 5 min a 3800 rpm. As particulas
retidas na peneira foram pesadas e consideradas como maiores que 0,8 mm, as
particulas que passaram pela peneira foram consideradas como menores que

0,8 mm.

I.3.2.4. Avaliacdo de melaco e glicerol como fonte de carbono no
meio de cultura para fermentagio submersa de
Streptomyces sp. CBMAI-837 em frascos agitados para
producdo de TGase

O melago e o glicerol, fontes de carbono de baixo custo, foram avaliados
como fontes de carbono para substituir a glicose e o amido de batata presentes
no meio de cultivo padrao. Foram avaliadas 1 formulacdo contendo o melago
(Meio 1) e duas formula¢des contendo o glicerol (Meios 2 e 3) descritas na
Tabela I-1. O melaco utilizado (80,1°Brix) foi fornecido por industria local e
adicionada ao meio de cultivo a fim de se adicionar 12% de sdlidos soluveis

provenientes deste componente. O glicerol utilizado foi o comercial 87% (v:v).
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A producdo da TGase foi realizada em frascos Erlenmeyer agitados,
conforme descrito no item [.3.2.1, sendo realizado o acompanhamento da
atividade enzimatica e da massa seca de micro-organismos apds 24, 48, 72,96 e

120 horas de fermentacao.

Tabela I-1- Meios de cultivo contendo melago de cana de agtcar e glicerol
para fermentacao e producao de TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837

Composicio (%)

Materiais —
Padrao Meio 1 Meio 2 Meio 3

Farinha de soja 2,5 2,5 2,5 2,5
Peptona 1 1 1 1
Amido de batata 2 0 0 0
Glicose 0,1 0 0,05 0
KH2PO4 0,4 0,4 0,4 0,4
MgS04 0,2 0,2 0,2 0,2
Me’la(;o de cana de 0 12 0 0
acucar

Glicerol 0 0 2 2

I.3.2.5. Delineamento fatorial 22 para estudo do efeito da
porcentagem de farelo de soja e glicerol no meio de
cultura para fermentacao de Streptomyces sp. CBMAI-

837 em frascos agitados

O efeito da adicdo de farelo de soja e glicerol ao meio de cultivo composto
de 1% de peptona, 0,4% de KH2PO4 e 0,2% de MgS04 para produc¢do de TGase
de Streptomyces sp. CBMAI-837 foi estudado através de um delineamento
fatorial 22 com 3 repeticdes no ponto central e 4 pontos axiais. A Tabela I-2

apresenta os niveis estudados para cada substrato.
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Tabela I-2 - Ensaios do delineamento fatorial 22 para estudo do efeito da
quantidade de farelo de soja e glicerol no meio de cultivo para
fermentacao de Streptomyces sp. CBMAI-837 e producao de TGase.

Variaveis Niveis
-1,41 -1 0 +1 +1,41
%(m:v) Farelo de soja 2,50 2,90 4,00 6,10 5,50
% (m:v) Glicerol 87% 0,50 0,94 2,00 3,06 3,50

As fermentagdes foram realizadas em frascos Erlenmeyer de 250 mL
contendo 50 mL de meio de cultivo conforme descrito no item [.3.2.1. Amostras
foram coletadas apos 48, 72, 96 e 120 horas de fermentacgao, centrifugadas e a
atividade de TGase foi determinada conforme descrito no item 1.3.1.1.

O delineamento fatorial foi analisado utilizando o software Statistica 7

(Statsoft, Inc.) com 90% de significancia.

I.3.2.6. Delineamento fatorial 22 para estudo do efeito da
porcentagem de farelo de algodao e glicerol no meio de
cultura para fermentaciao de Streptomyces sp. CBMAI-

837 em frascos agitados

O efeito da adicdao de farelo de algodao e glicerol no meio de cultivo
composto de 1% de peptona, 0,4% de KH2PO4 e 0,2% de MgS04 para producao
de TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 foi estudado através de um
delineamento fatorial 22 com 3 repeti¢oes no ponto central e 4 pontos axiais. A

Tabela I-3 apresenta os niveis estudados para cada substrato.
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Tabela I-3 - Ensaios do delineamento fatorial 22 para estudo do efeito da
quantidade de farelo de algodao e glicerol no meio de cultivo para
fermentacao de Streptomyces sp. CBMAI-837 e producao de TGase.

Variaveis Niveis
-1,41 -1 0 +1 +1,41
% (m:v)Farelo de algodio 1,50 1,90 250 310 350
% (m:v)Glicerol 87% 1,50 1,90 2,50 3,10 3,50

As fermentagdes foram realizadas em frascos Erlenmeyer de 250 mL
contendo 50 mL de meio de cultivo conforme descrito no item [.3.2.1. Amostras
foram coletadas apos 48, 72, 96 e 120 horas de fermentacao, centrifugadas e a
atividade de TGase foi determinada conforme descrito no item 1.3.1.1.

O delineamento fatorial foi analisado utilizando o software Statistica 7

Statsoft, Inc.) com 90% de significancia.
g

1.3.3. Avaliacdo do uso de quitina no meio de cultura para
fermentacao de Streptomyces sp. CBMAI-837 em frascos
agitados para producao de TGase

Foi avaliado o efeito da adi¢do de 1% de quitina nativa (Sigma C9213)
no meio de cultura padrao (composto de 2,5% de farinha de soja, 2% de
amido de batata, 1% de peptona, 0,1% de glicose, 0,4% de KH2PO4 e 0,2% de
MgS04) na fermentagdo submersa de Streptomyces sp. CBMAI-837 e producao
de transglutaminase.

A fermentacdo foi realizada em frascos agitados como descrito no item
[.3.2.1. Amostras foram retiradas apés 28, 52, 72, 102 e 144 horas de
fermentacdo para determinacdo da atividade de TGase e de crescimento

microbiano conforme descrito nos itens 1.3.1.2 e .3.1.1, respectivamente.
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I.4. Resultados e discussoes

I.4.1. Estudo da  utilizacdo de produtos e subprodutos
agroindustriais como substratos para fermentacao submersa
de Streptomyces sp. CBMAI-837 em frascos agitados para
producdo de TGase

1.4.1.1. Selecdo de substratos com elevado teor proteico para
fermentacao de Streptomyces sp. CBMAI-837 em frascos

agitados para producao de TGase

A Figura I-2 apresenta as atividades de TGase bem como os desvios
padroes de cada amostra e intervalos de confiangca para o teste de Tukey
utilizado para comparar as médias (95% de confianga) obtidas ap6s 120 horas
de fermentacao da linhagem de Streptomyces sp. CBMAI-837 em diferentes
meios de cultura contendo 2,5% farinha de soja, farinha de amendoim, farelo de
algodao ou farelo de soja, 2% de amido de batata, 1% de peptona, 0,1% de
glicose, 0,4% de KH2PO4 e 0,2% de MgSOa.
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Farelo de algodao —
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Farinha de amendoim 4 —

Farinha de Soja (meio
padrao)

0,0 0,2 0,4 0,6 08 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8
Atividade de Tgase (U.mL1)

Intervalo de confianca + Média

Figura I-2 - Atividade de transglutaminase obtida pela fermentacao de
Streptomyces sp. CBMAI-837 utilizando meios de cultura contendo
diferentes substratos.

De acordo com os resultados obtidos, foi verificado que o uso de 2,5% de
farinha de amendoim ou 2,5% de farelo de soja no meio de cultivo para a
fermentacdo submersa da linhagem de Streptomyces sp. CBMAI-837
proporcionaram valores de atividade de TGase (1,45+0,12 UmL! e 1,41+0,22
U.mL-1, respectivamente) significativamente superiores ao valor obtido para o
meio de cultivo padrao contendo 2,5% de farinha de soja (0,48+0,01 U.mL1)
ap6s 120 h de fermentacao. A adicao de 2,5% de farelo de algodao ao meio de
cultivo apresentou producao de atividade de TGase consideravel (0,84+0,13
U.mL1), porém ndo foi possivel distinguir estatisticamente a produc¢do de
enzima neste meio de cultivo evno meio padrdao apés 120 horas de
fermentacao.
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As atividades de TGase obtidas utilizando-se 2,5% de farinha de feijao
branco (0,49+0,10 U.mL!) ou 2,5% de farinha de feijao carioca (0,41+0,09
U.mL-1), no meio de cultura submerso, nao foram estatisticamente diferentes da
atividade determinada para meio padrdo. A atividade obtida com a adicdo de
2,5% de farinha de feijao moyashi (0,28+0,02 U.mL-1) em substituicao a farinha
de soja apresentou resultados significativamente inferiores. Desta forma, esses
substratos ndo foram utilizados nos estudos seguintes, uma vez que 0 seu uso
apenas se justificaria em caso de elevada produc¢do da enzima em relacdo a
farinha de soja.

0 desvio padrao encontrado nas fermentagdes realizadas com o farelo de
soja foi elevado, embora tenha sido possivel diferenciar estatisticamente este
substrato dos demais. O farelo de soja apresenta tamanhos de particulas
variados e os mesmos nao foram padronizados para emprego na fermentacao, o
que dificulta a distribuicao destas particulas de forma homogénea entre os
frascos Erlenmeyers onde a fermentacdo foi realizada. De forma similar, o
farelo de algodao apresenta particulas aglomeradas pela fibra residual de
algodao, dificultando a distribuicdo homogénea das particulas nos diferentes
recipientes, embora, visualmente, tenha-se tentado manter a quantidade de

particulas iguais entre os frascos.

1.4.1.1.1. Cinética de fermentacido e producio de TGase pela
linhagem Streptomyces sp. CBMAI-837 utilizando-se
farinha de amendoim, farelo de soja, farelo de

algodao ou farinha de soja no meio de cultura

A cinética de crescimento do micro-organismo e produgdo de
transglutaminase pela linhagem Streptomyces sp. CBMAI-837 foi testada como

descrito no item 1.3.2.3. A Figura I-3 apresenta a cinética de crescimento
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microbiano e de producdo da enzima TGase (valores médios) pela fermentacao
submersa de Streptomyces sp. CBMAI-837 em meios de cultivo contendo 2,5%
de farinha de soja, farinha de amendoim, farelo de soja ou farelo de algodao, 2%
de amido de batata, 1% de peptona, 0,1% de glicose, 0,4% de KH2PO4 e 0,2% de
MgSO04 no periodo entre 28 e 144 horas de fermentacao.

As letras sobre os pontos dos graficos sdo referentes aos resultados do
teste de Tukey (95% de confianca) utilizado para comparar os respectivos

valores de cada cinética entre si.
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Figura I-3 - Cinética de crescimento microbiano e de producdo da
transglutaminase de Streptomyces sp. CBMAI-837 por fermentacao
submersa utilizando farinha de soja, farinha de amendoim, farelo de soja
e farelo de algodao no meio de cultivo. Crescimento microbiano (linha
pontilhada); Atividade de TGase (linha sdlida).
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A producdo de transglutaminase pela linhagem de Streptomyces sp.
CBMAI-837 em meio de cultura contendo 2,5% de farelo de soja (1,61+0,12
U.mL-1) foi cerca de 2,8 vezes a obtida no meio de cultura contendo 2,5% de
farinha de soja ap6s 72 horas de fermentacao.

0 uso da farinha de amendoim no meio de cultivo possibilitou a obtencao
de atividade enzimatica de 1,11 * 0,26 U.mL-l, no entanto este valor foi
observado apenas apds 144 horas de fermentacdo. Com o uso do farelo de
algoddao na composi¢cdo do meio de cultivo, a maxima atividade de TGase foi
obtida ap6s 52 horas de fermentacdo sendo observada atividade de 1,79 + 0,12
U.mL1, valor 3,2 vezes superior ao obtido para o meio padrao.

A cinética de crescimento do micro-organismo em meio padrdao e em
meio contendo farelo de soja, de forma analoga ao perfil cinético de producao
da enzima, foram similares, sendo que apos 28 horas o micro-organismo ja
alcancou a fase estacionaria. Nao foi observada diferenca estatistica entre os
tempos de fermentagdo para ambos os substratos. Com o uso da farinha de
amendoim, o micro-organismo apresentou um pequeno crescimento entre 28 e
76 horas de fermentacao e apoOs este periodo a massa seca comegou a decair.
Para o meio de cultivo contendo farelo de algodao também foi observado
aumento de massa seca entre 28 e 52 horas de fermentacao, sendo que este
valor diminuiu rapidamente ap6s 76 horas de fermentacao.

As Figura I-4 (A) e (B) apresentam, respectivamente, as atividades
médias maximas e os valores médios de produtividade maxima da enzima
TGase obtida da fermentagdo de Streptomyces sp. CBMAI-837 nos diferentes
meios de cultivo avaliados, bem como, os desvios padrdes e intervalos de
confianga para o teste de Tukey utilizado para comparar as médias com 95% de
confianca. A produtividade da enzima foi considerada como a razdo entre a
atividade de TGase por mL de caldo fermentado e o tempo de fermentagao em

horas.
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Figura I-4 - (A) Atividades médias de TGse maximas e (B) produtividades
médias maximas de TGase obtidas na fermentagdo submersa da linhagem
Streptomyces sp. CBMAI-837 em meios de cultura contendo diferentes
fontes de proteinas.

O meio de cultivo contendo farelo de algoddo apresentou maxima
atividade enzimatica superior ao meio padrdo contendo farinha de soja
(1,79+0,13 e 0,57+£0,08U.mL"1, respectivamente) bem como proporcionou o
aumento da produtividade de 337% , seguido pelo meio de cultivo contendo o
farelo de soja (aumento de 183%). Esses dois substratos sao gerados pela
industria de Odleos vegetais, sendo comercializados a baixos custos como
subprodutos ou residuos agroindustriais. Desta forma o farelo de algodao e o
farelo de soja sdo alternativas vantajosas para a producdo de TGase por
fermentacao, considerando-se o preco de cada substrato na Figura I-5.
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Farelo de algodao R$ 0,60

Farelo de soja R$ 0,81

Farinha de soja integral R$ 1,72

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50
R$/kg de produto

Figura I-5 - Preco por kg da farinha de soja, farelo de soja e farelo de
algodao. Fonte: Cerealista Sdo José

Desta forma a substituicdao de 25 g.L-1 de farinha de soja por 25 g.L-1 de
farelo de algodao no meio de cultivo submerso da linhagem Streptomyces sp.
CBMAI-837 proporcionou a redug¢do de 65% no custo do substrato, o que
reflete reducao de cerca de 2% no custo total do meio de cultivo, além do

aumento da produtividade de 260%.

1.4.1.1.2. Caracterizacdo dos substratos proteicos e
correlacio com a producio da TGase de

Streptomyces sp. CBMAI-837

A Tabela I-4 apresenta a composicio centesimal (proteinas,
carboidratos, lipideos, cinzas e umidade) dos substratos farinha de soja,

farinha de amendoim, farelo de soja e farelo de algodao.

Tabela I-4 - Teor de proteinas, lipideos, carboidratos e cinzas da farinha
de soja, farinha de amendoim, farelo de soja e farelo de algodao
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Substrato Proteinas Carboidratos Lipideos Cinzas Umidade

(%) (%) (%) (%) (%)
Farlnl.la de 38 44 30,36 21,53 4,75 4,92
soja
Farinha .de 28,29 18,90 4443 2,33 6,05
amendoim
Farelo de soja 49,24 31,53 1,40 5,90 Lo
algodao

Na literatura, ha poucos relatos sobre o uso de substratos com elevado
teor proteico para producao de TGase por fermentacao submersa, no entanto,
Nagy e Szakacs (2008) estudaram a producao de TGase por diversas linhagens
de Streptomyces sp., em meio de cultivo em estado sélido, utilizando como
substrato leguminosas e cereais sendo que as maiores atividades enzimaticas
foram obtidas nas fermentacbes realizadas com substratos com os maiores
teores de proteina, como o feijao vermelho.

A Tabela I-5 apresenta a percentagem de particulas maiores e menores

que 0,8 mm presente em cada substrato proteico avaliado.

Tabela I-5 - Percentagem de particulas maiores e menores que 0,8mm
presentes na farinha de soja, farinha de amendoim, farelo de algodao e
farelo de soja

Tamanho %
da particula Farinha Farinha Farelode Farelo
de soja de algodao de soja
amendoim
> 0,8 mm 0 0 83,5 72,9
< 0,8 mm 100 100 16,5 27,1

A Figura I-6 (A-D) ilustra a aparéncia visual dos substratos farinha de
soja, farinha de amendoim, farelo de algodao e farelo de soja utilizados no meio
de cultura para fermentacdo submersa da linhagem Streptomyces sp. CBMAI-

837 para producao de TGase.
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0 (D)

Figura I-6 - (A) Farinha de soja; (B) Farinha de amendoim; (C)Farelo de
algodao (D) Farelo de soja.

A farinha de amendoim contem alto teor de lipideos (44,3%) e baixa
quantidade de carboidratos (19,9%) em relacao aos demais substratos. Esses

fatos podem ter interferido na produtividade da TGase de Streptomyces sp.
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CBMAI-837, em que a maxima atividade foi encontrada apds 144 horas de
fermentacao.

Entre os substratos avaliados, o farelo de algodao (25,9% de proteina)
ndo apresentou a maior percentagem de proteinas entre os substratos
avaliados, no entanto apresentou elevada quantidade de carboidratos (55,8%),
gralumetria com 83% das particulas acima de 0,8mm e foi obtida maior
produtividade de TGase (0,034+0,002 U.mL-1.h-1) quando utilizado no meio de
cultivo. Estes fatores aliados podem contribuir para os bons resultados
observados na fermentagdo com este substrato. O farelo de soja também
apresenta tamanho de particulas grandes, porém nao fibrosas. O estudo da
influéncia da granulometria na producdo de TGase de Streptomyces sp. CBMAI-
837 pode ser um trabalho futuro que aprimore o entendimento dos fatores que

promovem o crescimento do micro-organismo para producao desta enzima.

1.4.1.2. Utilizacao de melaco de cana-de-agucar e glicerol como
fonte de carbono no meio de cultura para fermentacao
de Streptomyces sp. CBMAI-837 em frascos agitados para
producdo de TGase

A Figura I-7 ilustra a cinética de producao de TGase pela linhagem
Streptomyces sp. CBMAI-837, nos meios de cultura 1, 2, 3 e padrdao com a
composicdo descrita na Tabela I-1, bem como os desvios padroes. As letras
sobre os pontos das curvas referem-se ao resultado do teste de Tukey (95% de
confianga) utilizado para comparar os respectivos valores de cada cinética

entre si.
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Figura I-7 - Cinética da atividade de TGase e crescimento celular da
linhagem Streptomyces sp. CBMAI-837 nos meios de cultivo 1, 2,3 e
padrao. Crescimento microbiano (linha pontilhada); Atividade de TGase

(linha sélida).

As atividades médias maximas de TGase obtidas com os meios de cultivo

com a fonte principal de carbono modificada foram significativamente

superiores a atividade de TGase determinada no meio padrao (contendo glicose

e amido de batata como fontes principais de carboidratos), como pode ser

observado na Figura I-8 (A). Nao houve diferenca significativa entre o Meio 1

(12% de melago), Meio 3 (2% glicerol) e o Meio 2 (0,5% glicose e 2% de

glicerol) quanto a maxima atividade média de TGase. A Figura I-8 (B)

apresenta os resultados da comparagdo estatistica entre as maximas

produtividades médias da produ¢do da TGase em cada meio avaliado. Nao

houve diferenca significativa, a 95% de confianc¢a, entre as produtividades
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obtidas nos Meios 2 e 3, no entanto o Meio 1 apresentou produtividade inferior
devido ao fato da maior atividade ter sido atingida, em média, 24 horas apés o

pico de atividade observado nos meios formulados com glicerol.

| A
Padrao e
Meio 3 7 Fed
Meio 2 7 —e—i
Meio 1 7 —e—i
|

0,0 0,2 04 06 08 1,0 1,2 1,4 16 18
Maxima atividade de TGase (U.mL")

Padrao Fe-
Meio 3 7 bl
Meio 2 7 e
Meio 1 7 —e—i

|

0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,030 0,035
Maxima produtividade maxima (U.mL-1.h'1)

Intervalo de confianga e Média

Figura I-8 - (A) Atividades médias maximas de TGase e (B)
Produtividades médias maximas de TGase obtidas na fermentac¢io da
linhagem Streptomyces sp. CBMAI-837 nos meios de cultura 1, 2,3 e
padrao, no estudo de substituicao da fonte de carbono do meio padrao.
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Os resultados apresentados indicam que a adicao de 2% de glicerol pode
substituir a glicose (0,1%) e o amido de batata (2%) presentes no meio de
cultivo padrao, elevando a atividade maxima obtida durante a fermentacao
submersa da linhagem Streptomyces sp. CBMAI-837 em 0,94 U.mL! (167%) e
aumentando a produtividade do processo em 257%. Esse resultado é positivo
para a reducdo dos custos relativos ao meio de cultivo para fermentagdao uma
vez que o glicerol apresenta custo inferior a glicose e ao amido.

O melaco de cana-de-agticar também é uma alternativa em relacdo as
fontes de carbono glicose e amido do meio de cultivo padrado, uma vez que é um
subproduto abundante, e com producdo crescente, gerado pelas industrias
sucroalcoleiras (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, 2007). A

Figura I-9 ilustra os precos estimados para as fontes de carbono estudadas.

Amido de barare | s <o
clicose | o
Glicerol (90% de pureza) _ R$ 0,80

Melago | 0,01

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50
R$/kg de produto

Figura I-9 - Preco por kg do melaco de cana de agucar liquido, glicerol
90% de pureza, glicose anidra, amido de batata. Fonte: EGC Reliant

Macedo et al. (2007), utilizando a linhagem Streptomyces sp. CBMAI-837,
avaliaram o melaco de cana de agtucar como fonte de carbono, comparando a
producdo de TGase em meio contendo amido de batata e glicose apds 120 horas

de fermentac¢do a 30°C e 100 rpm, no qual observaram que o meio composto
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por 2% de amido de batata e 0,2% de glicose apresentaram atividade de TGase
superiores em relacdo ao meio composto por 2% (20 g.L-1) de melaco de cana
de agucar.

O uso de melaco de cana de agucar na producdo de TGase microbiana é
pouco descrito na literatura, no entanto, Rivera et al. (2009) avaliaram o uso de
melaco e glicerol na producao de TGase de Streptoverticillium ladakanum NRRL
3191. Os autores verificaram que o uso de melaco e de glicerol na concentragao
de 60 g de agucares totais/L de meio proporcionou a obtenc¢ado de atividade de
TGase de 0,24 U.mL-1 e 0,25 U.mL-! respectivamente. A mistura das duas fontes

de carbono proporcionou a producao de 0,46 U.mL-! de atividade de TGase.

1.4.1.3. Delineamento fatorial 22 para estudo dos efeitos da
concentracdao de farelo de soja e de glicerol no meio de
cultura para fermentacao de Streptomyces sp. CBMAI-

837 em frascos agitados

Foi realizado um delineamento fatorial 22, com triplicata no ponto
central a fim de estudar os efeitos da concentracao de farelo de soja e de
glicerol no meio de cultivo para fermentacdo de Streptomyces sp. CBMAI-837
para producdo de TGase. A Figura I-10 apresenta a cinética de producao da

enzima para cada ensaio do delineamento fatorial.
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Figura I-10 - Cinética de producao da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-
837 por fermentacao utilizando meio de cultivo contendo farelo de soja e
glicerol. (A) ensaios do delineamento fatorial 22, (B) ensaios dos pontos
centrais.

0 modelo linear foi avaliado apds 72 e 96 horas de fermentagdo uma vez

que muitos dos ensaios atingiram o pico de atividade de TGase nesses tempos

de fermentacgao.
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A Tabela I-6 apresenta os efeitos de cada variavel e sua interacdo apos

72 horas de fermentacao.

Tabela I-6 - Efeitos das variaveis percentagem de farelo de soja e glicerol
no meio de cultivo para produc¢ao de TGase ap6s 72 horas de fermentacao
de Streptomyces sp. CBMAI-837 - modelo linear.

. Erro
Fatores Efeito padrio t(3) p-valor
Média* 0,333 0,003 116,69 <0,01
Farelo de soja(L)* -0,116 0,008 -15,43 <0,01
Glicerol(L)* 0,126 0,008 16,65 <0,01
Farelo de soja x 0,011 0,008 1,47 0,28
Glicerol
R2=0,24

* Efeitos significativos

Os termos lineares foram significativos (p-valor<0,1) enquanto que a
interacao nao foi significativa. O coeficiente de regressao foi baixo, sendo o
modelo linear capaz de representar apenas 24% da variabilidade experimental.
A ANOVA do modelo linear, apresentada na Tabela I-7, confirma que este
modelo nao € significativo com 90% de confianga, sendo a falta de ajuste
significativa (Fcalculado> Ftabelado) € a regressdao nao significativa (Fcaiculado<

Ftabelado)-
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Tabela I-7 - Analise de variancia (ANOVA) do modelo linear proposto
para a produc¢ao de TGase em meio de cultivo contendo farelo de soja e
glicerol apds 72 horas de fermentacao.

Somados Grausde Soma dos
Fatores uadrados liberdade 9924rados Faicuado Fabetado
9 médios
Regressao 0,029 3 0,010 032 oy
Residuo 0,092 3 0,031 ' '
Falta de ajuste* 0,092 1 0,092 160945 853
Erro puro 0,001 2 <0,001 ' '
Total 0,121 6 0,020
R2=0,21

* Termos significativos

A andlise da curvatura do modelo linear foi significativa a 90% de

confianca. Desta forma o modelo quadratico foi avaliado, sendo adicionados 4

experimentos adicionais (pontos axiais), cuja cinética se encontra na Figura

I-11.
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Figura I-11 - Cinética de producao da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-
837 utilizando meio de cultivo contendo farelo de soja e glicerol - Pontos
axiais para compor o modelo quadratico apds 72 horas de fermentacgao.

Os efeitos foram recalculados utilizando os pontos axiais (experimentos

8,9,10 e 11) e sdo apresentados na Tabela I-8.
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Tabela I-8 - Efeitos das variaveis percentagem de farelo de soja e glicerol
no meio de cultivo para producao de TGase de Streptomyces sp. CBMAI-
837 apods 72 horas de fermenta¢ido - modelo quadratico.

Erro

Fatores Efeito ~ t(6) p-valor
padrao
Média* 0,464 0,004 106,67 <0,01
Farelo de soja(L)* -0,192 0,005 -36,02 <0,01
Farelo de soja(Q)* -0,186 0,006 -29,17 <0,01
Glicerol(L)* 0,068 0,005 12,72 0,01
Glicerol(Q)* -0,326 0,006 -51,24 <0,01
Farelo de soja x 0,011 0,008 1,47 0,28
Glicerol
Rz=0,91

* Termos significativos

Com excecdo da interacao, todos os fatores foram significativos com 90%
de confianca. O coeficiente de regressao foi elevado, sendo o modelo quadratico
capaz de representar 91% da varia¢ao experimental. A

Equacdo I-1 ilustra o modelo quadratico codificado composto apenas

por termos significativos (FS representa o farelo de soja e GL o glicerol).

A= 0464 — 0,096 F5— 0,093 Fs? 4 0,093 GL — 0,163 GL?
(+0,004)  (+0,003) {+0,003) {+0,003) {+0,003)

Equacao I-1

A ANOVA do modelo quadratico constando apenas de termos

significativos pode ser observada na Tabela I-9.
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Tabela I-9 - Analise de variancia (ANOVA) do modelo quadratico proposto
para a produc¢do de TGase em meio de cultivo contendo farelo de soja e
glicerol apds 72 horas de fermentacao.

Soma dos
Fatores Somados  Graus de uadrados F F
quadrados liberdade 9 caleulado - Ttabelado

médios
Regressao* 0,245 4 0,061
15,53 3,18
Residuo 0,024 6 0,004
Falta de ajuste* 0,024 4 0,006
103,46 9,24
Erro puro 0,001 2 <0,001
Total 0,268 10 0,027
R2=0,91

* Termos significativos

A regressdao do modelo quadratico proposto foi significativa a 90% de
confianga (Fcalculado™> Frabelado), N0 entanto o modelo apresentou falta de ajuste.
Considerando-se que o coeficiente de correlagdo multipla foi elevado (0,91), o
modelo foi considerado suficiente para prever a percentagem de farelo de soja
e glicerol para se obter resultados otimizados de atividade de TGase pela
fermentacdo de Streptomyces sp. CBMAI-837. As curvas de contorno que
relacionam a influéncia dos parametros estudados na atividade enzimatica

estdo ilustradas na Figura I-12.
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Figura I-12 - Curvas de contorno para o estudo do efeito da percentagem
de glicerol e de farelo de soja no meio de cultura para a producao de
TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 apds 72 horas de fermentacao.

Desta forma, o meio de cultura estudado (1% de peptona, 0,4% de
KH2PO4 e 0,2% de MgS04) deve ser adicionado de 3% de farelo de soja e 2 % de
glicerol, a fim de se obter melhores resultados de atividades de TGase no tempo

de fermentac¢do de 72 horas.

Para a analise do delineamento fatorial apds 96 horas de fermentacado o
modelo linear nao foi significativo a 90% de confianca e, de forma analoga ao
ocorrido para 72 horas de fermentacdo, a curvatura foi significativa. Desta
forma, o modelo quadratico foi analisado. A Tabela I-10 apresenta os efeitos da
percentagem de farelo de soja e glicerol no meio de cultivo para obtencdo da

enzima ap6s 96 horas de fermentacao.
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Tabela I-10 - Efeitos das variaveis percentagem de farelo de soja e de
glicerol no meio de cultura na producao de TGase de Streptomyces sp.
CBMAI-837 ap6s 96 horas de fermentacao - modelo quadratico

Erro

Fatores Efeito ~ t(6) p-valor
padrao
Média 0,264 0,013 20,84 <0,01
Farelo de soja(L) -0,010 0,016 -0,63 0,59
Farelo de soja(Q)* 0,102 0,019 5,52 0,03
Glicerol(L)* 0,269 0,016 17,30 <0,01
Glicerol(Q) -0,028 0,019 -1,50 0,27
Farelo de soja x -0,034 0,022  -1,56 0,26
Glicerol
Rz=0,93

* Termos significativos

Observou-se que apenas o termo quadratico da percentagem de farelo de
soja e o linear da percentagem de glicerol foram significativos (p-valor < 0,1). A
Equacao I-2 apresenta o modelo quadratico codificado composto pelos termos

significativos.

A= 0,251 + 0,055 F§?+ 0,134 GL
(+0.009) (+0.009) (+0.008)

Equacao I-2

A Tabela I-11 apresenta a andlise de variancia para o modelo proposto.
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Tabela I-11- Analise de variancia (ANOVA) do modelo quadratico
proposto para a producao de TGase em meio contendo farelo de soja e
glicerol apods o tempo de fermentacdo de 96 horas.

Soma dos
Fatores Somados  Graus de uadrados F F
quadrados liberdade 9 caleulado - Ttabelado

médios
Regressao* 0,163 2 0,081
46,62 3,11
Residuo 0,014 8 0,002
Falta de ajuste 0,013 6 0,002
4,50 9,33
Erro puro 0,001 2 <0,001
Total 0,176 10 0,018
R2=0,92

* Termos significativos

A regressao do modelo foi significativa e ndao houve falta de ajuste
significativa a 90% de confianga. O coeficiente de correlacio multipla foi
elevado, sendo capaz de representar 92% das variacdes experimentais. As
curvas de contorno que relacionam a influéncia dos parametros estudados na
atividade enzimatica apds 96 horas de fermentacado estdo ilustradas na Figura

I-13.
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Figura I-13 - Curvas de contorno para o estudo do efeito da percentagem
de glicerol e de farelo de soja no meio de cultura para a producao de
TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 ap6s 96 horas de fermentacao.

Ap6s 96 horas de fermentagdo, elevados niveis de glicerol resultaram em
maiores atividades de TGase. Quanto a percentagem de farelo de soja, existem
dois pontos opostos que podem gerar bons resultados. Foi observado maior
atividade de TGase no Experimento 3 (2,9% de farelo de soja; 3,1% de glicerol).
Desta forma, priorizando o valor da atividade final obtida, a quantidade de
glicerol a ser adicionada ao meio de cultivo deve estar em torno de 3,2% e a
quantidade de farelo de soja em torno de 3% (a menor concentracdo permite
menor custo do meio de cultivo). Estes resultados sdo préximos aos obtidos
para o tempo de fermentacdo de 72 horas, no entanto a atividade enzimatica
obtida apds 96 horas de fermentacao foi superior.

A atividade maxima de TGase obtida nos ensaios do delineamento
fatorial, com pontos centrais e axiais, foram inferiores aqueles obtidos com os

meios de cultivo com adicdo de farelo de soja ou glicerol separadamente, no
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entanto, os valores foram préximos aos obtidos utilizando-se o meio de cultivo

padrao.

1.4.1.1. Delineamento fatorial 22 para estudo do efeito da
porcentagem de farelo de algodao e glicerol no meio de
cultura para fermentacao de Streptomyces sp. CBMAI-

837 em frascos agitados

Foi realizado um delineamento fatorial 2%, com triplicata no ponto
central a fim de estudar os efeitos da percentagem de farelo de algodao e de
glicerol no meio de cultivo fermentacdo de Streptomyces sp. CBMAI-837 para
producdo de TGase. A Figura I-14 apresenta a cinética de producdo da enzima

para cada ensaio do delineamento fatorial.
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Figura I-14 - Cinética de producao da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-
837 por fermentacao utilizando meio de cultivo contendo farelo de
algodao e glicerol. (A) ensaios do delineamento fatorial 22, (B) ensaios dos

pontos centrais.

0 modelo linear foi avaliado ap6s 72 e 96 horas de fermentacdo uma vez

que muitos dos ensaios atingiram o pico de atividade de TGase nesses tempos

de fermentacao.
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A Tabela I-12 apresenta os efeitos de cada variavel e sua intera¢do apds

72 horas de fermentacao.

Tabela I-12 - Efeitos das variaveis percentagem de farelo de algodao e
glicerol no meio de cultivo para producao de TGase apds 72 horas de
fermentacao de Streptomyces sp. CBMAI-837- modelo linear.

. Erro
Fatores Efeito padrio t(3) p-valor
Média 0,366 0,009 43,19 <0,01
Farelo de algodao(L) 0,002 0,022 0,08 0,94
Glicerol(L) -0,041 0,022 -1,814 0,21
Farelo de algodao x -0,295 0,022 -13,14 0,005
Glicerol*
Rz=10,93

* Termos significativos

No modelo linear, como a interacdo entre os termos quantidade de
glicerol e quantidade de farelo de algodao foi fortemente significativa, todos os
termos foram considerados no modelo (Box et al, 1978). A Tabela 1-13
apresenta a analise de variancia para modelo linear proposto e a equagao do

modelo.
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Tabela I-13 - Analise de variancia (ANOVA) do modelo linear proposto
para a produc¢do de TGase em meio contendo farelo de algodao e glicerol
apos o tempo de fermentacio de 72 horas.

Soma dos
Fatores Somados  Graus de uadrados F F
quadrados liberdade 9 caleulado - Ttabelado

médios
Regressao* 0,089 3 0,029
8,11 5,39
Residuo 0,011 3 0,004
Falta de ajuste* 0,010 1 0,010
19,70 8,53
Erro puro 0,001 2 <0,001
Total 0,099 6 0,017
R2=0,89

* Termos significativos

Observou-se pela analise de variancia que o modelo linear apés 72 horas
de fermentacdao apresentou regressao significativa (Fcaiculado™ Frtabelado) porém
com falta de ajuste do modelo significativa (Fcaiculado™> Frabelado). O coeficiente de
regressao foi de 0,89, indicando que o modelo representa 89% da variacao
experimental. Desta forma, para este tempo de fermentacao a quantidade de
farelo de algodao e glicerol adicionadas ao meio de cultivo para otimizar a
producdo da enzima deveria ser alterada, reduzindo-se a quantidade de farelo
de algodao e elevando-se a quantidade de glicerol. No entanto, o modelo foi

avaliado para o tempo de fermentacao de 96 horas.

A Tabela I-14 contém a analise dos efeitos calculados para cada variavel

apo6s 96 horas de fermentacao.
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Tabela I-14 - Efeitos das variaveis percentagem de farelo de algodao e de
glicerol no meio de cultura para a producio de TGase apds 96 horas de
fermentacao fermentacio submersa de Streptomyces sp. CBMAI-837--
modelo linear

. Erro
Fatores Efeito padrio t(3) p-valor
Média 0,470 0,005 93,93 <0,01
Farelo de algodao(L)* -0,002 0,013 -0,12 0,91
Glicerol(L) -0,183 0,013 -13,80 0,01
Farelo de algodao x 0,009 0,013 0,71 0,55
Glicerol
Rz =0,92

* Termos significativos

No modelo linear, apenas o termo percentagem de glicerol foi
significativa e seu efeito sobre a atividade de TGase foi negativo. A analise da
curvatura do modelo linear indicou que esta foi significativa a 90% de
confianga, assim, os pontos axiais foram incluidos na andlise de um modelo
quadratico. Desta forma, 4 pontos axiais foram experimentados e suas cinéticas

estdo ilustradas na Figura I-15.
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Figura I-15 - Cinética de producao da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-
837 utilizando meio de cultivo contendo farelo de algodao e glicerol -
Pontos axiais para compor o modelo quadratico apos 96 horas de
fermentacao.

Os efeitos foram recalculados utilizando os pontos axiais (experimentos

8,9,10 e 11) e sdo apresentados na Tabela I-15.

Tabela I-15 Efeitos das variaveis percentagem de farelo de algodao e de
glicerol no meio de cultura para a produc¢ao de TGase ap6s 96 horas de
fermentacao de Streptomyces sp. CBMAI-837- modelo quadratico

Erro

Fatores Efeito ~ t(6) p-valor
padrao
Média* 0,4479 0,0076 58,56 <0,01
Farelo de algodao(L)* 0,1748 0,0094 18,63 <0,01
Farelo de soja(Q)* 0,2858 0,0112 25,53 <0,01
Glicerol(L)* -0,0887 0,0094 -9,45 0,01
Glicerol(Q)* -0,0798 0,0112 -7,12 0,02
Farelo de algodao x 0,0094 00132 0,71 0,55
Glicerol
R2=0,67

* Termos significativos
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Apenas a interacdo entre as variaveis independentes nao foram
significativas. A ANOVA do modelo composto apenas de termos codificados

significativos pode ser observada na Tabela I-16.

Tabela I-16 - Analise de variancia (ANOVA) do modelo quadratico
proposto para a producao de TGase em meio contendo farelo de algodao e
glicerol apods o tempo de fermentacao de 96 horas.

Soma dos
Fatores Somados  Graus de uadrados F F
quadrados liberdade 9 caleulado - Ttabelado

médios

Regressao 0,2316 4 0,0579
3,08 4,53

Residuo 0,1129 6 0,0188

Falta de ajuste 0,1126 4 0,0281
160,37 19,25

Erro puro 0,0004 2 0,0002

Total 0,3446 10 0,0345

R2=0,67

* Termos significativos

De forma similar ao observado para o modelo ap6s 72 horas de
fermentacdo, o modelo quadratico para 96 horas de fermentacdo apresentou
falta de ajuste e a regressao nao foi significativa a 90% de confianca. Desta
forma, o modelo ndo é indicado para previsio dos valores 6timos da
quantidade de farelo de algodao e glicerol para producio de TGase de
Streptomyces sp. CBMAI-837.

Desta forma, dentro dos niveis avaliados para quantidade de farelo de
algodao e glicerol adicionados no meio de cultivo, nao foi possivel encontrar um
ponto Otimo entre eles. Ao observar os experimentos individualmente,
observou-se que o experimento 9, composto de 3,50% de farelo de algodao e
2,5% de glicerol foi o que gerou a maior atividade de TGase (0,81 U.mL1)

podendo ser uma orientacdo para novos estudos de otimizacgao.
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Ao se avaliar os resultados apos 72 e 96 horas de fermentacdo em
conjunto, podemos inferir que uma boa estratégia para otimizar o meio de
cultivo composto de glicerol e farelo de algodao seria o aumento da quantidade
de farelo de algodao e reducao da quantidade de glicerol, visto que apds 96
horas de fermentagdo o glicerol (tanto o termo linear quanto quadratico) passa
a ter efeito negativo significativo sobre a atividade enzimatica obtida e apo6s 72
horas de fermentagcdo a interacao entre farelo de algodao e glicerol foi
significativamente negativa. A avaliacdo do efeito da adicdo do farelo de
algoddo no meio de cultivo sem adicao de fontes de carbono complementar
também seria uma alternativa, uma vez que este apresenta 55% de

carboidratos em sua composig¢ao.

1.4.2. Avaliacio do uso de quitina no meio de cultura para
fermentacao de Streptomyces sp. CBMAI-837 em frascos
agitados para producao de TGase

A adi¢do de quitina no meio de cultivo da linhagem Streptomyces sp.
CBMAI-837 foi avaliada para verificar a ocorréncia de inducdo da producdo de
TGase.

Linhagens de Streptomyces sdo encontradas no solo e a quitina presente
em fungos e residuos de insetos, nesse ambiente, pode favorecer o crescimento
desses micro-organismos, a diferenciacao morfologica e induzir a sintese de
metabdlitos diversos (Chater et al., 2010).

A Figura I-16 ilustra o crescimento da linhagem Streptomyces sp.
CBMAI-837 em meio ISP2 contendo 1% (m:v) de quitina nativa (A) e sem

quitina (A) em placas de Petri ap6s 120 horas de incubagdo em estufa a 30°C.
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Figura I-16 - Crescimento da linhagem Streptomyces sp. CBMAI-837, ap0s
120 horas de incubacao a 30°C em placas de Petri contendo meio ISP2 (A)
com 1% de quitina; (B) sem quitina.

Observou-se que o meio de cultivo ISP2 contendo 1% de quitina mudou
de coloracdo (de amarelado para marrom) mais rapidamente que o mesmo
meio de cultivo sem a quitina. Essa mudanc¢a de coloracdao é observada nas
placas contendo a linhagem Streptomyces sp. CBMAI-837 em meio ISP2 apds
longo periodo de incubagdo (superior a 120 horas) a 30°C. Foi observada,
também, a formacdo de uma superficie cotonosa intensa na cultura contendo
1% de quitina nativa, sugerindo a esporulacdo do micro-organismo superior a
observada no meio sem a quitina.

Desta forma, foi avaliado o efeito da adicao de 1% de quitina nativa, ao
meio de cultivo padrao, na producdo de TGase pela fermentacdao submersa da
linhagem Streptomyces sp. CBMAI-837. A Figura I-17 apresenta os resultados
obtidos durante a fermentacao para o meio de cultivo padrao adicionado de 1%

de quitina.
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Figura I-17 - Cinética de crescimento microbiano e de producdo da
transglutaminase de Streptomyces sp. CBMAI-837 por fermentacao
submersa em meio de cultivo padrao (A) adicionado de 1% de quitina
nativa (B)sem adicao de quitina. Crescimento microbiano (linha
pontilhada); Atividade de TGase (linha sdlida).
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A cinética de crescimento microbiano apés 28 horas de fermentacao
indicou que o micro-organismo ja havia atingido a fase estacionaria, ndo sendo
observada diferenca significativa a 95% de confianca entre os pontos avaliados
na cinética para os dois meios de cultivo.

Utilizando-se o meio de cultura padrao adicionado de 1% de quitina, a
producdo de TGase apresentou um pico apés 52 horas de fermentagdo (1,60
U.mL-1) e foi decaindo gradativamente ap0s este tempo. Nos ensaios realizados
com o meio padrdo (controle) foi obtida atividade maxima de TGase apés 72
horas de fermentagdo (0,57 U.mL-1).

A maxima atividade de TGase obtida para o meio padrao adicionado de
1% de quitina foi 181% superior ao meio padrdo sendo que o pico ocorreu 20
horas antes, fazendo com que a produtividade de TGase na fermentacdo da
linhagem Streptomyces sp CBMAI-837 neste meio de cultivo fosse superior a do
meio padrao em 283%.

Desta forma, a adicao de quitina foi capaz de elevar a producao de TGase
na fermentacao da linhagem Streptomyces sp. CBMAI-837. Este fato pode ser
explicado pelo fato da quitina estimular o metabolismo do micro-organismo
uma vez que aproxima o meio de fermentacdo do habitat de origem do micro-
organismo (solo) e do fato do micro-organismo poder ser produtor de quitinase
e, neste caso, passaria a utilizar a quitina como fonte de carbono e nitrogénio
adicional.

A quitina é um material de elevado custo para ser adicionado em sua
forma pura no meio de cultivo, no entanto, pode ser adicionada como residuos
de casca de caranguejos e camardes oriundos da industria de processamento
desses animais. Segundo Mathur e Narang (1990) os subprodutos contendo o
exoesqueleto de crustaceos apresenta em sua composicdo quitina (15 a 20%),

proteinas (de 25 a 40%) e carbonato de calcio (40 a 55%).
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I.5. Conclusoes

A producao de TGase pela linhagem Streptomyces sp. CBMAI-837 pode
ser estimulada por alteracdes no meio de cultivo da fermentacao submersa que
possibilitaram ndo apenas o aumento da atividade obtida por volume de meio
de cultura mas também o aumento da produtividade de transglutaminase.

A substituicao de 2,5% de farinha de soja por 2,5% de farelo de algodao
no meio de cultivo padrao composto por 2,5% de farinha de soja, 2% de amido
de batata, 1% de peptona, 0,1% de glicose, 0,4% de KH2PO4 e 0,2% de MgSQOa,,
utilizado para fermenta¢dao submersa da linhagem Streptomyces sp. CBMAI-837
e producdo de transglutaminase, possibilitou aumento da atividade de
transglutaminase em 1,2 U.mL! e a produtividade em 340%. A substituicao de
0,1% de glicose e 2% de amido de batata, no mesmo meio de cultivo padrao,
por 2% de glicerol permitiu o aumento da atividade de TGase em 0,94 U.mL1 e
da produtividade em 256%.

A adicdo de 1% de quitina nativa ao meio de cultivo padrao, composto de
2,5% de farinha de soja, 2% de amido de batata, 1% de peptona, 0,1% de
glicose, 0,4% de KH2PO4 e 0,2% de MgS04, para fermentacdo da linhagem
Streptomyces sp. CBMAI-837 em frascos agitados a 30°C, 150 rpm durante 52
horas resultou na produc¢do de 1,6 U.mL? de transglutaminase produtividade
de 0,031 U.mL-Lh-1. No entanto esses resultados foram similares aos obitidos

com o uso do farelo de algodao.

I.6. Sugestoes para continuidade dos estudos

Avaliagdo da utilizacdo dos residuos agroindustriais na fermentagao
semi-solida de Streptomyces sp. CBMAI-837 para producao de TGase e de

quitina proveniente de residuos da industria de crustaceos.
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Avaliagdo da morfologia e crescimento celular da linhagem Streptomyces
sp. CBMAI-837 cultivadas em meio de cultivo contendo residuos

agroindustriais ou quitina em compara¢dao com o meio de cultivo padrao.
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II. Capitulo II - APLICACAO DA TRANSGLUTAMINASE DE Streptomyces sp.
CBMAI-837

Resumo

O trigo é o principal cereal da nutricdo humana. A massa de farinha de
trigo apresenta caracteristicas viscoelasticas Unicas, as quais sdo influenciadas
pelas proteinas que compde esse cereal. A gliadina e a glutenina siao as
principais fracdes da proteina do trigo e juntas formam o gluten. O gluten
apresenta elevado teor de aminoacidos glutamina em sua composi¢do e baixa
quantidade de lisina. Os efeitos da aplicagdo da TGase de Streptomyces sp.
CBMAI-837 nas caracteristicas da massa de farinha de trigo mole (baixo teor
proteico) e na fabricacdo de pdes foram avaliados e os resultados foram
comparados com a atua¢do de uma TGase comercial (BioBond) formulada para
aplicacdo em cereais. A massa foi avaliada quanto as suas propriedades
reologicas (resisténcia a extensdao, maxima extensdo e pegajosidade) e quanto
as caracteristicas bioquimicas das proteinas da massa (perfil eletroforético,
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier, cromatografica
de exclusdo molecular das proteinas extraidas em 2% de dodecil sulfato de
sodio e hidrofobicidade de superficie). Um delineamento de experimentos
fatorial, com quatro réplicas no ponto central, foi realizado para avaliar as
melhores condigdes de aplicacdo da enzima durante o processo de mistura. Foi
utilizada a TGase comercial para avaliacdo. Verificou-se que a temperatura de
mistura e descanso da massa a 30°C, a quantidade de TGase de 8U/g de
proteina e o uso de tampao citrato 0,05 mol.L-! com pH 6,5 foram boas
condi¢cdes para obtencdo de massa com maior resisténcia a extensao. Estas
condicdes foram utilizadas para comparar a atuacdo da TGase comercial e da

TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837, sendo que as massas foram feitas com o
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tampao citrato e com agua destilada (controle). De forma geral, as duas enzimas
avaliadas tiveram o mesmo efeito sobre a massa quanto as suas propriedades
reologicas, sendo observado aumento da resisténcia a extensao e reducdo da
maxima extensdo. Ambas reduziram a pegajosidade da massa em
aproximadamente 21%. A hidrofobicidade de superficie das proteinas da massa
foi reduzida pela adicao da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837, no entanto,
foi elevada pela enzima comercial. De forma geral, as andlises da estrutura
proteica indicam a aglomerac¢ao das proteinas, ou seja, o aumento de sua massa
molecular, o que é relacionado ao aumento da resisténcia a extensao da massa
de farinha de trigo. As enzimas foram também aplicadas na formulagao de paes,
os quais foram avaliados quanto ao perfil de textura. A aplicagdo da TGase de
Streptomyces sp. CBMAI-837 em massa de pdo de farinha de trigo mole
promoveu a reducdo do volume do pao em 9% e o aumento da firmeza em 32%.
A substituicao da agua destilada por tampao citrato 0,05 mol.L-1 pH6,5 para
formular os paes levou a reducdao do volume dos paes formulados com TGase
em 11%, com aumento da firmeza em 59%. O aumento da quantidade de
solvente adicionado na massa de 53% para 56% permitiu o aumento do volume
dos paes, no entanto com pouca diferenca dos pardmetros de textura em
relacdo ao controle para a TGase comercial BioBond e para a TGase de

Streptomyces sp. CBMAI-837.
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Abstract

Wheat is the main cereal used in human nutrition. Wheat flour dough has
unique viscoelastic properties, which are influenced by the proteins contained
in this cereal. Gliadin and glutenin are the main protein fractions of wheat and
together they form the gluten, which contains a large amount of glutamine and
small amount of lysine. The effects of the TGase from Streptomyces sp. CBMAI -
837 on the characteristics of soft wheat flour dough and on the manufacture of
bread were evaluated, and the results were compared with the performance of
a commercial TGase (BioBond) formulated for specific applications in cereal
products. The doughs were evaluated for their rheological properties
(resistance to extension, maximum extension and stickiness) and for the
biochemical characteristics of the dough protein (electrophoretic profile,
Fourier transform infrared spectroscopy, size exclusion chromatograph of the
proteins extracted in 2 % SDS and surface hydrophobicity). A factorial
experimental design with four replicates at the center point was carried out to
determine the best conditions for the application of TGase during the mixing
process. Commercial TGase was used for this evaluation. The maximum
resistance to extension was achieved by mixing and resting the dough at 30°C,
adding 8U of TGase per g of protein and using 0.05 mol.L-1 citrate buffer at pH
6.5. These conditions were used to compare the performances of the
commercial TGase with that from Streptomyces sp. CBMAI -837, making the
doughs with citrate buffer in these cases and distilled water for the control. In
general, both enzymes had the same effect on the rheological properties of the
doughs, increasing the resistance to extension and reducing the maximum
extension. Both reduced stickiness of the dough by approximately 21%. The
surface hydrophobicity of the protein mass was reduced by the addition of

TGase from Streptomyces sp. CBMAI 837 but increased by the addition of the
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commercial enzyme. In general the analysis of the protein structure indicated
an agglomeration of the proteins causing an increase in molecular weight,
which is related to the increased resistance to extension of the dough. The
enzymes were also applied in the formulation of bread loaves, which were
evaluated from their texture profile. The TGase from Streptomyces sp. CBMAI -
837 decreased the bread volume by 9% and increased firmness by 32%.
Substitution of the distilled water by 0.05 mol.L-.? citrate buffer pH 6.5 to
formulate the loaves, led to an 11% reduction in volume of the loaves made
with TGase, and a 59% increase in firmness. Increasing the amount of solvent
added to the dough from 53% to 56% increased the volume of the loaves, but
resulted in little difference in the texture profiles of the loaves made with the
addition of the commercial BioBond and Streptomyces sp. CBMAI - 837 TGases,

in relation to the control.

I1.1. Introducao

Produtos derivados de farinha de graos e cereais sao fontes de calorias e
proteinas representativas na dieta humana. Entre os cereais, o trigo apresenta
uma caracteristica Unica para producdo de pdes devido a sua composicao
proteica, com destaque para as proteinas do gluten (Marchetti et al., 2012).

A aplicacdo da TGase em farinhas de cereais com diferentes contetidos de
proteinas pode influenciar na qualidade da massa obtida, uma vez que havera a
modificacdo da estrutura das proteinas que formarao a rede de gliten. No caso
de farinhas que ndo apresentam gldten, é observada a formagao de massas com
caracteristicas viscoelasticas aprimoradas, que podem reter bolhas de gas de
forma similar a rede de gluten (Renzetti et al., 2008; Wang et al,, 2011). Desta

forma, a TGase tem sido aplicada em farinhas para melhorar as propriedades
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funcionais de produtos de panificacao, tal como a elasticidade e capacidade de
retencao de agua das massas.

A extensdo do tratamento enzimatico da TGase é dependente da
quantidade de residuos de glutamina e lisina presente na superficie das
proteinas, ou seja, acessiveis a enzima, bem como das condi¢cdes de pH e
temperatura do meio em que estd atuando. A exposicdo dos substratos da
transglutaminase pode ser obtida pelo aumento da forga i6nica da solucao, por
tratamento térmico ou pela adicdo de agentes desnaturantes. Wang et al.
(2007) observaram que o tratamento térmico das proteinas do gluten,
realizado previamente ao tratamento com TGase, eleva o numero de lisinas e
glutaminas na superficie do gluten e melhoram o comportamento de gelificacdao
e as propriedades do gel formado por estas proteinas.

Neste capitulo foi avaliada a capacidade da TGase de Streptomyces sp.
CBMAI-837 atuar nas proteinas do gluten de farinha de trigo mole (baixo teor
protéico) em compara¢do com uma TGase comercial formulada para aplicagdao
em produtos de panificagdo, estudando as condi¢des de pH e temperatura que
favorecessem sua atuacdo na massa de farinha e na formulagdo de paes de

forma.

I1.2. Revisao bibliografica

I1.2.1. Glaten: uma visao geral

O trigo é uma das mais importantes culturas agricolas no mundo e sua
farinha apresenta a habilidade de formar uma massa com caracteristicas
viscoelasticas Unicas devido a formacdo de uma rede proteica denominada
glaten (Shewry et al, 2001). Desta forma, a qualidade do gliten é um

parametro importante para a avaliacdo do desempenho da farinha.
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As proteinas que compdem o gluten sao classificadas de acordo com os
procedimentos de extracdo pelo método originalmente descrito por Osborne
(Delcour et al., 2012). As duas principais fracoes proteicas do gliten de trigo
sao a gliadina e a glutenina, sendo que o balango entre elas é fundamental para
as caracteristicas reologicas do gluten (Wrigley et al., 2006).

A gliadina é a fracao extraida com solucdo aquosa de etanol, sendo
proteinas monomeéricas que apresentam  ligagoes dissulfidicas
intramoleculares, apresentam massa molecular de 30 a 80 kDa e sdo
subdivididas em 4 grupos (o, 3, y € @). A glutenina é a fracdo de proteinas que
ndo se solubilizam nos solventes comuns, sendo extraidas na presenca de um
agente redutor. Esta fracdo é polimérica, apresenta grande quantidade de
ligacdes dissulfidicas entre cadeias proteicas, podendo ser subdividida em
subunidades de baixa massa molecular (LMW-GS) e subunidades de elevada
massa molecular (HMW-GS) (Song & Zheng, 2011; Delcour et al., 2012).

A quantidade e as caracteristicas de cada fragdo proteica presentes nas
farinhas de trigo ird variar de acordo com o cultivar e com os nutrientes
presentes no solo. Em geral, gluteninas e gliadinas correspondem juntas a 80 -
90% do total de proteinas presentes na farinha e o restante sao proteinas
soluveis em agua (albuminas) e em solugdes salinas (globulinas) e sao
denominadas como nao formadoras do gluten (Song & Zheng, 2011; Delcour et
al,, 2012).

As gluteninas tem sido associadas as propriedades de coesividade e
elasticidade do gliten, uma vez que suas moléculas extensas e emaranhadas
conferem continuidade a rede proteica. Por outro lado, as gliadinas reduzem as
interacdes entre as gluteninas, atuando como um plastificante. A rede proteica
formada pela interacao destas duas fragdes proteicas durante hidratacao e sob
trabalho mecanico, ou seja, o gliten propriamente dito, conferira propriedades

Unicas a massa de farinha de trigo, propiciando sua aplicacio em diversos
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produtos de panificacdao (Wrigley et al., 2006; Song & Zheng, 2011; Delcour et

al, 2012). A Figura II-1 ilustra esquematicamente a estrutura de cada fragao

bem como ilustra as caracteristicas viscoelasticas de cada estrutura e do gluten.

| Gliadina Gliten

(A)

(B)

Figura II-1- (A) Ilustracao das propriedades viscoelasticas do gliten e de
suas fracoes gluteninas e gliadinas (adaptado de Wrigley et al., 2006); (B)
Modelo esquematico para a extensao da massa de farinha de trigo
(adaptado de Ioana Urma)

Durante a mistura da farinha de trigo com agua para forma¢ao de uma

massa, a energia mecanica aplicada promove a formagdo e a quebra (processo
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dinamico) de ligacdes covalentes (ex. ligagdes dissulfidicas) e ligacdes ndo
covalentes (como as ligacdes de hidrogénio), alterando a conformacdo da
estrutura das proteinas do gliten. As interacdes quimicas que se formam inter
e intra-proteinas siao fortemente relacionadas a for¢a e as propriedades
viscoelasticas da massa (Singh and MacRitchie, 2001; Sivam et al., 2011;
Delcour et al., 2012).

Entre as interagdes moleculares mais importantes para as caracteristicas
da massa de farinha de trigo citam-se as ligagdes covalentes dissulfeto intra e
inter gluteninas, as quais participam de um processo dindmico de rearranjo
(denominado de permuta SH-SS) durante a mistura e extensdo da massa,
causando uma reducdo aparente na rigidez da mesma. E importante salientar
que as ligacdes dissulfidicas internas da estrutura de gliadina ndo participam
das reacoes de permuta SH-SS. A Figura II-2 ilustra a reacdo de rearranjo entre

ligacdes dissulfeto (Hamer & Hoseney, 1998; Delcour et al., 2012).

A E: a4 /\/\cl:H/\-/
|2 CH,
iH Intercambio %
SH-SS SH S
H2$ —S§—5— $H2 %Hz (:sz
\/\C”\/—J CHN AU CH= N\~ CH N\

Figura II-2 - Reorientacao das cadeias proteicas da massa durante o
estresse mecanico da mistura devido as reag¢des de intercimbio das
pontes dissulfeto iniciadas por um grupo sulfidrila moével (adaptado de
Delcour et al., 2012).

Outra interacao molecular importante para as caracteristicas da rede de

gluten sdo as ligagdes de hidrogénio entre proteinas e entre a agua e as
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proteinas que também sofrem rearranjo e que tem sido relacionadas com a
elasticidade da glutenina (Delcour et al, 2012). De acordo com Hamer &
Hoseney (1998), o comportamento da farinografia de massas de diferentes
farinhas de trigo formuladas com 6xido de hidrogénio (H20) e com 6xido de
deutério (D20) é distinto e pode-se observar o efeito da deficiéncia de ligacdes
de hidrogénio entre soluto (farinha) e solvente (agua) na estabilidade da massa.
A Figura II-3 ilustra este comportamento através das curvas do torque

exercido durante o processo de mistura pelo tempo.

D,0 {

Duro vermelho de
primavera

Duro vermelho de
primavera
\ A\ \
500! - {

Duro Amber

Consisténcia (BU)

Branco de inverno Branco de inverno

X \ \ v A \
5 10 15 20 5 10 15 20

Tempo de mistura (min)

Figura II-3 - Farinograma para mistura de massas de diferentes farinhas
de trigo formuladas com agua e agua deuterada (adaptado de Hamer &
Hoseney,1998).
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Desta forma, a estrutura do gliuten pode ser alterada pela presenca de
diversos aditivos e, como consequéncia, as propriedades reolégicas e de
producao de produtos de panificagdao serao afetadas ou manipuladas (Steffolani
etal, 2010).

O uso de agentes redutores como a L-cisteina ira modificar as ligacoes
dissulfidicas entre as estruturas da glutenina e estruturas de glutenina-gliadina,
tornando a massa menos elastica e mais extensivel (Delcour et al., 2012). A
alteracdo do pH da massa pode alterar a carga dos residuos de glutamina
reduzindo a quantidade de ligagcdes de hidrogénio na massa, da mesma forma
que a acdo da enzima TGase pode alterar o tipo de interacao existente na rede
de gluten, introduzindo ligagdes cruzadas (Tanaka et al., 1967; Bauer et al,,
2003a e b). A introdugdo de sais na massa também modifica suas propriedades,
pois o aumento da forga idnica eleva as interagdes idnicas na proteina, além de
interferir na hidratagdo das mesmas (Tanaka et al., 1967; Farahnaky & Hill,

2007).

I1.2.2. Atuacdo da TGase em farinhas de trigo

Gliadinas e gluteninas sdo relatadas na literatura como substratos para a
TGase microbiana, ainda que a quantidade de residuos de lisina em relagao a
quantidade de residuos de glutamina presente na farinha de trigo, de modo
geral, seja baixo (Bauer et al, 2003a; Autio et al, 2005). A Tabela II-1
apresenta a quantidade desses residuos em duas farinhas de trigo duro (a
quantidade de acido glutamico e acido aspartico é indicada uma vez que foi

quantificado o total de residuos amida das amostras).
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Tabela II-1 - Quantidade de residuos de glutamina e lisina em farinha de

trigo duro
g mol de residuos de
Residuos de aminoacidos por 100g de
aminoacidos aminoacidos
Pawnee Kaw
g-amino (lisina) 2,1 2
amida (asparagina + 32,1 31,4
glutamina)

. g mol de aminoacidos por 100g
Aminoacidos de aminoacidos
Acido glutamico 35 37,8
Acido aspartico 4,4 4,2

Fonte: Pomeranz, et al. (1966)

A formacdo de ligacOes isopeptidicas mediadas pela TGase altera as
caracteristicas de massas de farinha de trigo, especialmente aquelas com baixo
teor de proteinas, tal como as farinhas de trigo mole. A acdo da TGase em
proteina de farinhas que ndo apresentam glaten, como é o caso da farinha de
arroz, melhora as caracteristicas reolégicas da massa e de seus produtos de
panificacdo (Rodriguez et al., 2009; Renzetti et al., 2012).

Bauer et al. (2003a e b) estudaram os efeitos da TGase microbiana nas
proteinas do glaten do trigo (farinha com 12% de proteinas), avaliando as
alteracdes bioquimicas e reoldgicas em massas de farinha e 4gua e também nas
fracdes protéicas obtidas no fracionamento de Osborne. O estudo indicou a
reducdo na extracao de gliadinas e gluteninas da farinha e da massa tratada
com a enzima, sugerindo que essas duas fragoes sdo substrato para a TGase. Do
ponto de vista das propriedades reoldgicas, o aumento da quantidade de

enzima adicionada a massa de farinha de trigo levou a redugdo da
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extensibilidade, aumento da resisténcia a extensdo e reducdo do volume de
paes.

Autio et al. (2005) observaram que a adi¢ao de TGase tornou a massa de
farinha de trigo mais rigida e menos extensivel, além de retardar o crescimento
das bolhas de ar durante a fermentacdo do pao, fato que foi relacionado a
fortificacao da rede de proteinas pela acdo da TGase. Baixas quantidades de
TGase aliada ao aumento da adi¢cdo de agua na formulacdo da massa de paes,
conduziram ao aumento do volume dos paes, observacao também evidenciada
por Ribotta et al. (2010).

Rodriguez et al. (2009) avaliaram o efeito da TGase microbiana nas
fracdes das proteinas de farinha de trigo duro, mole e durum, evidenciando que
as proteinas do trigo mole foram mais susceptiveis a catalise da TGase e as
proteinas do trigo durum foram menos. Nao foi evidenciada a acdo da TGase
nas albuminas e globulinas das trés farinhas estudadas.

Durante o congelamento e estocagem sob congelamento de massas de
farinha de trigo pode ocorrer danos na rede do gluten causados pela agdo de
agentes redutores como a glutationa liberada pela levedura de panificacao
durente o processo de congelamento. As propriedades reoldgicas e de
panificacdo de massas de farinha de trigo (13,5% de proteinas) congeladas
foram melhoradas utilizando TGase microbiana no preparo de massas (Kim et
al., 2008).

A enzima TGase foi utilizada também para aprimorar as caracteristicas
de produtos de panificagcdo formulados com farinha de trigo e farinha de soja e
de aveia, aumentando o valor nutricional do alimento e as suas funcionalidades
tecnoldgicas. Dentre as caracteristicas tecnologicas aprimoradas pela adi¢do da
TGase a esses produtos destaca-se o aumento significativo do volume de paes

(Bonet et al., 2006; Ribotta et al., 2010).
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A extensdo da atuacao da TGase é dependente da quantidade de residuos
glutamina e lisina presentes na superficie das proteinas que estarao acessiveis
a enzima. A exposicdo dos substratos da TGase pode ser obtido de diversas
formas, tais como o aumento da forga i6nica, tratamentos térmicos, alteracao de
pH e uso de desnaturantes que nao afetem a atuagdo da enzima.

A temperatura, o pH e a forga i6nica do solvente utilizado no preparo de
massas de farinha de trigo influenciam a formacao da rede de gliten (Tanaka et
al., 1967; Bloksma & Nieman, 1975; Farahnaky & Hill, 2007) e o sitio catalitico
da TGase (Kashiwagi et al., 2002; Macedo et al., 2010).

Wang et al. (2007) observaram que o tratamento térmico (100°C por 120
minutos) do gluten elevou o numero de residuos de lisina e glutamina
presentes na superficie da proteina. A aplicacdo da TGase ao glaten tratado
termicamente promoveu melhorias na gelificagcdo destas proteinas reduzindo a
concentracao minima de gliten para iniciar o processo e elevando a capacidade

de retencdo de agua do gel.

I1.2.3. Técnicas analiticas para identificacao das alteracdes nas

proteinas do trigo causadas pela TGase

Diversas técnicas analiticas podem ser utilizadas para visualizar a acao
da TGase nas proteinas do trigo ou em outras proteinas. Neste trabalho, estas
técnicas serdo divididas em técnicas para verificagdo das propriedades
reolodgicas e técnicas para verificagdo das alteracdes moleculares das proteinas

envolvidas.

11.2.3.1. Avaliacao das propriedades reoldgicas
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Diferentes conceitos podem ser utilizados para verificagdo de
propriedades reolégicas de materiais. Em geral, uma forca é aplicada a uma
amostra para deforma-la, podendo envolver pequenas ou grandes deformacoes.

As caracteristicas fisicas da massa ja podem ser observadas durante seu
processo de mistura, em que a forca exercida pelas pas do misturador é
registrada fornecendo informacdes sobre as caracteristicas das farinhas em
relacido ao amassamento e absor¢do de agua das farinhas. O misturador
denominado farindgrafo permite misturar a massa com temperatura
controlada e velocidade de rotacdo das pas constante e fornece uma curva que
relaciona o torque exercido pelas pas de mistura ao longo do tempo de mistura.
A Figura II-4 ilustra o farinografo Brabender e uma curva genérica
(farinograma) fornecida pelo equipamento durante a mistura da massa. Os
métodos de avaliagdo de mistura sdo padronizados pela AACC (American
Association of Cereal Chemists). Diversos estudos envolvendo o uso de
farindgrafos para avaliagdo de massas foram realizados, dentro os quais
podemos citar Bloksma & Nieman (1975), Bauer et al. (2003a e b), Collar &
Bollain (2004), Autio et al. (2005) Farahnaky & Hill (2007), entre outros.

Os parametros consisténcia maxima, tempo de desenvolvimento,
estabilidade e perda de consisténcia, indicados no farinograma da Figura II-4,
sao os mais comumente avaliados. Outros podem ser extraidos destes graficos.
A consisténcia maxima (Cm) é tipicamente convencionada em 500 unidades
Brabender (BU) para uma consisténcia ideal. Ela faz referéncia a maxima
consisténcia atingida pela massa durante o processo de mistura. O tempo de
desenvolvimento (TDM) faz referéncia ao tempo necessario para a consisténcia
da massa atingir o valor maximo. A estabilidade (EST), relacionada a resisténcia
da rede de gluten a acdo de forcas mecanicas, indica o tempo em que a massa
permanecera em Cn ao ser misturada constantemente. Este parametro é de

grande importancia na definicdo dos tempos de amassamento ou batimento das
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massas, uma vez que a estrutura da mesma deve estar integra para suportar o

processo fermentativo posterior (Létang & Verdier, 1999).

Estabilidade
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Figura II-4 - Ilustracao do farinografo Brabender e de um farinograma
genérico.

No caso da massa de farinha de trigo, ¢ comum avaliar os parametros de
extensibilidade da massa, avaliando a resisténcia a extensdao e a distancia
maxima de extensdao antes do rompimento da massa. Estes parametros sao
importantes para prever o comportamento das massas durante seu

processamento e os valores desejados irdo variar de acordo com o produto
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final, por exemplo, para producdo de paes é necessario uma massa forte (boa
resisténcia a extensdo), porém com boa extensibilidade para suportar o
processo de fermentagdo, retendo o maximo de gas entre a estrutura da massa.
Estes ensaios envolvem grandes deformagdes da amostra, podendo-se utilizar
um extenségrafo (grande quantidade de amostra) ou um texturémetro com
sondas especificas para fazer a andlise de micro-extensdo (teste de Kieffer),
conforme ilustrado na Figura II-5Erro! Fonte de referéncia nao encontrada..
Estes ensaios, no entanto, fornecem uma visdo unidimensional da
extensibilidade, mas tem apresentado boa correlacdo com a caracteristica dos

produtos finais obtidos (Bauer et al., 2003b e Ribotta et al., 2010).

JARY

Figura II-5 - Texturémetro acoplado com a sonda SMS/Kieffer para
analise de micro-extensao de massas de farinha de trigo.

A andlise de pegajosidade, que também envolve grandes deformacgdes da
amostra, é indicada para caracterizar massas de farinhas de trigo, uma vez que
este parametro interfere diretamente nos equipamentos e maquinarios
industriais que sao utilizados para o preparo de produtos de panificacdo. Esta

andlise é feita com auxilio de um texturémetro acoplado com a célula de Chen e
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Hoseney, e avalia a for¢a necessaria para a massa comprimida desprender da
sonda. Quanto mais pegajosa a massa maior sera a forca.

Com relagdo aos produtos finais de panificacdo, tal como paes, é comum
avaliar a textura através da analise de perfil de textura (TPA) utilizando um
texturOmetro acoplado de sondas especificas. Essa analise simula duas
mordidas na amostra através de duas compressdes sucessivas com um cilindro.

Uma curva genérica obtida do ensaio de perfil de textura pode ser observada na

Figura II-6.
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Figura II-6 - Curva genérica de um ensaio TPA (adaptada de Armero &
Collar, 1997).

A Tabela II-2 apresenta alguns parametros que podem ser avaliados

através dos dados fornecidos pela curva da Figura II-6.
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Tabela II-2 - Parametros avaliados através da curva de TPA para

amostras de pao.

Parametro

Interpretacao

Firmeza

(Hardness)

Coesividade

(cohesiveness)

Elasticidade

(Springness)
Mastigabilidade

(Chewiness)

Resiliéncia

(Resilience)

Forca maxima obtida na primeira penetracdo da sonda, ou
seja, a forca referente ao ponto @ da curva. Representa a
forca necessaria para comprimir a amostra entre os
molares.

E uma medida do qudo bem a estrutura do produto suporta
a deformacdo. E calculada pela relacio entre as areas 2
(area entre os pontos @ e ®) e 1 (area entre os pontos @ e
®)da Figura II-6.

E uma medida de como a estrutura da amostra fisicamente
retorna a sua posicio apds a compressio. E calculada pela
relacdo entre as distancias 1 e 2 da Figura II-6.

Representa a energia necessaria para mastigar uma
amostra ao ponto de engoli-la. E calculada pela
multiplicacdo da firmeza, coesividade e elasticidade da
amostra.

Representa como a amostra se recupera da deformacao.
Pode-se pensar neste parametro como uma elasticidade
instantanea. E calculada pela relacdo entre area 5 (entre os

pontos @ e @ ) e Area 4 (entre os pontos @ e @).

11.2.3.2.

Avaliacao das alteracdoes moleculares decorrentes da

acao da TGase
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As técnicas mais comuns de visualizacao da acdo da TGase em proteinas
de farinhas de cereais sao as que verificam o aumento da massa molecular das
estruturas proteicas, uma vez que as ligacdes isopeptidicas catalisadas pela
enzima promovem a aglomerac¢do protéica e consequente aumento da massa
molecular.

Para tanto é utilizado o perfil eletroforético das proteinas (SDS-PAGE ou
eletroforese capilar) que é uma técnica muito bem estabelecida na literatura
(Laemmli, 1970; Bauer et al, 2003a, Renzetti et al, 2012). Outra técnica
utilizada é a cromatografia liquida por exclusdo molecular, em que as proteinas
sdo extraidas em diferentes condigdes. Através desta técnica é possivel ainda
avaliar a solubilidade (ou extractabilidade) das proteinas do gluten da massa
(Mujoo & Ng, 2003).

As ligacOes isopeptidicas podem ainda serem estimadas pela
quantificacao dos grupos amino livres nas proteinas através do método do OPA
(o-fitaldialdeido) (Huang et al, 2010). Este método, no entanto, envolve
reagentes toxicos e sofre interferéncia da amonia liberada na reagao da TGase,
podendo levar a resultados equivocados.

A analise de grupos hidrofébicos na superficie da proteina é uma opcao
analitica que indica alteracdes moleculares decorrentes das ligacdes cruzadas
catalisadas pela TGase. Embora a enzima nao atue diretamente nos residuos
hidrofébicos, ao promover a formagdo de ligacGes isopeptidicas, a estrutura
secundaria da proteina sofrera alteracdes sendo que estes grupos podem estar
no interior da estrutura proteica ou expostos a superficie (Babiker et al., 1996).

As interagOes hidrofébicas sdo forcas intrinsecas fracas que ocorrem
entre cadeias laterais ndo polares dos aminoacidos que compdem as proteinas.
Os residuos hidrofébicos podem estar expostos na superficie das proteinas ou
no interior de sua estrutura, interferindo drasticamente na ordenacdao das

moléculas de agua na solucao proteica (Whitford, 2005). O 8-anilino 1-
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naftaleno sulfonato (ANS) atua como uma sonda fluorescente que se liga aos
grupos hidrofébicos presentes na superficie das proteinas exibindo a
caracteristica de comprimento de onda maximo (Amax) que se altera quando a
sonda é colocada em um ambiente polar (Whitford, 2005).

A andlise de hidrofobicidade de superficie em massas de farinha de trigo
apresenta uma metodologia baseada no uso da fluorescéncia de face frontal, em
que se utiliza uma amostra so6lida/semi sélida adicionada de ANS que se liga
aos grupos hidrofébicos emitindo luz apoés excitacdo (Bonomi et al.,, 2004). A
Figura II-7 ilustra o modelo de fluorescéncia para estimar a hidrofobicidade de

superficie em massas de farinhas de trigo.
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Figura II-7 - (A) Ilustracao do mecanismo de fluorescéncia de face frontal;
(B) Atuacao da sonda espectroscopica na analise de hidrofobicidade.
(adaptado de lametti).

Através desta técnica é possivel avaliar a afinidade dos grupos
hidrofébicos de superficie a sonda ANS e a quantidade de grupos hidrofébicos
presentes (Bonomi et al., 2004).

A estrutura secundadria das proteinas do gluten pode ser avaliada através
da anadlise de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier,
sendo que a principal regido avaliada é a Amida I (1610- 1700 cm-1). Esta

técnica identifica os tipos de interagdes/ligacdes quimicas presentes nas
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estruturas avaliadas, sendo que o meio em que a amostra esta presente
influencia os espectros obtidos (Georget e Belton, 2006; Seabourn et al., 2008).

A espectroscopia de infravermelho é uma técnica que avalia os modos
vibracionais das moléculas que compdem a amostra e pode fornecer
informacdes sobre a estrutura quimica das moléculas, tal como a protonagao de
cadeias laterais de proteinas, o estado redox, comprimento, for¢a, angulos e
conformacao das ligacdes quimicas, presenca de ligacdes de hidrogénio, entre
outras (Barth and Zscherp, 2002).

Hu et al. (2011), avaliaram o espectro de infravermelho com
transformada de Fourier para amostras de proteina de amendoim isoladas,
microfluidizadas e tratadas com TGase microbiana, sendo observado que a
enzima provocou o desdobramento das proteinas do amendoim reduzindo os

teores de estruturas o-hélice e aumentando as estruturas randomicas e folhas-

B.

I1.3. Material e métodos

I1.3.1. Farinha

A farinha de trigo mole (Triticum aestivum) utilizada em todos os ensaios
foi a farinha enriquecida Everlite (Kraft Canada, Mississauga, ON, Canada). Esta
farinha foi caracterizada quanto aos teores de proteina (7,44%), teor de
umidade (12,3%) e cinzas (0,66%), seguindo metodologias descritas pela AACC
(AACC, 2008).
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I1.3.2. Enzimas

A formulacdo enzimatica comercial Biobond™ TG-M (BioBond),
formulada com a enzima TGase e amido como veiculo, foi adquirida da empresa
Kinry Food Ingredients Co. (China).

O extrato enzimatico bruto liofilizado de Streptomyces sp. CBMAI-837
(EEBC), produzido de acordo com o item [.3.2.1, foi utilizado para os ensaios
comparativos com a atuacdo da formulagdo comercial em farinha de trigo.

O EEBC foi analisado quanto a atividade de proteases pelo método da
azocaseina em trés valores de pH distintos (5,0, 7,0 e 9,0) nao sendo
identificada atividade de protease significativa.

A atividade de TGase foi testada pelo método colorimétrico de formacao

de acido hidroxamico, conforme descrito no item 1.3.1.1.

I1.3.3. Atuacdo da TGase microbiana nas proteinas da farinha de

trigo mole (Triticum aestivum)

Inicialmente a enzima comercial foi utilizada para determinacdo dos
efeitos da temperatura, quantidade de enzima e do pH do solvente empregado
na mistura da massa de farinha. Para tanto, um delineamento fatorial 23 com
trés repeticoes no ponto central foi conduzido, sendo avaliadas como resposta

as propriedades de mistura da massa, de textura e bioquimicas.

I1.3.3.1. Preparo da massa de farinha de trigo

As massas de farinha de trigo mole foram todas preparadas em um

farinégrafo (C.W. Brabender Inc., Hackensack, NJ, USA) utilizando o misturador
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de 50 g. A velocidade de rotacao das pas de mistura foi fixada em 63 rpm e
todas as massas foram misturadas por 6 minutos.

A quantidade de solvente adicionada a farinha foi de 53%(m:v) para
todos os ensaios realizados, sendo que este valor foi determinado com base na
absorcdo de agua destilada pela farinha de trigo mole, misturada a 30°C nas
mesmas condi¢cdes descritas acima para o farinografo, que permitisse que o
torque maximo da massa atingisse 500 unidades Brabender (BU). Desta forma,
a massa foi composta de 50 g de farinha e 26,5 mL de solvente.

Os solventes utilizados no preparo das massas foram todos ajustados a
temperatura de cada experimento (Tabela II-4). Antes da adigdo destes
solventes a massa, a farinha foi misturada no farinégrafo a temperatura de
mistura por 1 minuto. Nos ensaios em que foi adicionada a enzima, esta foi
misturada a farinha durante o periodo de ambientalizacdo da farinha no
farindgrafo.

Logo apds a mistura, parte das massas foi utilizada prontamente para
andlises das propriedades mecanicas e espectroscopicas. O restante foi
congelado a -80°C e liofilizado. O tamanho das particulas foi padronizado
(utilizando um moinho de pas acoplado a uma tela) em 0,5mm para realizagao

das demais analises bioquimicas.

I1.3.3.2. Avaliacio do efeito da quantidade de TGase, pH e

temperatura na massa de farinha de trigo mole

Os efeitos da quantidade de enzima adicionada a massa durante o
processo de mistura, o pH do tampao citrato 0,05 mol.L'1 e a temperatura de
mistura e descanso da massa foram avaliados por meio de um delineamento
fatorial 23 com trés repeticdes no ponto central, sendo os niveis de estudo para

cada variavel independente apresentados na Tabela II-3. Todas as andlises
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estatisticas foram feitas com 90% de significancia utilizando o Software

Statistica 7.0 (Statsoft, USA).

Tabela II-3 - Niveis de estudo das ariaveis quantidade de TGase, pH do
tampao citrato e temperatura para o estudo do efeito em massa de
farinha de trigo mole

Variaveis Independentes -1 0 +1

Quantidade de Enzima (U/g de proteina) 2,0 5,0 8,0
pH do tampao 4,5 5,5 6,5
Temperatura (°C) 30,0 33,5 37,0

A quantidade de enzima utilizada foi definida como unidades de
atividade de TGase por grama de proteina presente na farinha de trigo utilizada
para fazer a massa.

Nos ensaios preliminares, foi utilizado com solvente apenas o tampao
citrato 0,05M com pH variando de 4,5 a 6,5. Esta variavel independente
apresenta importancia tanto na modificacdo das proteinas do gluten, podendo
alterar o alcance de atuacdao da enzima expondo os grupos em que ela atua
(glutamina e lisina), bem como na modificagdo da estrutura da propria enzima
elevando ou reduzindo sua atividade catalitica. A mesma observagao pode ser
feita em relacao a acdo da temperatura de mistura e descanso da massa.

A Tabela II-4 apresenta os ensaios realizados para o delineamento

fatorial 23 com trés repeti¢des no ponto central.
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Tabela II-4 - Ensaios do delineamento fatorial 23 para o estudo do efeito
da quantidade de transglutaminase, pH do tampao citrato e temperatura
de mistura e descanso da massa de farinha de trigo mole em suas
propriedades mecanicas e bioquimicas. Valores codificados encontram-se
entre parénteses.

Quantidade de ~
. : pH do tampdao Temperatura
Ensaio enzl;Ir‘noatle(ilié % de citrato 0,05M (°C)
1 2,0 (-1) 4,5 (-1) 30,0 (-1)
2 8,0 (1) 4,5 (-1) 30,0 (-1)
3 2,0 (-1) 6,5 (1) 30,0 (-1)
4 8,0 (1) 6,5 (1) 30,0 (-1)
5 2,0 (-1) 4,5 (-1) 37,0 (1)
6 8,0 (1) 4,5 (-1) 37,0 (1)
7 2,0 (-1) 6,5 (1) 37,0 (1)
8 8,0 (1) 6,5 (1) 37,0 (1)
9 5,0 (0) 5,5(0) 33,5(0)
10 5,0 (0) 5,5 (0) 33,5 (0)
11 5,0 (0) 5,5(0) 33,5(0)
12 5,0 (0) 5,5 (0) 33,5 (0)

As respostas avaliadas foram divididas em dois grupos: andlises das

propriedades mecanicas e analises bioquimicas da massa.

I1.3.3.2.1. Analises da mistura da massa de farinha de trigo

mole no farinégrafo

Os seguintes parametros foram avaliados para cada ensaio de
delineamento fatorial realizado: Consisténcia maxima (Cm), tempo de
desenvolvimento da massa (TDM), estabilidade (EST) e a perda de consisténcia

(PC) da massa. Esses parametros podem ser visualizados na Figura I1-4.
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11.3.3.2.2. Analise das respostas de extensibilidade das massas

de farinha de trigo mole

Os ensaios de extensibilidade foram conduzidos em um texturémetro TA.XT
Plus (Stable Micro Systems, RU) utilizando a sonda SMS/Kieffer (célula de carga
de 5 kg). As amostras de massa foram colocadas em uma forma de teflon (para
obtencao de filetes padronizados de massa) e deixadas em repouso por 40
minutos. Os filetes foram entao colocados na plataforma e extendidos a 3,3 m/s.
Sete medidas foram realizadas para cada amostra do delineamento fatorial 23.
Os parametros de resisténcia a extensao (Rm), de extensibilidade maxima (Em)
bem como a area sob a curva de extensibilidade (A) foram calculados utilizando
o software Texture Exponent 32 (Stable Micro Systems, RU). As amostras foram

avaliadas logo apés o tempo de repouso, no farinégrafo, de 30 minutos.

I1.3.3.2.3. Analise da pegajosidade da massa de farinha de

trigo mole

Os ensaios de pegajosidade foram conduzidos em um texturémetro TA.XT
Plus (Stable Micro Systems, RU) utilizando a sonda SMS/Chen-Hoseney e um
cilindro de perspex 25 mm (célula de carga de 5 kg). Sete analises foram
realizadas para cada amostra do delineamento fatorial 23. As medidas foram
conduzidas utilizando forca de 40 g ao longo de uma distancia de 4 mm, com
velocidade de teste de 0,5 mm/s e velocidade pos teste de 10 mm/s. A forc¢a
maxima para liberar a sonda da massa (pegajosidade) foi automaticamente

determinada utilizando o software Texture Exponent 32 (Stable Micro Systems,
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RU). As amostras foram avaliadas logo ap6s o tempo de repouso de 30 minutos

no farinografo.

11.3.3.2.4. Andlise da solubilidade das proteinas do glaten

presentes na massa de farinha de trigo mole

Amostras de 20 mg das massas preparadas no delineamento fatorial 23
liofilizadas foram diluidas em tampao fosfato 0,05 mol.L-1, pH 6,8, contendo 2%
de SDS, e agitadas durante 1 hora a 25°C. Ap6s o aquecimento, as amostras
foram centrifugadas a 9.000 x g por 5 minutos a temperatura ambiente e o
sobrenadante foi filtrado a 0,45 pm.

A solubilidade das proteinas do gluten em solucdo de SDS foi avaliada
através da cromatografia liquida de alta eficiéncia (LC 104, Shimadzu Co. Japao)
acoplado com wuma coluna de exclusdo molecular BioSep-SEC-s4000
(Phenomenex, USA) com dimensdes de 300 x 7,8mm e a um detector de luz UV-
visivel (SPD 104, Shimadzu Co., Japao).

Aliquotas de 50 pL das amostras centrifugadas e filtradas foram injetadas
na coluna e as proteinas foram eluidas isocraticamente com solu¢ao aquosa de
acetonitrila 50% (v:v) acidificada com 0,05% de acido trifluoracético (TFA). O
fluxo aplicado foi de 1mL.min! e o tempo de cada corrida foi de 30 minutos. A
absorbancia foi registrada a 214 nm. As areas sob o cromatograma foram

avaliadas através do software fornecido pela Shimadzu.

I11.3.3.2.5.  Perfil eletroforético (SDS-PAGE) das proteinas da

massa de farinha de trigo mole

A eletroforese foi conduzida na presenca de agente redutor utilizando gel
de 10% (m:v) de poliacrilamida pré-preparado (10% Mini-PROTEAN® TGXTM,
BioRad).

90



Para cada amostra do planejamento factorial 23, 11mg de massa
liofilizada foi dissolvida em 400uL de tampao da amostra (Laemmli Sample
Buffer, 161-0737EDU, BioRad) adicionado de 50 mmol.L-1 de ditiotreitol
(DTT). As amostras foram agitadas sutilmente e aquecidas a 95°C por 4
minutos. Apos resfriado, 10 pL. de amostra foram injetados nos pocos do gel e
ap6s 5 minutos de repouso, foi aplicada corrente elétrica de 120V e a corrida foi
conduzida até que a marcagao atingisse a base da placa de gel. O tampao de
corrida utilizado foi o tris-glicina-SDS pH 8,3 (10x Tris/Glycine/SDS
Electrophoresis buffer, 161-0732EDU, BioRad) diluido 10 vezes.

O padrdo de massas moleculares (10 - 250kDa) utilizado foi o Precision
Plus Protein (161-0363EDU, BioRad). As proteinas, ap6s o término da corrida,
foram coradas com Coomassie Blue (Bio-Safe Coomassie Stain, 161-0787EDU,
BioRad).

O gel foi escaneado utilizando o equipamento Gel DocTMEZ imager (Bio-

Rad Laboratories, Inc., EUA).

11.3.3.2.6. Avaliacao da estrutura secundaria das proteinas da
massa de farinha de trigo mole por espectroscopia

por infravermelho (EIVTF)

Amostras da massa fresca foram cuidadosamente removidas do
misturador apés 30 minutos de descanso e colocadas sobre um cristal (limpo e
seco) de diamante com um detector DKATGS (deutered L-alanina doped tri-
glycin sufate). Os espectros (100 leituras) foram coletados na regidao de 600 -
4000 cml, com resolucdo de 2 cm-l, utilizando um espectrofotometro de
infravermelho com transformada de Fourier (IRPrestige-21, Shimadzu

Corporation, Japao), a temperatura ambiente.
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Os espectros foram normalizados e foi realizada a corre¢do da linha de
base antes das andlises. A andlise dos espectros foi realizada utilizando o
software OPUS 7.0 (Bruker Optics, Inc., Billerica, EUA).

Misturas de H20 e D20 foram utilizadas como padrodes, de acordo com o
método de Bock e Damodaran (2012) para eliminagdo do efeito da agua no
espectro na regido Amida I. A segunda derivada dos espectros foi calculada
utilizando a funcao de Savitsky-Golay (cinco pontos) e foi utilizada para o
estudo das alteracdes na estrutura do gluten das massas de farinha de trigo
mole tratadas com tampao citrato e TGase, de acordo com o delineamento
fatorial 23. A area sob a segunda derivada dos espectros foi associada com cada

estrutura secundaria (Bock e Damodaran, 2012).

I1.3.4. Comparacao da atuacao da TGase comercial e de Streptomyces

sp. CBMAI 837 nas proteinas da farinha de trigo mole

A atuagdo da formulacdo comercial de tranglutaminase em farinha de
trigo mole foi comparada com a atuacao do EEBC de Streptomyces sp. CBMAI-
837 utilizando 2 solventes para preparo de massas, sendo eles a agua destilada
e o tampao citrato 0,05 mol.L-1 pH 6,5. A agua destilada utilizada apresentou pH
5,5.

As massas foram produzidas da mesma forma descrita no item I1.3.3.1,
sendo a temperatura de mistura e de descanso fixada em 30°C e a quantidade
de solvente adicionada até 53% (m:v). A enzima comercial BioBond e o EEBC
de Streptomyces sp. CBMAI-837 foram misturados a farinha na propor¢ao fixa
de 8U por grama de proteina presente na farinha de trigo mole utilizada.

Parte da massa foi analisada prontamente quanto as propriedades
mecanicas no texturometro e parte da massa foi congelada a -80°C e liofilizada

para as analises bioquimicas.
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11.3.4.1.1. Avaliacao das propriedades mecanicas das massas
de farinha de trigo mole tratadas com TGase

comercial e de Streptomyces sp. CBMAI-837

I1.3.4.1.1.1. Analise das respostas de extensibilidade das

massas de farinha de trigo mole

Os ensaios de extensibilidade foram conduzidos em um texturometro TA.XT

Plus (Stable Micro Systems, RU) conforme descrito no item 1.3.3.2.2.

11.3.4.1.1.2. Analise da pegajosidade das massas de farinha de

trigo mole

Os ensaios de pegajosidade foram conduzidos em um texturémetro TA.XT
Plus (Stable Micro Systems, RU) de acordo com o método descrito no item

11.3.3.2.3.

I1.3.4.1.2. Avaliacdo das caracteristicas bioquimicas da massa

de trigo mole

11.3.4.1.2.1. Avaliacdo da solubilidade das proteinas e gliten

presentes na massa de trigo mole

Amostras de 20 mg das massas liofilizadas foram preparadas conforme
descrito no item [1.3.3.2.4.
A solubilidade das proteinas do gliten em solugdo de SDS foi avaliada

através da cromatografia liquida de alta eficiéncia (LC 104, Shimadzu Co. Japao)
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acoplado com uma coluna de exclusio molecular BioSep-SEC-s4000
(Phenomenex, USA) com dimensodes de 300 x 7,8mm e a um detector de luz UV-
visivel (SPD 10A, Shimadzu Co., Japao).

Aliquotas de 50uL das amostras centrifugadas e filtradas foram injetadas
na coluna e as proteinas foram eluidas isocraticamente com solu¢ao aquosa de
acetonitrila 50% (v:v) acidificada com 0,05% de acido trifluoracético (TFA). O
fluxo aplicado foi de 0,7mL/min e o tempo de cada corrida de 30 minutos. A
absorbancia foi registrada a 214nm.

As areas sob o cromatograma foram avaliadas através do software do

equipamento.

11.3.4.1.2.2. Perfil eletroforético (SDS-PAGE) das proteinas da

massa de trigo mole

A eletroforese foi conduzida de acordo com o método descrito no item

11.3.3.2.5.

11.3.4.1.2.3. Avaliacao da estrutura secundaria das proteinas
da massa de farinha de trigo mole por

espectroscopia por infravermelho (EIVTF)

Amostras das massas liofilizadas foram colocadas sobre um cristal
(limpo e seco) de diamante com um detector DKATGS (deutered L-alanina
doped tri-glycin sulfate). Os espectros (100 leituras) foram coletados na regiao
de 600 - 4000 cm-1, com resolucao de 2cm-1, utilizando um espectrofotometro
de infravermelho com transformada de Fourier (IRPrestige-21, Shimadzu
Corporation, Japao) a temperatura ambiente. Cada amostra foi lida em

duplicata.
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Os espectros foram normalizados e foi feita a correcdo da linha de base
antes das analises. Os espectros da enzima comercial e o EEBC foram também
avaliados e descontados das médias dos espectros na propor¢do em que
estavam presente na massa. A andlise dos espectros tratados foi realizada
utilizando o software OPUS 7.0 (Bruker Optics, Inc., Billerica, EUA).

A derivada segunda dos espectros foi calculada utilizando a fungdo de
Savitsky-Golay (cinco pontos) e foi utilizada para o estudo das alteracdes na
estrutura do gluten das massas de farinha de trigo mole. A area sob a segunda
derivada dos espectros foi associada com cada estrutura secundaria (Bock e

Damodaran, 2012).

11.3.4.1.2.4. Hidrofobicidade de superficie da massa de farinha

de trigo mole

A hidrofobicidade de superficie foi avaliada nas massas liofilizadas
dissolvidas em solucdo de ANS (8-anilino 1- naftaleno sulfonato) com
concentracao variando de 0,05 molL! a 0,4 molLl A solucdo de ANS foi
adicionada as amostras de 2,5 g de massa liofilizada (3% de umidade) na
quantidade de 0,5 mL, sendo misturada com bastdo de vidro por 3 minutos. A
massa formada foi entdo colocada em uma célula de quartzo padrdo. O
fluorimetro RF-5301 (Shimatzu, Japan) foi utilizado para leitura da emissdo na

regiao de 400 a 600 nm apds excitacdo a 390 nm.

I1.3.4.2. Avaliacdao da producao de pao de forma com farinha de
trigo mole e transglutaminase comercial e de
Streptomyces sp. CBMAI-837 utilizando agua destilada ou

tampao citrato 0,05 mol.L-1 pH6,5 na formulacao
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Piaes de forma foram preparados com as TGase comercial e de
Streptomyces sp. CbMAI-837 utilizando-se agua destilada ou tampao citrato
0,05 mol.L-* pH6,5 na formulagdo. A quantidade de enzima adicionada a massa
foi fixada em 2 U/g de proteina com base nos resultados dos ensaios de
extensibilidade da massa. Foram utilizadas 3 quantidades de 4gua ou tampao
distintas na formula¢do, sendo elas 53% (m/m) (valor sugerido pelo
farinograma como absorcdo da farinha de trigo mole misturada com agua
destilada a 30°C), 56% (m/m) e 59% (m/m).

A Tabela II-5 apresenta a quantidade de ingrediente para cada pao

formulado.

Tabela II-5 - Formulac¢do dos paes contendo TGase microbiana e controles

Ingrediente Quantidade
Farinha de trigo mole 100g
Levedura (Saccharomyces cerevisiae liofilizada 5,3g
comercial)

Acucar granulado 6,0g
Gordura vegetal hidrogenada 3,0g

Sal (NaCl) 1,5g
Agua destilada ou Tampio citrato Variavel*
0,05 mol.L-1 pH6,5

TGase (comercial ou de Streptomyces sp. CBAMI- 2U/g de proteina
837)

* Foram utilizadas as quantidades de 53g, 56g e 59g de 4gua ou tampao citrato.

Os paes foram formulados tendo como base o procedimento AACC 10-
10.03, modificado para evitar que a rede de gliten da massa fosse danificada
durante o processo de sova, uma vez que a farinha utilizada apresenta baixo
teor de proteinas, caracterizando uma massa que suporta pouco trabalho
mecanico, além do que, devido a perda da elasticidade da massa inerente a
atuacdao da transglutaminase, a massa ndao se recupera bem da etapa de

moldagem, perdendo volume. O procedimento padrao € ideal para farinha com
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elevado teor de proteinas destinadas a fabricacdo de pdes. A Figura II-8

apresenta o fluxograma de preparo dos paes 100g.
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Ativacdo da levedura

» Misturar a levedura, aglcar e agua/tampdo a 38°C
» Cobrir e colocar na cimara com controle de temperatura e umidade

~(38°C/85%UR) por 10 min s
Mistura

» Adicionar ao recipiente da batedeira a farinha, gordura e sal e a levedura ativada
» Misturar em velocidade 2 por 4 min., limpar o recipiente e misturar em

velocidade 1 por mais 1 min .

Fermentacgao principal
» Colocar a massa em uma recipiente e colocar na camara com temperatura de

30°C e 85%UR por 20min.

» Moldagem manual (20 sovas com a palma da mao e 6 dobras com as pontas dos
dedos).

_» Boleamento e colocacao da massa na assadeira retangular

Moldagem

Fermentac¢do secundaria
» Colocar assadeiras na camara a 38°C e 85%UR por 30 min.

2

Cozimento
 Colocar no forno a 215°C por 24 min.

-2

Resfriamento
* Resfriar a temperatura ambiente,

Figura II-8 - Fluxograma do preparo dos paes.

Para os pdes formulados com TGase, a enzima liofilizada foi adicionada

na etapa de mistura, juntamente com a farinha. Foi formulado, também, um pao

com farinha de trigo duro (13% m/m de proteinas) sem adicdo de TGase, a fim
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de se ter um referencial de textura para os paes. A formulacao foi composta de
100 g de farinha de trigo duro; 63 g de agua destilada (conforme indicado na
absorcdo de agua pela farinha pelo farinograma); 5,3 g de levedura liofilizada
comercial (Saccharomyces cerevisiae); 6,0 g de agucar granulado; 3,0 g de
gordura vegetal hidrogenada e 1,5 g de sal (NaCl). A etapa de fermentagao
principal consistiu em 52 minutos a 38°C/85% UR, seguido de 3 moldagens
sequénciais (idéntica a descrita na Figura II-8) e mais 13 minutos a 38°C/85%
UR. A segunda fermentacao foi de 33 minutos.

Os paes de 100 g, formulados em duplicata, foram armazenados em sacos
plasticos com ziper por 18 horas (20°C) e entao foram submetidos a analise do
perfil de textura (TPA) utilizando o texturometro TA.XT Plus (Stable Micro
Systems, RU) acoplado de cilindro de aluminio 36mm (célula de carga de 25kg).
Foi calculada a média das medidas.

Foram cortadas 3 fatias (descartando-se as extremidades) de 2,5 cm de
altura de cada réplica dos paes. Essas fatias foram colocadas centralizadas na
base plana do texturometro e submetidas a duas compressdes sequenciais,
simulando duas mordidas no miolo do pao. A compressao maxima foi de 40%
com velocidade de 1mm/s. O perfil das compressdes foi avaliado pelo software
Texture Exponent 32 (Stable Micro Systems, RU).

O volume especifico dos paes foi calculado pela razao entre o peso de
cada pdo e seu volume. O volume foi calculado pelo deslocamento de sementes

de canola, em duplicata.
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I1.4. Resultados e discussoes

I1.4.1. Atuacdo da TGase microbiana nas proteinas da farinha de
trigo mole

A atuacdo da TGase comercial (BioBond) nas proteinas da farinha de

trigo mole foi avaliada em um sistema de massa formada pela adi¢ao da farinha

e de solvente em um farinégrafo e misturada por 6 minutos. A massa foi

submetida a avaliacdo de suas propriedades fisicas e quimicas. Os resultados e

discussoes serdo divididos entre os resultados das respostas relacionadas a

reologia da massa e aos relacionados a bioquimica da massa.

[1.4.1.1. Delineamento fatorial 23 para o preparo da massa de
farinha de trigo mole e analises das propriedades

mecanicas
A Tabela II-6 apresenta os valores obtidos para cada parametro da

mistura da massa e relativos a textura avaliada pelo delineamento fatorial 23

com trés repeticdes no ponto central.
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Tabela II-6 - Consisténcia maxima (BU), tempo de desenvolvimento (min),

estabilidade (min), perda da consisténcia (BU), resisténcia a extensao (g),

extensibilidade (mm), trabalho realizado (g.mm) e pegajosidade da massa
(g) de farinha de trigo mole

Dados Farinodgrafo Dados texturometro
Ensaio —
Cm TDM EST PC Rm Em A Pegajosidade

(BU) (min) (min) (BU) (8) (mm) (g.mm) (8)
1 478 1,5 3,0 6633 6,96 34,95 220,29 57,95
2 522 1,4 2,7 82,67 1093 42,87 413,32 46,91
3 467 1,5 50 24,00 17,82 45,73 633,30 46,50
4 500 1,7 52 30,67 24,07 36,99 701,90 46,36
5 369 1,7 2,7 44,67 7,70 27,78 193,48 60,76
6 366 1,7 3,2 46,00 10,62 33,30 312,36 63,41
7 364 1,7 5,0 18,33 15,04 38,07 291,30 56,34
8 418 1,5 52 25,33 26,13 26,42 524,66 48,32
9 446 1,5 3,0 37,00 15,96 35,58 486,20 34,15
10 430 1,5 41 36,67 14,00 47,63 565,55 49,24
11 440 1,5 46 3500 15,57 37,63 496,56 48,52
12 420 1,4 48 2667 1519 41,88 507,25 55,82

11.4.1.1.1. Andlise da mistura da massa de farinha de trigo

mole tratada com TGase no farindgrafo
As curvas de torque (BU) versus tempo de mistura (min) para cada

ensaio realizado no planejamento fatorial 23 estdo apresentadas na Figura II-9

AeB.
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Figura II-9 - Farinogramas das massas de farinha de trigo mole tratada
com TGase dos ensaios do delineamento fatorial 23 (A) temperatura de
30°C e (B) temperatura de 37°C e ponto central. (—) 8 U/g de proteina e
pH 4,5; (—) 2U/g de proteina e pH 4,5; (-) 8U/g de proteina e pH 6,5; (---)
2U/g de proteina e pH 6,5; (=) 5U/g de proteina e pH5,5.

A Tabela II-7 apresenta os efeitos e o valor p de cada variavel e suas
interacbes nos parametros de mistura da massa de farinha de trigo mole

tratadas com TGase.
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Tabela II-7 - Efeitos da quantidade de TGase, pH do tampao citrato e
temperatura nos parametros de formac¢ao da massa de farinha de trigo
mole no farinégrafo

Fatores Cm TDM EST PC
Efeito p Efeito p Efeito p Efeito p
Média 435,00* <0,01 1,55* <0,01 4,04* <0,01 3944* <0,01
Enzima 32,00 0,02 -0,03 0,78 0,15 0,76 7,83 0,20

pH do tampao 3,50 0,74 0,03 0,78 2,20 <0,01 -35,33* <0,01
Temperatura -112,50* <0,01 0,13 0,20 005 092 -17,33* 0,02
EmzlmaxpH 4,55 030 003 078 005 092 -100 086
do tampao
Enzima x
Temperatura
pH do tampao

X 20,00* 0,10 -0,13 0,20 -0,05 092 11,83* 0,08
Temperatura

-6,50 0,54 -0,07 042 020 0,68 -3,67 0,53

R? 0,97 0,52 0,83 0,92

* Efeitos significativos

O maior efeito significativo, com 90% de significincia, sobre a
consisténcia maxima (Cm) da massa de farinha de trigo mole durante o processo
de mistura foi o da mudan¢a da temperatura. O aumento da temperatura de
mistura reduziu a consisténcia da massa (a quantidade de solvente foi fixada
em 53%) o que pode estar relacionado ao aumento da absorcdao do solvente
pelos componentes da massa. A quantidade de transglutaminase adicionada a
mistura apresentou efeito positivo e significativo na consisténcia da massa,
indicando que a enzima ja comec¢a a atuar durante o processo de mistura da
massa. O pH do tampao citrato ndo apresentou efeito significativo sobre esse
parametro, nos niveis estudados, no entanto a interacdo entre pH e
temperatura apresentou um efeito positivo e significativo, a 90% de
significancia.

Quanto ao tempo de desenvolvimento da massa (TDM) o modelo
proposto nao foi adequado para realizar previsdes de como os fatores avaliados

atuam neste parametro. Apenas 52% dos resultados podem ser previsto pelo
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modelo proposto, o que corresponde a um valor baixo. A média do tempo para
desenvolvimento da massa foi de 1,55 minutos, valor coerente para farinhas
muito fracas, com baixo teor de proteinas.

A estabilidade da consisténcia da massa foi afetada significativamente
apenas pelo pH do tampao citrato. A massa composta por tampao citrato 0,05
mol.L-1 pH 6,5 foi menos susceptivel a quebra durante a mistura no farinégrafo,
sugerindo um fortalecimento da rede proteica da massa. No pH 6,5, gluteninas e
gliadinas estdo acima do seu ponto isoelétrico, passando gradativamente para
sua forma carregada, sendo que as ligacdes de hidrogénio deixam de ser
favorecidas.

Perda da consisténcia (PC), que diz respeito ao quanto a massa perdeu de
consisténcia apos a mistura de 6 minutos de mistura, foi significativamente
influenciada pelo pH do tampao do solvente adicionado a massa, sendo que o
aumento do pH conduziu a reducao do valor deste parametro reafirmando o
aumento da estabilidade da massa a mistura. A temperatura também
apresentou efeito significativo sobre este parametro e de forma similar ao pH, o
aumento da temperatura conduziu a reducao da perda da consisténcia. A
interacdo entre pH e temperatura apresentou efeito positivo sobre a perda da
consisténcia indicando que estes dois fatores em conjunto proporcionam maior
perda de consisténcia da massa ap6s 6 minutos de mistura, no entanto, o efeito
da interacdo foi inferior ao efeito individual do pH e temperatura sobre PC. A
TGase nao afetou a PC da massa assim como nao influenciou na estabilidade da
massa a mistura (EST). No entanto, como o efeito do pH sobre estes dois
parametros foi elevado ele pode ter mascarado o efeito dos demais fatores
dentro dos niveis estudados.

A estabilidade da massa a mistura (EST) é um fator importante para se
determinar o processo de mistura dos produtos desenvolvidos com a farinha.

Quanto maior o valor de EST, mais tempo a massa pode ser submetida ao
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estresse mecanico do batimento da massa sem sofrer grandes danos na sua
estrutura proteica, sendo a massa capaz de reter as bolhas de gas durante o
processo fermentativo posterior.

Desta forma, pelas caracteristicas da massa atribuidas pelo farinograma,
observa-se que a adi¢cdo de TGase na massa elevou o ganho de consisténcia da
massa e a formulacdo com tampao citrato 0,05M pH 6,5 elevou a sua
estabilidade a qual deixa de ser caracteristica de farinhas destinadas a bolos (1
a 4 minutos) e passa a ter caracteristicas de estabilidade de massas para

biscoito fermentado (de 5 a 12 minutos).

I1.4.1.1.2. Anadlise das respostas de extensibilidade das massas

de farinha de trigo mole
As curvas obtidas do texturémetro para o ensaio de micro-extensao da

massa fresca utilizando a sonda SMS/Kieffer rig (célula de carga de 5kg) estao

ilustradas na Figura 10 A e B.
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Figura II-10 - Micro-extensogramas das massas de farinha de trigo mole
(A) 30°C (B) 37°C.

A Tabela II-8 apresenta os efeitos das variaveis estudadas nas

caracteristicas de extensibilidade da massa de farinha de trigo mole.
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Tabela II-8 - Efeitos da quantidade de TGase, pH do tampao citrato e
temperatura na resisténcia a extensao (Rm), extensibilidade (En) e
trabalho para estender a massa (A) de farinha de trigo mole

Eat R, En A
atores Efeito P Efeito p Efeito p
Média 1499* <001 3647* <001  44552*  <0,01

Enzima 6,06 <001 -174 0,46 153.47* 0,06
pHdotampio 11,71* <0,01 2,08 0,38 252,93* 0,01
Temperatura -0,07 0,93 -8,74* 0,01 -161,76* 0,05
EnzimaxpHdo ., .. 45,  gaer 002 -2.49 097
tampaio

(eI 52 095 030  -1,33 0,56 22,65 0,73

Temperatura
pHdotampaox — ., (-, (37 0,87 .97.87 0,18

Temperatura

R2 0,98 0,68 0,86

* Efeitos significativos

A resisténcia a extensdao (Rm) sofreu efeito positivo da quantidade de
TGase adicionada a massa e do pH do tampao citrato sendo que o aumento da
quantidade de enzima e o aumento do pH do tampao conduziram ao aumento
da Rn indicando o fortalecimento de sua estrutura. Esses dois fatores atuam
também de forma sinérgica como mostra o efeito da interacdo entre eles que foi
significativo e positivo a 90% de significancia. Desta forma, pode-se sugerir que
o pH 6,5 altera a estrutura da rede de gliuten fortalecendo-a e de certa forma
permitindo maior atuacdo da enzima TGase, seja pela exposicao dos substratos
da enzima presentes no gliten seja pela conformacao da estrutura da TGase de
forma favoravel a sua atuagdo, uma vez que 6,5 é o pH 6timo para atuacgdo da
TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 (Bagagli, 2009).

De fato neste pH as proteinas do gluten (gluteninas e gliadinas) estao
acima do seu ponto isoelétrico (5,5 e 6,4, respectivamente) e, portanto, a carga
total das proteinas é negativa e, devido a concentragdo de cargas de mesmo

valor, ha o aumento das forgas eletrostaticas repulsivas fazendo com que a
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estrutura proteica se abra, expondo as cadeias residuais dos aminoacidos que
compoe a estrutura proteica e elevando a solubilizacdo da proteina no meio
aquoso.

De acordo com Kashiwagi et al. (2010) a cadeia lateral da cisteina
presente no sitio ativo da enzima atua em sua forma reduzida, que em pH 6,5
comeca a apresentar cargas negativas (pKa 8,3), favorecendo o ataque
nucleofilico do tiolato ao grupo doador de acil (cadeia lateral de aminoacidos
glutamina).

A extensibilidade maxima (En) foi significativamente influenciada pela
temperatura de mistura da massa, sendo que quanto maior a temperatura
empregada, menor E. A interagdo entre pH do tampao citrato e a quantidade
de enzima aplicada na massa também apresentou efeito significativo e negativo
nesta resposta. Os demais termos ndo foram significativos dentro dos niveis
avaliados (p<0,1).

Uma observagdo interessante ocorre no experimento 8 (quantidade de
enzima 8U/g de proteina, pH 6,5 e temperatura 37°C) em que a analise do
farinograma indica que a quantidade de agua adicionada foi superior a
necessaria para atingir a consisténcia de 500 BU (considerada padrdo para a
consisténcia de massas com absor¢ao 6tima de solvente), no entanto, o micro-
extensograma da massa apés o repouso de 30 minutos a 37°C, indicou baixa
extensibilidade e elevada resisténcia a extensdo (Rm) e o formato da curva
ilustrada na Figura II-10 para este experimento sdo caracteristicas de uma
massa que nao foi totalmente hidratada, ou seja, ndo ha solvente suficiente para
hidratar a rede de glaten e permitir que se comporte como um fluido
viscoelastico, suas caracteristicas passam a ser mais préoximas a de um sélido,
como foi sugerido por Bauer et al. (2003b) ao avaliar a aplicagcdo da TGase em
massa de farinha de trigo (11,9% m/m de proteina e 63% m/v de absorcao de

agua) com agua adicionada de 3,2% (m/v) de NacCl.
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O polimero de gluten é tido como “borrachoso”, sendo elastico e
resistente. Sua estrutura é desordenada e em sua forma relaxada existem
muitas possibilidades de arranja-la. Quando uma forca externa é aplicada o
polimero é esticado, reduzindo as formas de arranjo estruturais e como
consequéncia o polimero tende a restaurar o estado relaxado apés a suspensao
da forga externa (Singh & MacRitchie, 2001; Rauscher & Pomes, 2011). A
glutenina (proteina de grande massa molecular presente no gliten) é
considerada importante para as caracteristicas Unicas de elasticidade do gluten
por conferir uma estrutura continua (Delcour et al, 2012). A glutenina
apresenta em sua estrutura grande numero de ligacdes covalentes do tipo
dissulfeto as quais contribuem para a rede de gliten apresentar suas
propriedades elasticas, uma vez que durante o processo de aplicagao de forcas
externas as ligacOes dissulfidicas se quebram e se formam novamente em
processo dinamico (Figura II-2).

Em oposicdo as ligagdes dissulfidicas das ligacoes de hidrogénio,
principal interacdo envolvida nas propriedades de elasticidade das gluteninas
(Delcour et al, 2012), as ligacbes isopeptidicas e-(y-glutaminil)-lisina
apresentam estrutura muito similar a ligagdo peptidica, sendo planares e
rigidas. Levando em consideracdo o mecanismo de acdo da TGase e as
caracteristicas das ligagdes cruzadas originadas de sua ac¢do aliadas as
observacoes da extensibilidade da massa tratada com a enzima, podemos
propor que a rede de gluten é travada, reduzindo as possibilidades de
movimentacdo das moléculas constituintes e, consequentemente, perdendo a
estrutura flexivel. A Figura II-11 ilustra a introducdo das ligacdes e-(y-
glutaminil)-lisina pela TGase nas proteinas do gluten, propondo um modelo

para reducdo da extensibilidade da massa
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Figura II-11 - Ilustracao da interferéncia das ligacoes isopeptidicas &-(y-
glutaminil)-lisina na extensibilidade do gliten (adaptado de Rauscher &
Pomes, 2011).

Além de reduzir a mobilidade das moléculas devido a maior rigidez da
estrutura, as liga¢des isopeptidicas podem ainda alterar a exposi¢cdo de grupos
hidrofébicos na superficie da proteina o que pode levar a maior ou menor
solvatacdo da rede de gluten. Nesta etapa, ndo foram realizadas andlises de

hidrofobicidade de superficie.

11.4.1.1.3. Analise da pegajosidade da massa de farinha de

trigo mole tratada com TGase

A Tabela II-9 apresenta os efeitos das variaveis sobre a pegajosidade da
massa de farinha de trigo mole obtida em cada ensaio do planejamento fatorial

23,
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Tabela II-9 - Efeitos da quantidade de TGase, pH do tampao citrato e
temperatura na pegajosidade da massa de trigo mole

Rm

Fatores Efeito p
Média 51,20* <0,01
Enzima -4,14 0,55
pH do tampao -7,88 0,28
Temperatura 7,77 0,28
Enzima x pH do tampao 0,06 0,99
Enzima x Temperatura 1,45 0,83
pH do tampao x Temperatura -1,88 0,78

R2 0,98

* Efeitos significativos

Nao foram observados efeitos significativos dentro dos niveis avaliados
para a pegajosidade da massa de farinha de trigo mole.

A transglutaminase em geral reduz a pegajosidade das massas a base de
farinha o que é vantajoso para a industria de panificacdao devido a melhoria na

magquineabilidade do produto (Ribotta et al, 2010).

I1.4.1.2. Delineamento fatorial 23 para as analises bioquimicas da

massa de farinha de trigo mole tratada com TGase

A Tabela II-10 apresenta os valores obtidos para cada resposta avaliada

pelo delineamento fatorial 23 com trés repeticdes no ponto central.
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Tabela II-10- Respostas obtidas da cromatografia de exclusao molecular e
da analise da estrutura secundaria das proteinas da massa de farinha de
trigo mole realizada por FTIR

Dados SE-HPLC Dados FTIR

Ensaio  Area total Area1 Area 2 a-hélice folhas-B randomica voltas-f
(x1000) (x1000) (x1000) (%) (%) (%) (%)

1 8857217 48245 3381634 g71 4478 3094 1557
2 7870131 4269045 28810 1321 4638 2942 10,99
3 8351891 4639502 2907618 1045 4214 3750 9,918
4 792888 43951,82 2820126 789 4957 2700 1554
5 9077107 4758076 3523329 ggg 4106 3745 12,61
6 821968 43540,18 3094449 1087 4374 3466 10,73
= 821968 42378,04 24891,03 1197 4382 3075 13,52
g 7779649 4396825 2632427 1015 5081 29,80 924
9 8513059 4526748 3176583 942 4387 3097 1574
10  82921,12 4560033 3050401 g9g7 4721 3324 988
11 8554296 4584001 3070141 1353 4700 30,17 9,31
12 81209,08 4493482 29501,79 1009 4529 3160 13,02

I1.4.1.2.1. Analise da solubilidade das proteinas do glaten

presentes na massa de farinha de trigo mole tratada

com TGase

A Figura II-12 apresenta os cromatogramas de exclusao molecular para
as proteinas extraidas das massas de farinha de trigo mole preparadas em cada
ensaio do delineamento fatorial 23. O ponto central estd representado pela

curva média da quadruplicata.
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Figura II-12 - Cromatogramas de exclusao molecular para as proteinas
extraidas das massas de farinha de trigo mole preparadas no
delineamento fatorial 23 (A) ensaios a 30°C e (B) ensaios a 37°C.

As curvas foram divididas em duas areas principais, sendo que a Area 1
sob a curva é associada a fracao de glutenina de alta massa molecular (HMW-
GS), as proteinas altamente agregadas e a pequenos agregados proteicos com
massa molecular constante. A Area 2 sob a curva é relacionada a proteina
monomérica e as fragdes de menores massa molecular (Mujoo & Ng, 2003;

Zalm etal., 2010).
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A area total sob a curva é uma forma indireta de determinar a
solubilidade das proteinas do gliten em tampao fosfato 0,05 mol.L-1 pH 6,8
contendo 2% (m/v) de SDS. A Tabela II-11 apresenta os efeitos de cada
variavel na area total e nos valores das areas 1 e 2 de cada ensaio realizado bem

como os valores p a 90% de significancia.

Tabela II-11 - Efeito da quantidade de enzima, pH do tampao e
temperatura do preparo e descanso da massa sobre solubilidade das
proteinas da massa de farinha de trigo mole

Area total Area 1 (x1000) Area 2 (x1000)
Fatores (x1000)
Efeito p Efeito p Efeito P

Média 83153,84* <0,01 29980,82% <0,01 45032,68*  <0,01
Enzima -6768,89* <001  -218421* 0,03  -2612,03*  <0,01
pHdo tampdo  -4360,10+ 0,02  -5077,85* <0,01  -1340,82* 0,03
Temperatura 719,99 0,57 -627,68 0,43 -953,76* 0,09
EnzimaxpHdo .. 0. 49 246337+ 002  218554* <0,01
tampao
L 281,60 0,82 756,42 035  1386,84* 0,03
Temperatura
pHdotampaox . ..., 14 240340 002 -104651* 0,07
Temperatura
R2 0,91 0,94 0,94

* Efeitos significativos

Observou-se que a quantidade de enzima aplicada a massa apresentou
efeito significativo e negativo em todas as areas avaliadas do cromatograma de
exclusdao molecular com 90% de significancia. Desta forma, a TGase leva a
reducdo da solubilidade das proteinas da massa de farinha de trigo mole,
atuando tanto nas fracdes de elevada massa molecular ou elevado grau de
agregacdo quanto nas fracdes menores do gluten.

A reducdao da solubilidade ou da capacidade de extrair as fracdes
proteicas do gluten pode ser relacionada ao aumento do tamanho da estrutura

proteica em que a TGase atua, uma vez que catalisa rea¢ées de cruzadas entre
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as proteinas. Qutro ponto que pode ser apontado é a modificacao da estrutura
superficial das proteinas, expondo grupamentos hidrofébicos ou dificultando o
acesso do SDS a parte interna da estrutura.

Bauer et al (2003a) observaram o aumento de proteinas na fracao de
residuos do fracionamento de Osborne realizado em massas contendo elevada
quantidade de TGase comercial (900mg de enzima por kg de farinha de trigo),
indicando juntamente com o perfil eletroforético das fracdes que as reacgdes
cruzadas catalisadas pela enzima reduzem a solubilidade proteica elevando o
tamanho das estruturas presentes na rede de gluten.

Mujoo &Ng (2003) observaram que a TGase atua com maior intensidade
na fracdo de glutenina com elevada massa molecular (HMW-GS), reduzindo sua
capacidade de ser extraida da massa de farinha.

O pH do tampao citrato utilizado para produzir a massa também teve
efeito significativo e negativo na quantidade de proteina extraida da massa. O
pH e a forga idnica a que proteinas sdo expostas interferem diretamente em sua
conformacdo uma vez que alteram as interagdes eletrostaticas inter e
intramoleculares. Létang & Verdier (1999) relacionaram as propriedades da
massa de farinha com as ligacbes nao covalentes (tais como as interacdes
hidrofébicas, eletrostaticas e ligacbes de hidrogénio) presente na rede de
glaten, sendo que as interagdes eletrostaticas seriam as de menor contribuicao
uma vez que o gluten é composto por poucos aminoacidos ionizaveis.

Os resultados apresentados na Tabela II-11 indicam que a presenca do
tampdo citrato 0,05 mol.L-1 a pH 6,5 (acima do pl das proteinas do gliten)
influenciou a estrutura da rede de proteinas da massa e, aliado aos resultados
obtidos durante a mistura (dados apresentados no item I1.4.1.1.1) sugerindo
que as interacdes eletrostaticas e ligagdes de hidrogénio, altamente
influenciadas pela carga dos aminoacidos, contribuem para a estabilizacao da

rede de gliten e consequentemente para seu fortalecimento.
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O efeito da temperatura foi significativo, a 90% de significancia, apenas
para a Area 2, ou seja, a mudanca na temperatura de mistura e descanso da
massa afetou as estruturas poliméricas menores ou monoméricas do gldten,
levando a reducdo da capacidade de serem extraidas da massa. No entanto,
notou-se que a interacdo da temperatura com o pH do tampdo apresentou
efeito significativo e negativo na area 1 e area 2 a 90% de significancia, e na
area total a 86% de significancia. O aumento da temperatura da mistura pode
elevar as taxas de reacdo (ou interacdo) intra e intermoleculares favorecendo o
agrupamento molecular na rede de glaten e dificultando sua extracao.

A interacdo da temperatura com a quantidade de enzima adicionada a
massa foi significativa apenas para a area 2, sendo que o efeito sinérgico foi
oposto ao efeito individual de cada variavel separadamente.

A interacdo entre a quantidade de enzima adicionada e o pH do tampao
afetou significativamente todas as areas avaliadas no cromatograma de
exclusao molecular, sendo que o aumento simultaneo dos dois fatores conduziu
ao aumento da quantidade de proteinas totais extraidas da massa, sendo o
efeito similar entre as duas fragdes estudadas. Embora o pH 6,5 favoreca a
atuacdo da enzima (Bagagli, 2009) as modifica¢cdes provocadas pela introducao
de liga¢des isopeptidicas e-(y-glutaminil)-lisina simultidnea as modificagdes
causadas pelas ligagdes de hidrogénio e interacdes eletrostaticas devido o pH
do tampao invertem o efeito individual de cada intera¢dao na massa.

A TGase, conforme citado anteriormente, catalisa além da transamidagao
a reacdo de desamidacgdo, a qual conduz a conversao de residuos de glutamina
em residuos de acido glutdmico. As glutaminas sdo aminoacidos neutros, porém
polares, que participam em geral de ligacdes de hidrogénio para estabilizar a
estrutura secundaria proteica. O acido glutamico é um aminoacido carregado
negativamente, o qual participa de interacdes eletrostaticas na estrutura

proteica secundaria. O aumento do namero de acidos glutamicos em relagdo ao
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numero de glutaminas presentes na estrutura do gliten pode levar ao aumento
da repulsao eletrostatica na estrutura, elevando sua abertura e aumentando a
sua capacidade de ser solubilizada. Embora ndo haja nesse trabalho evidéncias
experimentais de que as reacdes de desamidacdo nao tenham ocorrido, as
supostas modificagdes que causariam a proteina podem ser um indicio que
venha a justificar o efeito sinérgico observado entre a quantidade de enzima
adicionada a massa e o pH do tampao. Outro fato que pode reforcar esta
suposicdo é o da proporcao entre glutaminas residuais e lisinas presentes na

farinha de trigo ser elevada (Tabela II-1).

11.4.1.2.2. Perfil eletroforético das proteinas da massa de
farinha de trigo mole tratadas com TGase (SDS-

PAGE)

As proteinas das massas de farinha de trigo mole de cada ensaio foram
extraidas em tampdo Laemmli contendo 50 mmol.L-* de DTT e aplicadas ao gel
de poliacrilamida 10% em condi¢cdes reduzidas, conforme descrito no item
[1.3.3.2.5. A Figura II-13 apresenta o perfil eletroforético das proteinas
extraidas das massas de farinha de trigo mole para os ensaios do planejamento
fatorial 23.

A linha P corresponde aos padrées de massa molecular. As linhas
numeradas correspondem aos experimentos do planejamento fatorial 23 sendo

que o ponto central foi representado pelo ensaio 9.
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Figura II-13 - SDS-PAGE das proteinas das massas de farinha de trigo mole
para cada ensaio do delineamento fatorial 23.

Nas amostras das linhas 4 e 8 do gel, observou-se a reducdao da
intensidade das bandas de 50 kDA e um aumento nas bandas de 100 KDA em
comparagdo as demais massas.

Outro fato importante observado nessas amostras foi o grande acimulo
de proteinas na parte superior do gel que ndo o permearam, sendo a banda
mais intensa para o ensaio 8. Este fato sugere que no ensaio 8, em que foi
utilizado temperatura de mistura e descanso mais elevada (37°C), houve maior
formagdo de proteinas de alta massa molecular, que ndo permeou no gel,
comparado com o ensaio 4, em que foi usada temperatura de 30°C para mistura
e descanso da massa de farinha de trigo mole.

Assim, essas massas apresentaram maior quantidade de proteinas de alta

massa molecular, fato que vem a sustentar as hipdteses sugeridas nas analises

118



de textura de que o aumento da for¢a da rede de gluten estaria relacionado ao
aumento da aglomeracao proteica ou da massa molecular das proteinas.

Autio et al. (2005) observaram que a fracdo de glutenina, extraida da
farinha de trigo com 13,7% de proteinas, foram altamente polimerizadas pelo
tratamento com TGase sendo que as bandas observadas entre 66 e 120 kDa nao

foram mais observadas utilizando-se elevadas quantidades da enzima.

11.4.1.2.3. Avaliacao da estrutura secundaria das proteinas
das massas de farinha de trigo mole tratada com
TGase por espectroscopia por infravermelho

(EIVTF)

A estrutura secundaria das proteinas das amostras das massas de farinha
de trigo mole foi estimada através da analise de espectroscopia infravermelho
com transformada de Fourier (EIVTF). A identificacdo da contribui¢cdo de cada
estrutura foi realizada através da area sob a curva da segunda derivada do
espectro obtido na regido entre 1600 e 1700 cm! que € a regidao do espectro
relacionado aos grupos amida (regidao amida I) e que tem sido utilizado para
determinacao da estrutura secundaria das proteinas (Bock & Damodaran,
2012). A Figura II-14 apresenta a derivada segunda dos espectros (tratados de

acordo com o 11.3.3.2.6) obtidos para cada ensaio do planejamento fatorial 23.
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Figura II-14 - Derivada segunda dos espectros infravermelho com

transformada de Fourier para as amostras de massas de farinha de trigo
mole obtidas nos ensaios do delineamento fatorial 23.

120



A Tabela II-12 apresenta a percentagem de contribuicao de cada tipo de
estrutura secunddria na estrutura das proteinas das amostras de massa de

farinha de trigo mole do delineamento fatorial 23.

Tabela II-12 - Percentagem de estruturas o-hélice, folhas-,
randomica e volta-f estimadas para a estrutura secundaria das proteinas
das massas de farinha de trigo mole do delineamento fatorial 23
a-hélice folhas-p randémica  volta-p

Ensalo (o) (%) (%) (%)
1 8,71 44,78 30,94 15,57
2 13,21 46,38 29,42 10,99
3 10,45 42,14 37,50 9,92
4 7,89 49,57 27,00 15,54
5 8,88 41,06 37,45 12,61
6 10,87 43,74 34,66 10,73
7 11,92 43,82 30,75 13,52
8 10,15 50,81 29,80 9,24
9 9,42 43,87 30,97 15,74
10 9,67 47,21 33,24 9,88
11 13,53 47,00 30,17 9,31
12 10,09 45,29 31,60 13,02

A Tabela II-13 apresenta os efeitos e p-valores de cada fator estudado na
distribuicdo dos arranjos das proteinas em sua estrutura secunddaria para as

massas de farinha de trigo mole.
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Tabela II-13 - Efeito da quantidade de TGase, pH do tampao e
temperatura na estrutura secundaria das proteinas das massas de farinha
de trigo mole preparadas no planejamento fatorial 23

a-hélice folhas- randdomica voltas-p
Fatores Efei . . .
eito p Efeito p Efeito p Efeito p
;o1 45,47
Média 10,40* <0,01 % <0,01 31,96* <0,01 12,17 <0,01

Enzima 0,54 0,65 4,68* <0,01 -3,94* 0,04 -1,28 0,58
pHdo tampao  -0,32 0,79 259* 004 -1,86 0,26 -0,42 0,85
Temperatura 0,40 074 -086 0,39 1,95 0,24 -1,48 0,53
EnzimaxpHdo )., (06 253« 004 -178 027 195 041

tampao

Enzima x
Temperatura
pH do tampao x
Temperatura

R? 0,61 0,91 0,81 0,32

-0,43 0,72 016 087 2,07 0,21 -1,80 0,44

1,47 0,25 2,32* 0,05 -393* 0,04 0,13 0,95

O modelo linear avaliado apresentou baixa correlacdo com a quantidade
de estruturas do tipo volta-B, sendo capaz de representar apenas 32% da
variacao das respostas experimentais. O melhor coeficiente de correlacao foi
obtido para as estruturas do tipo folhas-f3 e randomica e serdo as mais focadas
nas discussoes seguintes.

A Figura II-14 ilustra que ha grande diferenca entre os espectros na
regiao proxima ao de numero de onda 1683cm!, que é atribuida a estruturas
do tipo folhas-p associadas ao processo de agregacao proteica.

A principal estrutura afetada pela quantidade de TGase adicionada a
massa foram as folhas-f3, sendo observado um aumento da quantidade dessas
estruturas nas proteinas da massa com o aumento da quantidade de enzima
adicionada. Observou-se também efeito significativo e negativo da quantidade
de enzima nas estruturas randomicas.

A interacdo entre a quantidade de enzima adicionada e o pH do tampao
citrato apresentou efeito significativo e negativo, a 90% de significancia, sobre
as estruturas o-hélice. Ja nas estruturas folhas-f3, o efeito foi positivo. Desta
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forma a interacao entre estes fatores parece interconverter estruturas o-hélice
em estruturas folhas-f3, o que do ponto de vista das alteracdes moleculares das
proteinas seria plausivel.

As estruturas do tipo a-hélice apresentam uma relacdo de contato
(distancia média entre todos os pares de residuos que entram em contato,
normalizada pelo comprimento total da sequéncia de aminoacidos da proteina)
menor do que para as estruturas folhas-p. Desta forma, a estrutura folhas-3
apresenta maior numero de interagdes entre residuos impossibilitando o giro
da estrutura para formagao da hélice (Whitford, 2005).

A TGase, ao catalisar reagdes de transamidag¢do pode elevar o namero de
contatos entre os residuos de aminoacidos, seja pela introducdao da ligacao
cruzada e-(y-glutaminil)-lisina seja por aproximar partes da estrutura proteica
apos a catalise favorecendo outras interagdes, elevando a ordem de contato da
estrutura e dificultando a manutencdo da estrutura em forma de hélice. No
entanto, o efeito da TGase sobre a estrutura secundaria do tipo a-hélice so foi
percebida em presenca do tampao citrato 0,05 mol.L-? pH6,5, fato que vem a
concordar com as observacdes anteriores de que a presenc¢a do tampao age de
forma sinérgica com a TGase alterando o comportamento reoldgico da massa
de farinha de trigo mole.

Georget & Belton (2006) observaram uma variagao substancial na regiao
do espectro de 1680 a 1655 cm-! (que apresenta forte influéncia das estruturas
voltas-) para o gluten hidratado a 47% e termicamente tratado 25 a 85°C. No
entanto, foi evidenciado efeito significativo da temperatura, dentro dos niveis
avaliados (30 a 37°C), nas estruturas secundarias estudadas. A interacdo entre
temperatura e o pH do tampao citrato adicionado elevou significativamente o
numero de estruturas do tipo folha-B, desta forma a temperatura dentro da

faixa estudada ndo interferiu diretamente na estrutura proteica, no entanto
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favoreceu as modificacées proporcionadas pela presenca do tampao citrato na

massa.

I1.4.2. Comparacao da atuacao da TGase comercial e de Streptomyces
sp. CBMAI 837 nas proteinas da farinha de trigo mole
(Triticum aestivum)

A atuacdo da enzima TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 nas proteinas
da farinha de trigo mole foi comparada a atuagao da enzima comercial BioBond.
Dois solventes foram utilizados, a dgua destilada e o tampao citrato 0,05 mol.L!
pH 6,5. A agua destilada foi utilizada pelo fato de que no caso da
extensibilidade, que é um parametro de grande relevancia para produtos de
panificagdo, a enzima e tampdo sozinhos ndo apresentam efeito significativo
sobre esta resposta, no entanto a interagdo entre eles foi significativa. Desta
forma, sem o efeito do tampao (seja devido ao valor do pH, seja devido a forga
ionica conferida ao sistema) sera possivel avaliar a atuacao da enzima sozinha
na massa. Baseado no delineamento fatorial discutido no item I1.4.1 foram
produzidas massas de farinha de trigo mole com tampao citrato 0,05 mol.L-1 pH
6,5, com a adicao de 8 U/g de proteina de TGase de Streptomyces sp. CBMAI-
837 e BioBond. Foram produzidas duas massas controles, sendo uma composta
de farinha e 4gua destilada e outra de farinha e tampao citrato 0,05 mol.L-? pH

6,5, conforme descrito no item I1.3.4.2.

I1.4.2.1. Avaliacao das propriedades mecanicas das massas de
farinha de trigo mole preparadas com TGase comercial e

de Streptomyces sp. CBMAI-837
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A Figura II-15 ilustra as curvas obtidas nos ensaios de micro-extensao
das massas preparadas. Cada curva ilustra a média das medidas realizadas (de
8 a 10 medidas para cada formulagao).
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Figura II-15 - Micro-Extensogramas para as massas de farinha de trigo
mole preparadas com TGase comercial (BioBond) e EEBC de Streptomyces
sp. CBMAI-837.

A Tabela II-14 apresenta os valores e desvios padrao para a resisténcia a
extensdo (Rwn), extensibilidade (Ex), trabalho para estender a massa (A) e
também para a pegajosidade das massas contendo a transglutaminase
comercial (BioBond) ou EEBC de Streptomyces sp. CBMAI-837 (CBMAI) em
sistema tamponado (pH 6,5) e em presenca de agua destilada (AD). A
comparacdo estatistica entre as médias de cada resposta foi feita através do
teste de Tukey e estd representada por letras na tabela, sendo que letras iguais
representam médias que nao diferem estatisticamente entre si com 90% de

confianca.
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Tabela II-14 - Resisténcia a extensao (R»), maxima extensao (Ex) e o
trabalho realizado (g.mm) para massas de farinha de trigo mole
formuladas com TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 e com TGase

comercial.
Amostra Rm (8) Em(mm) A (g.mm)
Controle AD 6,85+ 0,29¢ 38,36 + 2,33bc 253,22 + 21,78e
Controle pH6,5 13,97 + 1,244 43,87 +3,682 564,28 +57,27¢
CBMAI AD 8U 24,48 + 1,49 25,71 + 1,684 443,65 + 43,734

BioBond AD 8U 17,51 +0,79¢ 40,58 +1,21> 611,62 + 39,400
CBMAI pH6,5 8U 30,01 £1,502 24,54 0,314 542,17 +45,30¢
BioBond pH6,5 8U 24,07 £2,00b 35,92 +0,74c 701,90 = 52,632

A resisténcia a extensao da massa preparada apenas com agua destilada
(Controle AD) foi significativamente inferior a das demais massas. A
substituicdo da agua destilada pela solucdao tampao citrato 0,05 mol.L-1 pH 6,5
elevou significativamente a forca da rede de gliten da massa, refor¢cando a
discussao do item I1.4.1 de que as caracteristicas da massa de farinha de trigo
mole em pH acima do ponto isoelétrico das proteinas do gluten e a for¢a ionica
introduzida pela solugdo tampao alteram as interagdes intra e
intermoleculares, estabilizando e refor¢cando a rede de gltten.

A TGase comercial BioBond elevou a R, da massa tamponada e nao
tamponada, sendo que seu efeito foi mais pronunciado em pH 6,5. 0 mesmo foi
observado quando a massa foi produzida com a TGase de Streptomyces sp.
CBMAI-837, no entanto, a Ry foi significativamente maior que o resultado
apresentado pela enzima comercial nas mesmas condigdes de processo.

Em relacio a extensibilidade maxima (Em) o extrato enzimatico
contendo TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 reduziu significativamente a
extensibilidade da massa quando comparada a aplicacdo da formulacdo
comercial e aos controles sem enzima.

As massas de farinha de trigo mole preparadas com a TGase de

Streptomyces sp. CBMAI-837 apresentaram extensibilidade inferior a massa
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controle preparada apenas com agua destilada ou tampao citrato 0,05 mol.L!
pH 6,5, sem no entanto haver diferenga significativa entre as massas com
enzima mais tampao e com enzima sem tampao. Os resultados obtidos com a
enzima comercial foram diferentes, uma vez que a massa apresentou
extensibilidade similar aos controles. A massa contendo a enzima BioBond e
tampdo apresentou a mesma extensibilidade do controle preparado com agua
destilada, no entanto ela foi mais resistente a extensao, sendo que o aumento da
Rm sem perdas na En é um indicativo de melhoria da farinha de trigo mole e
elevando a abrangéncia de aplica¢des industriais.

As areas sob a curva forca versus distancia da Figura II-15 representam
o trabalho necessario para estender a massa, indicando que de modo geral a
aplicacdo de TGase a massa de farinha de trigo mole eleva o valor de A
significativamente em relacdo a massa controle feita com agua destilada.

A maior intensidade no aumento da R, e na reducao de En observada na
aplicacdo do extrato de TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 pode estar
relacionado ao fato do extrato bruto conter outras substancias que podem
influenciar na atuagdo da enzima ou mesmo na interacao entre as proteinas do
gluten.

A Tabela II-15 apresenta os valores e desvios padrdes para a
pegajosidade das massas formuladas com tampao e TGase em comparag¢ao com

as massas formuladas sem enzima.

Tabela II-15 - Pegajosidade (g) das massas de farinha de trigo mole
preparadas com TGase comercial e de Streptomyces sp. CBMAI-837

Amostra Pegajosidade (g)
Controle AD 67,60 £ 10,702
Controle pH6,5 56,69 + 4,79b
CBMAI pH6,5 8U 50,99 + 5,11bc
BioBond pH6,5 8U 44,68 + 4,84c
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A massa controle formulada com agua destilada apresentou pegajosidade
elevada em comparacao as demais. A substituicdo da agua por tampao citrato
0,05 mol.L'1 pH 6,5 reduziu significativamente esta caracteristica assim como o
fez a adicao de TGase. Nao houve diferenca significativa entre as duas enzimas
estudadas.

Conforme discutido anteriormente, a pegajosidade é uma caracteristica
importante para a indudstria de panificacdo e cereais, sendo que massas muito
pegajosas aderem aos equipamentos, elevando as perdas de processo e
dificultando a manipulacao e limpeza. Desta forma, a TGase é uma enzima que
pode ser aplicada para a melhoria da maquineabilidade de massas produzidas
com farinhas de trigo mole ou farinhas com caracteristicas pegajosas (Ribotta

etal, 2010).

11.4.2.2. Avaliacao bioquimica das massas de farinha de trigo
mole preparadas com TGase comercial e de Streptomyces

sp. CBMAI-837

11.4.2.2.1. Avaliacao da solubilidade das proteinas e gliten
presentes nas massas de farinha de trigo mole
preparadas com TGase comercial e de Streptomyces

sp. CBMAI-837

A solubilidade das proteinas do gliten (em tampao fosfato pH 6,8 com
2% m/v de SDS) das massas preparadas com TGase comercial e de
Streptomyces sp. CBMAI-837 foram estimadas por meio das areas do
cromatograma de exclusdao molecular de cada amostra. A Figura II-16 ilustra
os cromatrogramas de cada amostra. A divisdo das dreas apresentada na figura

é ilustrativa, ndo representando os valores reais para cada area.
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A Tabela II-16 apresenta os valores para a area total e a drea relativa a
cada fracdo identificada nos cromatogramas (Area 1 e Area 2) e os desvios. As

extracoes foram efetuadas em duplicata para cada amostra.

Tabela II-16 - Areas estimadas sob as curvas da cromatografia de
exclusdo molecular para as proteinas extraidas das massas de farinha de
trigo mole preparadas com TGase comercial e de Streptomyces sp. CBMAI-

837
Amostra Area total Area 1 Area 2
(x 10000) (x 10000) (x 10000)

Controle AD 1230871+ 396,712 4593,83+98,65: 771488 + 298,07
BioBond AD 8U 986914 + 495035 363042 +31903b 623873 + 176,000
CBMAI AD 8U 1006890 +92,49> 376423 + 168,81° 6304.68 + 8,600
Controle pH6,5  10522,98+ 639,064  3738,52+229,824  6784,45 + 409,244
g:JoBond PH6,5 004057 +285568 360318155394 643739 + 130,164
CBMAIpH6,58U 1098972 + 425,184 405834+ 168,814  6931,38 + 256,374

Os dados foram agrupados de acordo com o solvente utilizado para o
preparo da cada massa. As letras na Tabela II-16 indicam essa comparagdo
pelo teste de Tukey a 90% de confianca.

A aplicacdo da TGase nas massas de farinha de trigo mole formuladas
com agua destilada levou a reducao significativa das proteinas extraidas da
massa em presenca de SDS, sendo que na fracdo representada pela Area 1
houve uma reducéo de cerca de 20% e na Area 2 cerca de 29%. Nio houve
diferenca significativa entre a acdo da TGase comercial e de Streptomyces sp.
CBMAI-837 para estes parametros.

A aplicacdo da enzima nas massas de farinha de trigo mole formuladas
com tampao citrato 0,05 mol.L-1 pH 6,5 nao levou a alteragdes significativas na
quantidade de proteina extraida da massa. Ao observarmos os resultados do
item I1.4.1.2 verificou-se efeito positivo e significativo da intera¢do entre pH e

enzima bem como efeitos negativos e significativos entre a atuacdo individual
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da enzima e do pH utilizado. Desta forma, os efeitos individuais e da interacao
entre a quantidade de enzima de 8 U/g de proteina e o pH 6,5 do tampao
podem ser complementares, nao permitindo diferenciar os resultados
apresentados para extracdo das proteinas. Outro fato importante é que o
método cromatografico, realizado em duplicatas, apresentou elevado desvio, o
que dificulta identificar diferenca entre as amostras.

Embora a comparacdao matematica dos valores ndo tenha permitido a
distin¢cdo entre alguns resultados, ao se observar os cromatogramas, notou-se
uma tendéncia a reducao do pico 1 (seta indicativa na Figura II-16) com a
aplicacao da TGase, ndo sendo verificada grandes diferencas entre as duas

enzimas utilizadas no estudo.

11.4.2.2.2. Perfil eletroforético das proteinas das massas de
farinha de trigo mole tratadas com TGase comercial

e de Streptomyces sp. CBMAI-837 (SDS-PAGE)

A Figura II-17 apresenta o perfil eletroforético das proteinas das massas
de farinha de trigo mole preparadas com TGase comercial e de Streptomyces sp.
CBMAI-837, de cada ensaio, extraidas em tampao Laemmli contendo 50
mmol.L'1 de DTT e aplicadas ao gel de poliacrilamida 10% em condi¢des

reduzidas.
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Figura II-17 - SDS-PAGE das proteinas das massas de farinha de trigo
mole. Coluna 1 - CBMAI AD 8U; Coluna 2 - CBMAI pH6,5 8U; Coluna 3 -
BioBond AD 8U; Coluna 4 - BioBond pH6,5 8U, Coluna 5 - Controle AD;

Coluna 6 - Controle pH6,5, Coluna P - Padrdoes de massa molecular (10 -
250kDa).

As amostras controle formuladas com dgua destilada (Coluna 5) e
tampdo citrato 0,05 molL! pH 6,5 (coluna 6) apresentaram perfis
eletroforéticos das proteinas similares.

Todas as amostras de massa formuladas com TGase apresentaram na
parte superior do gel um elevado acimulo de proteinas que ndo permearam o
gel 4% de poliacrilamida, indicando a formac¢do de proteinas de alta massa
molecular. Foi observado também aumento da intensidade da coloracdo na

regido de massa molecular de 100 - 150 kDa, em especial nas colunas 2 e 4.
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De forma similar ao observado no item I1.4.1.2.2 as bandas
correspondentes a massa molecular de 50 kDA apresentaram intensidade
inferior para as 4 amostras tratadas com a enzima quando comparadas com os
controles.

Pelos perfis apresentados no gel nao foi possivel encontrar grandes
diferencas entre as proteinas das massas de farinha de trigo mole formuladas
com a TGase comercial e com o extrato enzimatico bruto de Streptomyces sp.

CBMAI-837.

11.4.2.2.3. Avaliacao da estrutura secundaria das proteinas
das massas de farinha de trigo mole preparadas
com TGase comercial e de Streptomyces sp. CBMAI-

837 por espectroscopia por infravermelho (EIVTF)

De forma similar ao descrito no item [1.4.1.2.3, a estrutura secundaria das
proteinas das massas foi investigada através da analise dos espectros de
infravermelho com transformada de Fourier, porém neste caso as amostras
foram avaliadas em sua forma liofilizada. A avaliacao do espectro das amostras
desidratadas difere das amostras hidratadas devido as interacdes entre
solvente e proteinas que interferem significativamente nas intensidades e
numero de onda dos picos de absor¢dao do infravermelho (Georget & Belton,
2006).

Como os espectros foram muito influenciados pelo tipo de solvente
utilizado no preparo da massa, provavelmente pela presen¢a dos componentes
do tampdo nas amostras com ele formuladas, os dados foram agrupados por
solvente. A Figura II-18 ilustra a derivada segunda dos espectros para cada
massa e as curvas foram apresentadas de forma sobreposta para facilitar a

visualizacdao dos deslocamentos dos picos.
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Figura II-18 - Derivada segunda dos espectros infravermelho com

transformada de Fourier para as massas de farinha de trigo mole tratadas

com TGase comercial BioBond e de Streptomyces sp. CBMAI-837 (A)
preparadas com agua destilada (B) preparadas com tampao citrato 0,05M

pH6,5.

As amostras de farinha de trigo mole formuladas com o tampao citrato

0,05M pH6,5 apresentaram derivadas segundas do espectro muito similares.
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Foi observado um deslocamento da curva na regiao entre os numeros de onda
1645 e 1640 cm!, sendo que a amostra contendo a enzima de Streptomyces sp.
CBMAI-837 os picos foram menos intensos e mais amplos. Analisando-se a
regido proxima a 1658cm-1, pode-se supor que o efeito dos componentes do
tampao nos espectros pode ter se sobreposto as diferencas entre as amostras
dificultando a analise de EIVTF.

Para as amostras formuladas com agua destilada, as curvas das derivadas
segundas sao muito diferentes entre as amostras, com deslocamento
significativos de alguns picos como é o caso dos picos entre 1659 e 1654 cm-1,
entre 1668 e 1664 cm1 e entre 1628 e 1626 cm-1.

As areas dos picos das derivadas segundas foram calculadas a fim de se

estimar a percentagem de cada estrutura secundaria (Tabela II-17).

Tabela II-17 - Percentagem de estruturas a-hélice, folhas-B, randéomica e
volta-p estimadas para a estrutura secundaria das proteinas das massas
de farinha de trigo mole formuladas com TGase comercial e de
Streptomyces sp. CBMAI-837

a-hélice folhas-p randémica volta-p
Amostra o 0 0 0
(%) (%) (%) (%)

Controle AD 20,66 +0,30>  44,30+0,048 22,42 +0,198 12,63 + 0,08¢
BioBond AD 8U 16,08 £ 0,162 4482 +0,024  13,22+0,01¢  2589+0,184
CBMAI AD 8U 19,79 +0,42c  38,80+0,01¢ 24,32+0,504 17,080,078
Controle pH6,5 20,64 +0,22b  39,04+0,082 2351+0,38= 16,81 + 0,08¢
BioBond 23,41+0242  32,59+023> 22,80+0,402 21,20 + 0,05
pH6,58U

CBMAI pH6,58U 2310024  3878%029  1896+0,07> 19,17 £0,12b

A Tabela II-18 apresenta os nimeros de onda para os principais picos de

cada grupo de estrutura secundaria.
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Tabela II-18 - Numero de onda (cm1) dos principais picos encontrados
nas curvas da derivada segunda dos espectros infravermelhos com
transformada de Fourier

a-hélice folhas-f3 randomica volta-B
Controle AD 1656,09 1623,17 1648,37 1665,60
BioBond AD 8U 1657,05 1630,88 1650,31 1665,60
CBMAI AD 8U 1656,09 1630,88 1649,34 1665,60
Controle pH6,5 1656,09 1634,70 1649,20 1664,77
BioBond
pH6,58U 1656,92 1630,90 1649,20 1658,98
CBMAI pH6,5 8U 1656,92 1634,70 1649,20 1665,74

A presenca de tampdo na massa de farinha de trigo mole causou o
deslocamento do pico atribuido as estruturas do tipo folhas- em -9 cml. As
duas transglutaminases avaliadas, quando presentes na massa formulada com
agua destilada, deslocaram o niimero de onda em 7 cm-1, enquanto que para as
massas formuladas com tampao citrato 0,05 mol.L-* pH 6,5, apenas as amostras
contendo a enzima BioBond deslocou a posicao do espectro.

Quanto as estruturas do tipo volta-f3, a adigdo da TGase (comercial e de
Streptomyces sp. CBMAI-837) a massa formulada com agua destilada ndo
provocou o deslocamento do espectro. No entanto analisando-se a area do
espectros verificou-se que esta banda (1658 a 1673cm'l) é maior para a
amostra tratada com a enzima BioBond e com a enzima de Streptomyces sp.
CBMAI-837, embora o efeito desta ultima tenha sido inferior ao observado para
a enzima comercial. O uso do tampao citrato 0,05 mol.L-1 pH 6,5 na formulac¢ao
da massa provocou o deslocamento do pico para a massa formulada com a
enzima BioBond de cerca de 6 cm, ja para a enzima de Streptomyces sp.
CBMAI-837 deslocou o pico em -1cm1. O comportamento das areas foi similar
ao discutido para a massa formulada com agua destilada.

Observou-se que a amostra formulada com o EEBC de Streptomyces sp.
CBMAI-837 em agua ou em tampao foram muito similares, o que nao ocorreu

para as amostras controle e formuladas com a enzima comercial BioBond. Este
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fato pode ter ocorrido devido a presenca de sais no extrato enzimatico que
podem interferir e acentuar a modificacdo das proteinas e, consequentemente,
0 espectro.

De modo geral a TGase alterou a estrutura secundaria das proteinas do
gluten tanto para as massas de farinha de trigo mole formuladas com tampao

quanto com agua destilada.

11.4.2.2.4. Hidrofobicidade de superficie das proteinas das
massas de farinha de trigo mole preparadas com

TGase comercial e de Streptomyces sp. CBMAI-837

A Figura II-19 ilustra os espectros de emissao de fluorescéncia na regiao
de 400 a 600nm das proteinas ligadas a sonda de fluorescéncia ANS, das
amostras das massas de farinha de trigo mole, tratadas com TGase comercial
BioBond e EEBC de Streptomyces sp. CBMAI-837. As massas liofilizadas de cada
amostra foram hidratadas com agua destilada e com solu¢cdes de ANS de 0,05
0,05 mol.L'? a 0,4 mol.L-1 para estudo da hidrofobicidade de superficie das

proteinas do glaten.
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Figura II-19 - Espectro de fluorescéncia das proteinas do gliten (ligadas a
sonda de fluorescéncia ANS) das massas de farinha de trigo mole tratadas
com TGase comercial e de Streptomyces sp. CBMAI-837 (A) e agua
destilada; (B) e tampao citrato 0,05M pH6,5.

Os comprimentos de onda nos quais foram observadas as maiores
intensidades de emissdo, em média, foram a 470 nm sendo que ndo houve
diferenca significativa a 90% de confianga entre as amostras. A Figura II-20
apresenta os valores da intensidade da emissdao (em unidades arbitrarias)

observados no comprimento de onda de 470 nm para cada concentracao de
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ANS nas massas de farinha de trigo mole tratadas com TGase comercial

BioBond e EEBC de Streptomyces sp. CBMAI-837 preparadas com agua

destilada ou com solugdao tampao citrato 0,05 mol.L-1 pH 6,5.
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Figura II-20 - Intensidade de emissdao a 470nm para as diferentes
concentracoes de ANS adicionadas as massas de farinha de trigo mole
formuladas com TGase comercial BioBond e EEBC de Streptomyces sp.

CBMAI-837(A) com agua destilada e (B) com tampao citrato 0,05M pH6,5

139



O perfil dos espectros de emissdo das amostras de massa de farinha de
trigo mole formuladas com tampao citrato 0,05 mol.L-1 pH 6,5 diferiram das
amostras formuladas com agua destilada, no sentido de que todas as amostras
formuladas com tampdo ndo diferiram significativamente em termos de
intensidade maxima e comprimento de onda da maxima intensidade de
emissdo. Desta forma, ndo se observou efeito da TGase nos sitios hidrofébicos
das proteinas do gliten para massas formuladas com o tampao ou o efeito do
tampao se sobrep6s ao da TGase.

Nas amostras formuladas com agua destilada, observou-se que a amostra
que continha TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 apresentou a intensidade
da emissdao maxima a 470 nm inferior a apresentada para a amostra controle e
formulada com TGase BioBond.

O extrato enzimatico bruto de Streptomyces sp. CBMAI-837 reduziu a
intensidade de emissdo a 470nm tanto para concentragdao de 0,2 mmol.L-1 de
ANS (relacionada a constante de dissociagdo da proteina-sonda e indicando
uma menor afinidade dos sitios hidrofébicos na superficie da proteina pela
sonda) quanto para a concentracio de 0,4 mmol.L-!l (indicando baixa
quantidade de sitios hidrofobicos disponiveis na superficie da proteina) em
comparacdo ao controle e a amostra com TGase comercial.

Diante destas observacgoes, duas hipdteses podem ser consideradas. A
primeira seria que o extrato enzimatico bruto de TGase de Streptomyces sp.
CBMAI-837 atuaria nas proteinas do gluten escondendo os sitios hidrofobicos
dentro da rede proteica. A segunda seria o fato da elevada exposicao de grupos
hidrofébicos na superficie promover o agrupamento proteico via interagdes
hidrofébicas, e neste caso a coeréncia com os resultados apresentados pela
andlise de solubilidade das proteinas em SDS seria maior, uma vez que a
solubilidade das amostras tratadas com TGase comercial e de Streptomyces sp.

CBMAI-837 foi estatisticamente igual (90% de confianga). H4 também maior
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coeréncia com os resultados apresentados na analise de resisténcia a extensao
da massa (Rm) uma vez que o aumento da agregacdo proteica promove o
aumento da forca da rede de gluten (Delcour et al., 2012).

Renzetti et al. (2012) observaram comportamento similar para as
proteinas da farinha de arroz integral tratadas com transglutaminase em um
sistema semiliquido. A intensidade de emissdao maxima foi reduzida, indicando
menor exposicdo dos residuos hidrofébicos em relacio ao controle. Essa
reducdo foi relacionada ao aumento das interacdes hidrofébicas entre as
proteinas.

Hu et al. (2011) observaram que as proteinas isoladas de amendoim
tratadas com transglutaminase microbiana tiveram a quantidade de grupos
hidrofébicos na superficie das proteinas elevados em relacao ao controle o que

conduziu a modificagdes na estrutura secundaria das proteinas.

I1.4.2.3. Avaliacdo da adicao de TGase na producdo de pao de

forma de farinha de trigo mole

A andlise de perfil de textura (TPA) foi conduzida para avaliacao dos paes
formulados com TGase (comercial e de Streptomyces sp. CBMAI-837). Paes
formulados com farinha de trigo duro foram utilizados como forma de
comparacdo dos resultados obtidos com a farinha de trigo mole, ndo indicada
para o preparo de pades. Os dados foram agrupados pelo tipo de solvente
utilizado no preparo da massa do pao.

A Figura II-21 ilustra o interior dos paes formulados com farinha de
trigo mole e 4gua destilada em trés volumes distintos (53%, 56% e 59%) com a
adicao de TGase comercial BioBond e EEBC de Streptomyces sp. CBMAI-837 e os

respectivos controles sem a adigdao de enzimas.
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Controle AD (53%) Controle AD (56%) Controle AD (59%)

Figura II-21 - Fatia central dos paes de forma formulados com farinha de
trigo mole e agua destilada na presenca de TGase comercial Biobond e
EEBC de Streptomyces sp. CBMAI-837

A Figura II-22 apresenta os valores médios dos parametros de textura
avaliados para cada amostra de pao formuladas com agua destilada (AD) na
presenca de TGase comercial (BioBond) ou extrato bruto liofilizado de

Streptomyces sp. CBMAI-837 (CBMAI). As amostras formuladas com agua
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destilada foram comparadas entre si através do teste de Tukey (90% de

confianca). O resultado do teste de Tukey esta representado pelas letras dentro

das figuras. A amostra do pdo preparado com TGase comercial BioBond com

53% de agua destilada foi danificada e ndo pode ser avaliada.
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Figura II-22 - Volume especifico e resultados da analise de textura (TPA)
para os paes formulados com farinha de trigo mole e com TGase
(comercial ou de Streptomyces sp. CBMAI-837) em presenca de agua
destilada (pH5,0).

Com relacdo aos paes formulados com agua destilada, observou-se que

para a adi¢do da quantidade de agua sugerida pelo farinograma como absorc¢ao
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da farinha (53%) a enzima de Streptomyces sp CBMAI-837 provocou a reducao
do volume dos paes em 9%. Relatos na literatura indicam que a TGase
microbiana reduz o volume de paes de farinha de trigo dependendo das
condicoes de aplicacdo (Basman et al., 2002; Bauer et al.,2003b).

No entanto ao se elevar a quantidade de agua adicionada na formulacao,
foi observado o aumento do volume especifico dos paes o qual foi
estatisticamente equiparavel aos volumes controle, ndo havendo diferencas
significativas entre os pdes formulados com TGase BioBond e EEBC para as
mesmas quantidades de agua destilada adicionada. Para os niveis de agua
adicionada a mistura, o simples aumento da quantidade foi suficiente para
elevar o volume dos paes.

Autio et al. (2005), utilizando delineamento fatorial, obsevaram que o
aumento da quantidade de agua adicionada a massa em relacdo ao indicado
pelo farinograma (10% a mais) provocou o aumento do volume dos paes
formulados com TGase microbiana em baixas concentrag¢oes, sendo que a agua
sozinha nao apresentou efeito no volume especifico dos paes.

Desta forma, o aumento da quantidade de agua na massa elimina o efeito
negativo da TGase no volume final dos paes. Uma possivel explicagcdo para este
fato é que a introducao de ligagcdes cruzadas e-(y-glutaminil)-lisina modifica a
temperatura de transicao vitrea (Tg) da rede de glaten, o que reflete na baixa
mobilidade molecular das proteinas e a perda de elasticidade (Verbeek & Berg,
2009). No entanto, o aumento da quantidade de agua na massa pode,
geralmente, reduzir a Ty fazendo com que o polimero recupere suas
caracteristicas elastoméricas (Deulcor et al. 2012).

Com relagdo a firmeza dos miolos a adicao de TGase de Streptomyces sp.
CBMAI-837 elevou significativamente este parametro para as massas com 53%
de agua. Isso significa que é necessaria maior for¢a para comprimir o miolo do

pao entre os dentes molares. A adicdo de dgua resultou na reducdo da firmeza
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das amostras sendo que com 59% de agua as formulagdes com enzima
(comercial ou de Streptomyces sp. CBMAI-837) foram estatisticamente iguais ao
padrao.

De forma geral ndo foram evidenciadas altera¢des significativas entre as
amostras formuladas com ou sem TGase, para cada quantidade de agua
adicionada, no que diz respeito a mastigabilidade das amostras.

A elasticidade do miolo dos paes foi pouco afetada pela quantidade de
agua presente nas formulagdes, no entanto, houve diferenca significativa entre
as amostras formuladas com 59% de agua e com TGase comercial e de
Streptomyces sp. CBMAI-837, sendo que a adicdo da enzima BioBond resultou
em reducao da elasticidade do miolo.

Com relacao a coesividade dos miolos das amostras, que se refere ao
quanto um material pode ser deformado antes da ruptura, observou-se que
para a amostra controle houve a reducdao do parametro quando se adicionou
59% de agua na formulagdo. A adicdo de BioBond reduziu a coesividade da
massa com 56% de dgua em relacdo a amostra controle, a qual apresentou
valor estatisticamente igual a amostra controle com 59% de agua. As amostras
que continham TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 apresentaram a mesma
coesividade independentemente da quantidade de dgua adicionada na massa,
no entanto, apresentaram os maiores valores de coesividade. Desta forma, o
efeito da TGase BioBond e da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 foram
diferentes quanto a coesividade, no entanto pouca diferenca foi observada em
relacdo as amostras controle. Autio et al. (2005) observaram que as proteinas
do miolo de paes formulados com TGase apresentaram mais interacdes entre as
fibras o que melhorou o desenvolvimento da rede de gluten.

Quanto a resiliéncia, que diz respeito a como uma amostra se recupera
da deformacado sofrida, foi observado que as amostras formuladas com TGase

de Streptomyces sp. CBMAI-837 apresentaram uma tendéncia a serem mais

145



resilientes com o aumento do teor de agua adicionado na massa, o que nao foi
observado para as amostras controle e adicionadas de TGase BioBond nas quais
a tendéncia foi de redu¢do com o aumento da quantidade de dgua. Desta forma,
embora as diferencas estatisticas entre as médias de cada amostra nao tenha
sido grande, observou-se que ha a tendéncia da TGase BioBond e da TGase de
Streptomyces sp. CBMAI-837 atuarem de forma distinta na relisiéncia do miolo
dos paes em relacao a quantidade de agua adicionada.

De forma geral, a adicao de TGase na formula¢do de paes de farinha de
trigo mole na quantidade de 2U/g de proteina influenciou negativamente o seu
volume especifico, fato que pode ser superado com a uso de 3% a mais de agua
na féormula. Em relacdo aos parametros de textura, pouca diferenca foi
observada entre as amostras controle e as amostras adicionadas de TGase. Com
relacdo a firmeza e mastigabilidade, a enzima comercial e a de Streptomyces sp.
CBMAI-837 apresentaram tendéncias similares. Para elasticidade, coesividade e
resiliéncia, as tendéncias foram inversas com o aumento da quantidade de agua
na mistura.

Basman et al. (2002) observaram que a adicdo de baixas dosagens de
TGase (0,5% m/m) microbiana a formulacdo de paes com farinha de trigo mole
reduziram a firmeza dos miolos e elevaram o volume dos paes em relagdo ao
controle sem enzima.

A Figura II-23 ilustra o interior dos paes formulados com farinha de
trigo mole e tampao citrato em trés volumes distintos (53%, 56% e 59%) com a
adicao de TGase comercial BioBond e EEBC de Streptomyces sp. CBMAI-837 e os

respectivos controles sem a adicdo de enzimas.
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Controle pH 6,5 Controle pH 6,5
(53%) (56%) (59%)

CBMAI pH 6,5 CBMAI pH 6,5

CBMAI pH 6,5 (53%) (56%) (59%)

BioBond pH 6,5 BioBond pH 6,5
(56%) (59%)

Figura II-23 - Fatia central dos paes de forma formulados com farinha de
trigo mole e tampao citrato 0,05 mol.L-1 pH 6,5 na presenca de TGase
comercial Biobond e EEBC de Streptomyces sp. CBMAI-837

A Figura II-24 apresenta os valores médios dos parametros de textura

avaliados para cada amostra de pao formuladas com tampao citrato 0,05mol.L-!

pH 6,5 na presenca de TGase comercial (BioBond) ou do extrato bruto
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liofilizado de Streptomyces sp. CBMAI-837 (CBMAI). As amostras formuladas

com tampao foram comparadas entre si através do teste de Tukey (90% de

confianca). O resultado do teste de Tukey esta representado pelas letras dentro

das figuras.
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Figura II-24 - Volume especifico e resultados da analise de textura (TPA)
para os paes formulados com farinha de trigo mole e com TGase
(comercial ou de Streptomyces sp. CBMAI-837) em presenca de tampao
citrato 0,05M pH6,5.

A adicao de TGase comercial BioBond 2U/g de proteina e 53% de tampao

ndo provocou a reduc¢do do volume especifico dos paes em relagdo ao controle,

ja a adicdao do EEBC de Streptomyces sp. CBMAI-837 conduziu a reducao de
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aproximadamente 11% no volume dos paes. Desta forma a redu¢ao no volume
especifico dos paes formulados com TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837
(EEBC) foi mais acentuada (3%) para as formula¢des contendo tampao citrato
0,05M pH6,5 que para as formulagdes contendo agua destilada. Nao houve
diferenca significativa entre os volumes especificos dos paes formulados com a
TGase comercial e o controle.

De forma geral, o aumento da quantidade de tampao adicionada nas
massas controle e com TGase provocou o aumento do volume especifico dos
paes, de forma que o efeito negativo provocado pelo EEBC foi compensado.

A adicdo da TGase comercial ndo apresentou efeito na firmeza dos miolos
dos paes formulados com 53% de tampdo em relacao ao controle. Ja a adi¢ao do
EEBC provocou o aumento de 59% neste parametro. O aumento da quantidade
de tampao adicionada reduziu a firmeza de todas as amostras sendo que para
59% de tampdo na formulacdo dos pdes nao foi verificada diferenga
significativa entre amostras com TGase e controle e nem entre as duas TGases
aplicadas.

A mastigabilidade do produto foi prejudicada pela adicao de EEBC sendo
elevada em 75%, no entanto, mais uma vez a adicdo de tampao acima de 53%
provocou a queda deste parametro, porém apos a adicdo de 59% de tampao
este parametro ainda foi superior ao controle, porém equiparou-se ao controle
formulado com 53% de tampao. A adicao da TGase comercial BioBond elevou
levemente a mastigabilidade dos pades em relacdo ao controle, no entanto
utilizando-se 59% de tampao citrato 0,05 mol.L-? pH 6,5 nao houve diferenca
entre as 3 formulagdes avaliadas.

A elasticidade dos miolos nao foi afetada pela adicdo de TGase comercial
e de Streptomyces sp. CBMAI-837 e nem pela adicdo extra de tampdo. A

coesividade também foi pouco afetada pela adicdo de TGase sendo observado
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aumento significativo apenas para os paes formulados com EEBC com 59% de
tampao citrato e seu controle.

Nao houve diferenca significativa quanto a resiliéncia dos paes
formulados com tampao citrato 0,05 mol.L-1 pH 6,5.

A Tabela II-19 apresenta uma comparacao dos parametros de textura e
volume especificos de paes de farinha de trigo duro (referéncia para o preparo
de paes) e de paes de farinha de trigo mole formulados com TGase comercial
BioBond ou de Streptomyces sp. CBMAI-837 e com 56% de agua destilada ou
tampao citrato 0,05M pH6,5.

Tabela II-19 - Comparacao dos parametros de textura e volume especifico
de paes formulados com farinha de trigo duro e farinha de trigo mole com

enzima comercial BioBond e EEBC de Streptomyces sp. CBMAI-837.

Volufr!e Firmeza Mastigabili- Elasticida-  Coesivida- aal

Amostras  especifico Resiliéncia
(2) dade de de

(g/cm3)
gﬁfg 4,43+0,11 426,95+36,01 27395+1383 0,95+0,01 0,70+0,01 0,33+0,01
Controle  ;o,.008 43890:19,80 17531+1142 0,0+0,02 044002 017001
AD 56%
BioBond 5 oo, ()05 46385:4007 2240042889 091£0,04 0,39+0,04 0,14+0,01
AD 56%
CBMAI

3,61+0,10 534,20+64,00 217,08+21,62 0,89+0,03 0,47+0,05 0,18+0,04
AD 56%
Controle
pH6,5  3,55:0,08 464,00£3540 172,83+1508 0,90£0,02 0,43+0,01 0,17%0,01
56%
BioBond
pH6,5  3,61:0,10 782,85:136,6 279,14+7829 0,87:0,04 0,40£0,04 0,15+0,02
56%
CBMAI
pH6,5  3,58:0,06 714,30+51,30 274,35:48,62 0,92:0,05 0,45:0,10 0,16+0,04
56%

Os resultados da Tabela II-19 mostram que a adicao de TGase

(comercial ou de Streptomyces sp. CBMAI-837) na massa de farinha de trigo
mole levaram a resultados similares quanto a mastigabilidade dos paes

comparados com o pao de trigo duro, no entanto, quanto ao volume final dos
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paes, resiliéncia e coesividade, os paes de farinha de trigo mole, tratados ou nao
com TGase, apresentaram resultados inferiores. Quanto a mastigabilidade, os
paos contendo TGase apresentaram o miolo mais firme que os paes de farinha
de trigo mole sem TGase e que o pao de farinha de trigo duro.

A aplicacao da TGase em farinhas de trigo mole pode ser mais adequada
para outros produtos como é o caso de cookies e massas folhadas, bem como
produtos que utilizam massas congeladas (Basman et al., 2002; Caballero et al.,

2007).

I1.5. Conclusoes

A adigdo das preparagdes de transglutaminase comercial BioBond e do
EEBC de Streptomyces sp. CBMAI-837 na farinha de trigo mole modificaram os
perfis eletroforéticos das bandas de proteinas das amostras tratadas com TGase
em relacdo as amostras controle, sendo observado diminui¢do das bandas de
proteinas de massa molecular de 50 kDa e aumento das bandas na faixa de 100
a 150kDa e acimulo de proteinas que ndo permearam o gel de 4% de
poliacrilamida, indicando a formac¢ao de proteinas de alta massa molecular.

A atuagdo da enzima mostrou-se dependente do processo de aplicagao.
Para a massa de farinha de trigo mole a quantidade de enzima aplicada, o pH e a
temperatura na qual a massa foi misturada influenciaram suas caracteristicas
reologicas, sendo que a adicdo de TGase reduziu significativamente a
extensibilidade da massa de farinha.

A adicdo da TGase comercial BioBond na concentrag¢do 2 U/g de proteina
na formulacao de pdo de forma de farinha de trigo mole resultou em pequenas
alteracdes apresentando pouca diferenca em relacdo aos controles, no entanto
a adicao do EEBC de Streptomyces sp. CBMAI-837 apresentou algumas

modificagdes significativas nos paes, em especial no volume especifico, firmeza
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e mastigabilidade dos miolos, sendo que essas diferengas foram acentuadas
quando o pao foi formulado com tampao citrato 0,05 mol.L-* pH6,5.

A adicao tanto da TGase comercial quanto do EEBC de Streptomyces sp.
CBMAI-837, na quantidade fixa de 2 U/g de proteina, em presenca de agua
destilada ou de tampao citrato, ndo provocou melhorias na qualidade da
textura dos paes formulados com farinha de trigo mole. No entanto a adi¢ao de
TGase na farinha de trigo mole melhorou as caracteristicas da massa quanto a
resisténcia a extensao e pegajosidade podendo ser utilizada para producao de

macarrao e biscoitos.

I1.6. Sugestao para trabalhos futuros

A literatura relata a atuacao da TGase em diversos substratos proteicos
explorando as modificagoes causadas pela introdugdo de ligagdes isopeptidicas
€-(y-glutaminil)-lisina, no entanto poucos trabalhos apresentam estudos
detalhados sobre como estas estruturas modificam as proteinas ou mesmo
indicam se houve atividade de desamidacao. O estudo da atua¢do da TGase em
diferentes solventes para direcionar a reagdo catalisada para desamida¢ao ou
para transaminac¢ao, bem como o efeito que cada uma destas alteracdes nas
estruturas proteicas seria interessante para aprimorar a forma de aplicacdo da
enzima de acordo com o produto final desejado e também aumentar a gama de

aplicagdo da TGase microbiana.
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ANEXO



I. ANEXO I: PURIFICACAO DA TRANSGLUTAMINASE DE Streptomyces sp.
CBMAI-837

Resumo

A purificacdo de enzimas apresenta importancia para o conhecimento de
sua estrutura e também para aprimorar suas aplicacbes. No estudo de
purificacdo da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837, os compostos
polietilenoglicol 400, polietilenoglicol 10.000, sacarose, glicerol, manitol,
sorbitol e L-cisteina foram avaliados como estabilizadores e ativadores da
enzima. A adicdo de L-cisteina 5 mmol.L-1 ativou a TGase de Streptomyces sp.
CBMAI-837 e aumentou a estabilidade da enzima apés 24 horas de incubagao a
20°C. Os estudos de purificagdo da TGase por cromatografia em coluna foram
realizados utilizando-se trés principios de interacao entre a enzima e os grupos
funcionais das resinas, sendo eles, a interacdao por afinidade com o corante
Cibacron™ Blue F3G-A, interacdo hidrofébica e interagdes covalentes por
ligacdes dissulfidicas. A purificagdo da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837
utilizando resina de interacdo por afinidade com o corante Cibacron™ Blue
F3G-A (resina Blue Sepharose CL-6B), na presenca de L-cisteina, possibilitou o
aumento do rendimento do processo de purificacdo da TGase de Streptomyces
sp. CBMAI-837 em 13%, com fator de purificagdo de 5. O rendimento da
purificacdo na presenca do estabilizante L-cisteina foi 2,4 vezes maior que o
obtido nas mesmas condi¢des na auséncia do estabilizante. A fracdo purificada
apresentou maior atividade em pH de em 10,0, da mesma forma que a enzima
bruta e a preparacao concentrada com sulfato de aménio a 80% (m/v) de
saturacdo. A TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 foi purificada 11 vezes com

rendimento de 36% em coluna de Phenyl Sepharose 6 Fast Flow equilibrada



com tampao fosfato 0,05 mol.L-1 pH 8,0. A TGase foi purificada 2 vezes com
rendimento de 5% por meio de ligagdo covalente por pontes dissulfidicas em
coluna de resina Activated Thiol Sepharose 4B. Este estudo indicou que as
resinas Blue Sepharose CL-6B e Phenyl Sepharose 6 Fast Flow foram boas opg¢oes
para a semi purificacdo da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 utilizando

uma Unica etapa cromatografica.



Abstract

Enzyme purification is important in order to determine the enzyme
structure and enhance its applications. In the study of the purification of the
TGase from Streptomyces sp. CBMAI-837, the compounds polyethylene glycol
400, polyethylene glycol 10.000, sucrose, glycerol, mannitol, sorbitol and L-
cysteine were evaluated as stabilizers and activators of the enzyme.

The addition of 5mmol.L-'? L-cysteine activated the TGase from
Streptomyces sp. CBMAI-837 and increased its stability after 24 hours
incubation at 20°C.

The TGase was purified in chromatography columns using three resins
showing different interaction mechanisms: affinity with Cibacron™ Blue F3G-A,
hydrophobic interactions and covalent interactions by disulfide bonds.

The purification of the TGase from Streptomyces sp. CBMAI-837 using the
affinity interaction with Cibacron™ Blue F3G-A (Blue Sepharose CL-6B resin) in
the presence of 5mmol.L-! L-cysteine, lead to an increase in yield of 13%, with
5-fold purification. The yield in the presence of the stabilizer L-cysteine was
2.4-fold higher than the yield obtained under the same conditions in the
absence of this stabilizer, and the purified fraction showed higher activity at pH
10, in the same way as the crude enzyme and the concentrated enzyme
preparation obtained using ammonium sulfate at 80% of saturation.

Using a phenyl Sepharose 6 fast flow column equilibrated with 0.05
mol.L-1 phosphate buffer, pH 8, the TGase from Streptomyces sp. CBMAI-837
was purified 11-fold with 36% yield.

The TGase was purified 2-fold with a 5% yield using covalent disulfide

bonds on an activated thiol Sepharose 4B column.



This study indicated that the resins Blue Sepharose CL-6B and Phenyl
Sepharose 6 Fast Flow were good options to obtain semi-purified TGase from

Streptomyces sp. CBMAI-837 by single step chromatography.



I.1. Introducao

A purificacao enzimatica é de grande valia para os estudos bioquimicos
da enzima e também para determinadas aplicacdes em que a presenca de
outros materiais ndo é aceita.

A TGase microbiana tem sido purificada por diversas técnicas
cromatograficas, sendo a pratica mais utilizada o uso de cromatografia de
troca ibnica seguida da cromatografia de exclusdo molecular (Ando et al,,
1989; Umezawa et al., 2002; Cui et al., 2007).

A purificacdo de TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 vem sendo
estudada desde 2009, e tem sido observada perda de atividade da enzima
durante as etapas de purificacao (Macedo, 2009; Lima, 2010).

O uso de substancias estabilizadoras ou ativadoras da TGase pode ser
uma estratégia para melhorar os rendimentos da purificagdo da enzima. Neste
Anexo foi apresentado o estudo da purificagdo da transglutaminase de
Streptomyces sp. CBMAI-837 utilizando 3 principios de interacdo entre enzima
e resina distintos (interacdo por afinidade, interacdo hidrofébica e interagao
covalente), bem como a adigdo de algumas substancias indicadas na literatura
como estabilizantes térmicos e protetores do sitio ativo da TGase para
elevacdo do rendimento da purificagdo da enzima em uma unica etapa,
utilizando a resina Blue Sepharose CL-6B e o resultado comparado com o

estudo prévio realizado por Lima (2009).



I.2. Revisao bibliografica

1.2.1. Purificacao da TGase microbiana

Os métodos de purificacao da TGase microbiana, descritos na literatura,
envolvem etapas sequenciais de concentracdo pela adicdo de sais, ultrafiltracao,
cromatografia de troca ionica, afinidade, filtragdo em gel e interacao
hidrofébica (Zhu et al., 1995).

Ando et al. (1989) purificaram a TGase obtida da linhagem
Streptoverticillium mobaraense S-8112 concentrando o sobrenadante do meio
de cultivo por ultrafiltracdo e aplicando em coluna de Amberlite CG-50. As
fracdes ativas foram aplicadas novamente na mesma coluna sob as mesmas
condicoes e em seguida foram aplicadas em coluna de Blue Sepharose. A
enzima foi purificada 22,6 vezes com rendimento de 42%.

Lu et al. (2002) purificaram a TGase de Streptoverticillium mobaraense
concentrada por ultrafiltragdo e precipitada com etanol utilizando
cromatografia de troca idnica com a resina CM-celulose seguida pela aplicacao
das fragoes purificadas em resina Sephadex G-75. A TGase foi purificada cerca
de 2 vezes e o rendimento foi de 72%.

Soarez et al. (2003) estudaram a purificagdo da TGase de Bacillus
circulans concentrada pela precipitacdo com sulfato de amonio (60 e 90% m/v
de saturagdo) utilizando a coluna de Q-Sepharose Fast Flow e eluicdo com
gradiente linear 0 - 1 mol.L-1 de NaCl. As fracdes contendo atividade de TGase
foram aplicadas em coluna de Octyl-Sepharose 4 Fast Flow e eluidas com
gradiente linear decrescente de sulfato de amonio iniciado com 3,5 mol.L-1. A
TGase foi purificada cerca de 150 vezes com rendimento de 32%.

Langston et al. (2007) compararam a purificacao da TGase de 5 espécies
de Streptomyces (Streptomyces lydicus, Streptomyces platensis, Streptomyces
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nigrescens, Streptomyces cinnamoneus e Streptomyces hachijoensis) e de
Phytophthora cactorum. A TGase dos micro-organismos do género Streptomyces
foram purificadas por cromatografia de troca idénica em coluna Q-Sepharose
seguida pela aplicacdo em coluna de interacao hidrofébica Phenyl-Sepharose.
Para a purificacdo da TGase de Phytophthora cactorum foram utilizadas colunas
de troca-idnica Q-Sepharose e SP-Sepharose.

Macedo et al. (2010) relataram a purificacdo da TGase de Streptomyces
sp. CBMAI-837 através de 2 passagens consecutivas da enzima bruta em uma
coluna de Sephadex G-75 obtendo fator de purificacdo de 5 vezes com
rendimento de 17,7%.

Lima (2010) também estudou a purificacdo da TGase de Streptomyces sp.
CBMAI-837 concentrada por precipitacgdo com sulfato de amonio a 80% de
saturacao utilizando cromatografia de afinidade em coluna contendo a resina
Blue Sepharose CL-6B, obtendo fator de purificacado de 17 vezes com
rendimento de 18,4%. Foi evidenciado que a coluna de troca iénica CM-celulose

nado foi efetiva na purificagdo da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837.

I.2.2. Resinas para purificacao da TGase

1.2.2.1. Resinas de afinidade Blue Sepharose CL-6B

A resina de afinidade Blue Sepharose CL-6B apresenta o corante
Cibacron™ Blue F3G-A acoplado covalentemente a resina Sepharose CL-6B. A
separacao das moléculas alvo pode ocorrer devido a combinacao bioespecifica
da proteina com o corante, devido a similaridade estrutural com um cofator
enzimatico (no caso de enzimas que necessitam de NAD* ou NADP+*), ou de

forma menos especifica devido a interagdes eletrostaticas ou hidrofébicas com



o corante. A Figura I-1 ilustra a estrutura parcial da resina Blue Sepharose CL-

6B.

Figura I-1 - Estrutura parcial da resina Blue Sepharose CL-6B

A purificagdo da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 utilizando o
principio de interacdo por afinidade foi estudada anteriormente por Lima
(2010) o qual utilizou a resina Blue-Sepharose CL-6B. Durante o processo de
purificacdo, foi observado um baixo rendimento, sendo que apenas 26 % da

enzima aplicada na coluna foi recuperada.

1.2.2.2. Resinas de interacio hidrofébica Phenyl Sepharose

As resinas de interagcdo hidrofobica foram pouco utilizadas para
purificacdo da TGase microbiana sendo relatada na literatura sua aplicagdo na
purificacdo da TGase produzida por linhagens de Bacillus sp. (Suzuki et al,,

2000; Soarez et al.,,2003).



A técnica envolve a interacao hidrofébica do composto de interesse com
os grupos hidrofébicos ligados a matriz da resina e a separacdo ocorre por
diferencas nas forcas da interacao das proteinas com a resina.

A Phenyl Sepharose 6 Fast Flow é uma resina de interacao hidrofébica
sendo que o ligante hidrofébico, um fenil, é covalentemente ligado a matriz

Sepharose 6 Fast Flow. Sua estrutura parcial pode ser visualizada na Figura I-2.

@ O —CH,—CH—CH,— O — Sepharose 6 FF
|

OH

Figura I-2 - Estrutura parcial da resina Phenyl Sepharose 6 FF

1.2.2.3. Resina de afinidade por ligacoes covalentes

A cromatografia de interacdo covalente, uma subclassificacdo da
cromatografia por afinidade, envolve a formacdo e a quebra de ligacdes
covalentes entre o soluto e a fase estacionaria. A ligacdo covalente entre grupos
tiois é a mais adequada para esta técnica uma vez que é estavel e a proteina
pode ser separada sob condi¢des amenas (Carlsson et al., 1998) e pode ser uma
alternativa para a purificagdo da TGase microbiana, uma vez que é descrito a
presenca de um residuo de cisteina no sitio ativo enzimatico (Ando et al., 1989;
Zhu et al., 2005; Bagagli, 2009; Yang et al., 2011).

Algumas enzimas que foram purificadas utilizando esta técnica
cromatografica foram papaina, urease, dissulfito proteina isomerase e dissulfito
proteina oxiredutase (Carlsson et al., 1998).

A resina Activated Thiol-Sepharose 4B apresenta em sua estrutura uma

ligacao dissulfeto entre o composto 2,2’-dipiridil disulfeto e uma molécula de
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glutationa acoplada a CNBr-activated Sepharose 4B. Sua estrutura parcial pode
ser observada na Figura I-3. Esta resina é indicada para casos em que a

molécula alvo apresenta elevada massa molecular.

Matrix — N—CH—(CH)),—C —NH-CH —CH,-§ -§ / \
I Il |
COOH 0 co

| N
NHCH,COOH

Figura I-3 - Estrutura parcial da resina Activated Thiol-Sepharose 4B (GE
Healthcare, instructions 71-7106-00 AE).

0 mecanismo simplificado das reacdes que ocorrem para a separacao da

molécula de interesse pode ser observado na Figura I-4.

1°Etapa: Composto de interesse (RSH) se liga a resina liberando 2-tiopidona

- @)

2 °Etapa: Eluigdo do composto de interesse (RSH) utilizando um agente redutor de baixa massa
molecular (R’SH)

R'SH
QS—S— R ——» QSH+RSH+R'—S—S—R'

Figura I-4 - Esquema das reacoes envolvidas na separaciao de moléculas
com a resina Activated Thiol-Sepharose 4B (adaptado de GE Healthcare,
instructions 71-7106-00 AE)

Nao foram encontrados relatos na literatura sobre a aplicacdo de
cromatografia de interacdo covalente para purificacdo da enzima TGase

microbiana.
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O uso de substancias estabilizadoras ou ativadoras da TGase pode ser

uma estratégia para melhorar os rendimentos da purificacao da enzima.

1.2.3. Estabilizacdo da TGase microbiana

A TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 é uma enzima estavel na faixa de
pH de 6,5 a 9,0 e na faixa de temperatura de 20°C a 35°C, quando exposta por
30 minutos (Bagagli, 2009).

Durante as etapas de purificacdo a enzima pode perder a atividade
devido a exposicdo prolongada a condi¢des adversas de pH, temperatura, forcas
ionicas elevadas, presenca de inibidores ou remocdao de substancias
estabilizadoras presentes no extrato bruto.

A estabilizacao da TGase de linhagens de Streptomyces sp. foi estudada
através da adicdo de compostos redutores como a cisteina e glutationa, os
quais, por possuirem grupos tiol, evitam a formacdo de pontes dissulfeto
envolvendo o residuo de cisteina presente no sitio ativo da enzima (Sakamoto
etal, 1992, Lima, 2009).

O uso de polidis (como o sorbitol, maltitol, glicerol e polietilenoglicol) e
acucares (como sacarose, frutose, manose e trealose) também foram avaliados
como estabilizantes da TGase microbiana, sendo evidenciado o aumento da
estabilidade térmica da enzima (Soeda et al, 2000; Matsuura et al, 2001; Cui, et
al, 2006 e 2008). Os polidis e os acgucares apresentam a capacidade de se
aproximar das moléculas de agua presente no meio, reduzindo a hidratacao da
estrutura da enzima, reduzindo a velocidade de rea¢des desta com outros
compostos ou mesmo evitando alteracdes da estrutura terciaria da enzima
(O’fagain, 2003).

Os polidis, tais como sorbitol, manitol, glicerol e polietileno glicol, sao

considerados bons estabilizantes de proteinas uma vez que alteram a estrutura
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de solvatacao da proteina e fortalecem as interacoes hidrofébicas entre amino-
acidos nao polares presentes no interior da proteina (Hafedh et al., 2001; Cui et
al,, 2008).

A cisteina é um aminoacido que apresenta um grupo tiol na cadeia lateral
o qual atua como um agente redutor evitando que o grupo tiol presente no sitio
ativo da enzima TGase forme pontes dissulfeto o que reduz a atividade
enzimatica.

A adigdo de sais inorganicos a solucao enzimatica de TGase para
estabilizacdo térmica da enzima também foi citada na literatura. Os sais NaCl,
KCl, CaClz, MgClz, nas concentracdes de 1 a 5%, aumentaram a estabilidade
térmica da TGase (Kutemeeyer et al., 2005; Lima, 2009).

O efeito da adicdo de sais na termoestabilidade da TGase de Bacillus
circulans foi estudada por Souza et al. (2009). Os sais NaCl (1%) e CaClz (5%)
aumentaram a estabilidade térmica da enzima.

A TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 teve sua atividade elevada
quando em presenca de L-cisteina e L-glutationa na concentracdo de 1 e 10
mmol.L-1, além do que a L-cisteina na concentra¢dao de 10 mmol.L-! possibilitou
a manutencdo da atividade da TGase ap0s a exposicao durante 30 minutos a
42°C (Bagagli, 2009).

A purificagdo da transglutaminase apresenta importancia em
determinadas aplicacdes da enzima, tais como aplicagdo em alimentos, em
produtos farmacéuticos e na engenharia de tecidos, pelo fato de eliminar
compostos que interferem na atividade enzimatica, proteinas e outros
materiais indesejaveis ao produto final. Além disto, a obtencao da enzima pura
permite a determinacdo de sua estrutura e conformacdao bem como de seu

mecanismo de agdo, conhecimentos importantes para a aplicacgao.
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I.3. Material e métodos

1.3.1. Producao do extrato enzimatico bruto de transglutaminase

O extrato enzimatico bruto liofilizado foi obtido por fermentacgao
submersa de Streptomyces sp. CBMAI-837 conforme descrito no item 1.3.2.1. O
caldo fermentado centrifugado foi saturado com sulfato de aménio (80% de
saturacdo) e mantido por 12 horas a 4°C para precipitacdo de proteinas. Em
seguida, o material foi centrifugado a 9.630 x g por 10 minutos a 5°C e o
precipitado foi ressuspendido e dialisado contra agua destilada a 4°C durane 12
horas. Apos dialise, o material foi liofilizado por 48 horas e homogeneizado.
Esse p6 contendo a enzima foi denominado extrato enzimatico bruto

concentrado (EEBC).

1.3.2. Estabilizantes da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837

A estabilizacao da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 pela adigao de
polietilenoglicol 400, polietilenoglicol 10.000, sacarose, glicerol, manitol,
sorbitol e de L-cistina foi estudada a 20°C utilizando-se tampao fosfato 0,05
mol.L-1 pH 8,0 para solubilizacdo do EEBC e dos diferentes compostos. A Tabela
[-1 apresenta os compostos, suas concentracdes e as abreviagdes utilizadas
para nomear 0s compostos.

A atividade de TGase residual foi determinada de acordo com o método
descrito no item 1.3.1.1, sendo que foram retiradas aliquotas ap6s 30 minutos,
1, 2, 22 e 120 horas de incubacgdo. Os resultados foram comparados pelo teste

de Tukey com 95% de confianca.
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Tabela I-1 - Substiancias avaliadas para estabilizacdo da TGase de
Streptomyces sp. CBMAI-837, concentracoes utilizadas e abreviaturas

Composto Concentracdo Abreviacao
Polietileno glicol 400 3% (m/v) PEG 400
Polietileno glicol 10.000 3% (m/v) PEG 10.000
Sacarose 3% (m/v) Sac
Glicerol 3% (m/v) Gli
Manitol 3% (m/v) Man
Sorbitol 3% (m/v) Sor
L-Cisteina 5mmol.L1 Cis

1.3.3. Purificacdo da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837

Os estudos de purificagdo da TGase foram realizados em um FPLC System

(Pharmacia Biotech) em sala climatizada a 20°C.

1.3.3.1. Purificacdao da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 em

uma etapa utilizando a resina Blue Sepharose CL-6B

O EEBC foi ressuspendido em 4mL de solu¢do tampao fosfato 0,05mol.L-1
pH 8,0 contendo 5mM de L-cisteina (Synth). Uma aliquota de 2mL do extrato
enzimatico ressuspendido contendo 3,2 U.mL! foi aplicado na coluna com
capacidade de 35 mL (20 cm de comprimento e 1,5 cm de didametro interno)
contendo 25 mL de resina Blue Sepharose CL-6B foi equilibrada com tampao
fosfato 0,05 mol.L-1 pH 8,0 contendo 5 mmol.L-! de L-cisteina.

A vazdo do tampao durante a aplicacdo da enzima na coluna foi de 0,5
mL.min!. Ap6s toda a enzima ter sido introduzida na resina, a vazdo foi
alterada para 1 mL.min'L. Fracbes de 5 mL foram coletadas e a eluicao das

proteinas foi monitorada pela medida da absorbancia a 280nm pelo
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equipamento (unidade O6ptica Monitor UV-1, Pharmacia) e medida
posteriormente em espectrofotdmetro (DU® 640, Beckman Coulter™),

Apés a absorbancia a 280 nm ser reduzida a valores inferiores a 0,1,
iniciou-se o gradiente salino linear de 0 a 1 mol.L-1 de NaCl dissolvido em
tampao fosfato 0,05M mol.L-1 pH8,0 adicionado de 5mmol.L-1 de L-cisteina

A atividade de TGase nas fracdes foi determinada de acordo com a
metodologia descrita no item [.3.1.2. A concentracdo de proteina presente em
cada fracdo foi estimada pela absorbancia a 280nm uma vez que as principais
metodologias analiticas que determinam baixas concentracdes de proteinas
sofrem interferéncia da cisteina presente nas amostras (Zaia et al, 1998).

As fracdes que apresentaram elevada atividade especifica (U.mg! de
proteina) foram dialisadas contra agua destilada, liofilizadas e submetidas a
analise do perfil eletroforético, conforme descrito no Anexo I item 1.3.4.

Para fins de comparagdo, uma corrida foi realizada da mesma forma

porém sem adicao de L-cisteina ao longo da corrida.

1.3.3.1.1. pH 6timo de atividade da fracao transglutaminase

purificada

A TGase purificada em resina Blue Sepharose CL-6B na presenga de L-
cisteina foi avaliada quanto ao pH 6timo de atividade. Para tanto, as fragoes
ativas obtidas no item anterior foram dialisadas em dagua destilada e
liofilizadas.

A fragdo pura dialisada e liofilizada foi ressuspendida em tampao citrato-
fosfato 0,1M pH 6 e 7 e em tampao borax 0,1 mol.L-* para os pH 10 e 11.

A analise de atividade de TGase foi realizada conforme descrito no item
.3.1.2 com modificagdes nos volumes de reagdo os quais foram reduzidos pela
metade. As leituras de absorbancia foram realizadas no leitor de placas a
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600nm. Uma curva padrdao para cada pH foi realizada de acordo com a
metodologia descrita no item 1.3.1.2 e a leitura de absorbancia realizada em
leitor de placas NovoStar Microplate reader (BMG LABTECH, Germany) a
600nm.

1.3.3.2. Purificacdao da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 em

uma etapa utilizando resina Phenyl Sepharose 6 FF

O EEBC foi ressuspendido em 4 mL de solucao tampao fosfato 0,05 mol.L-
L adicionado de 1,5 mol.L-1 de (NH4)2S04 nos valores de pH 7 ou 8. Aliquota de 2
mL do extrato enzimatico ressuspendido contendo 2,6 UmL! e 3,3 UmL},
respectivamente, foram aplicados, separadamente, na coluna com capacidade
de 53 mL (30cm de comprimento e 1,5 cm de didmetro interno) contendo 45
mL de resina Phenyl Sepharose 6 FF equilibrada em tampao fosfato 0,05M
adicionado de 1,5M de (NH4)2504 em pH 7,0 ou 8,0, respectivamente.

Fragdes de 10mL foram coletadas com vazao de 1mL.min‘! e a elui¢do das
proteinas foi monitorada pela medida da absorbancia a 280nm pelo
equipamento (unidade oéptica Monitor UV-1, Pharmacia) e medida
posteriormente em espectrofotdmetro (DU® 640, Beckman Coulter™).

Apoés a absorbancia a 280 nm ser reduzida a valores inferiores a 0,1,
iniciou-se o gradiente gradiente linear, reduzindo a concentracao de sulfato de
amonio no tampao fosfato 0,05 mol.L-1 (pH 7,0 ou 8,0) de 1,5 para 0 mol.L-1.

A atividade de TGase nas fracdes foi determinada de acordo com a
metodologia descrita no item [.3.1.2. A concentracdo de proteina presente em
cada fragao foi estimada pela absorbancia a 280 nm.

As fracdes que apresentaram elevada atividade especifica (U.mg! de
proteina) foram dialisadas contra agua destilada, liofilizadas e submetidas a

andlise do perfil eletroforético, conforme descrito no item 1.3.4.
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1.3.3.3. Purificacdao da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 em
uma etapa utilizando resina Activated Thiol Sepharose
4B

A resina Activated Thiol Sepharose 4B (GE Healthcare) foi hidratada em
agua destilada e lavada até que a absorbéancia a 343 nm fosse inferior a 0,01. A
coluna foi entao equilibrada com tampao Tris-HCl 0,1 mol.L-* pH8,0 adicionado
de 1mM de EDTA e 0,3 mol.L-1 de NaCl.

O EEBC foi ressuspendido em 4 mL de soluc¢do Tris-HCI 0,1 mol.L-1 pH8,0
adicionado de 1mM de EDTA e 0,3 mol.L-1 de NaCl. Uma aliquota de 0,5 mL do
extrato enzimatico ressuspendido contendo 2,1 U.mL, previamente
centrifugado a 6000 rpm, foi aplicada na coluna com capacidade de 35 mL (20
cm de comprimento e 1,5 cm de diametro interno) contendo 15 mL de resina
Activated Thiol Sepharose 4B equilibrada com tampao Tris-HCl 0,1 mol.L-1
pH8,0 adicionado de 1mmol.L-1 de EDTA e 0,3 mol.L-* de NacCl.

Fracoes de 2 mL foram coletadas com vazao de 0,1 mL.min! durante a
aplicacao da enzima na coluna. Apds toda a solucdo de enzima ter penetrado na
resina, o fluxo foi alterado para 0,5 mL.minl. A absorbancia das fragdes foi
monitorada a 280 nm pelo equipamento e medida posteriormente em
espectrofotdmetro (DU® 640, Beckman Coulter™) nos comprimentos de onda
de 280 nm e 343 nm.

Apoés a absorbancia a 280 nm e a 343nm ter sido reduzida a valores
inferiores a 0,1, iniciou-se a o gradiente salino linear de B-mercaptoetanol (de 0
a 30 mM) em tampao Tris-HCl 0,1 mol.L-? pH8,0 adicionado de 1mmol.L-1 de
EDTA e 0,3 mol.L-1 de NaCl.

A absorbancia das fragdes foi acompanhada a 343 nm pois quando

compostos contendo o grupo tiol interagem com a resina, ha a liberagdo do
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composto 2-tiopiridona que absorve tanto a 280nm quanto a 343 nm, o que
pode mascarar os resultados.

A atividade de TGase das fracdes foi determinada de acordo com a
metodologia descrita no item [.3.1.2. A concentracdo de proteina presente em
cada fracdo foi estimada pela absorbancia a 280 nm descontada do valor da
absorbancia a 343 nm.

As fracbes que apresentaram alta atividade especifica (U.mg?! de
proteina) foram dialisadas contra agua destilada, liofilizadas e submetidas a

analise do perfil eletroforético, conforme descrito no item 1.3.4.

1.3.4. Perfil eletroforético das fracdes purificadas (SDS-PAGE)

O gel de separagao foi preparado misturando-se 3,4 mL de agua
destilada, 4 mL de solucdo Acrilamida/Bis (29,2% m/v de acrilamida e 0,8%
m/v de N,N’-metileno-bis-acrilamida), 2,5 mL de solugdo tampao Tris-HCI 1,5
mol.L'1 pH 8,8; 0,1 mL de solugao de 10% (m/v) de dodecil sulfato de sédio
(SDS); 10 pL de solugdo TEMED (tetra-metil-etileno-diamino) e 50 pL de
solucdo 10% (m/v) de persulfato de amonio.

O gel de empacotamento foi preparado misturando-se 6,1 mL de agua
destilada, 1,3 mL de solucao Acrilamida/Bis (29,2% m/v de acrilamida e 0,8%
m/v de N,N’-metileno-bis-acrilamida), 2,5 mL de solu¢ao tampao Tris-HCI 0,5
mol.L-1 pH 6,8, 0,1 mL de solu¢ao 10% de SDS, 10 pL de solu¢ao TEMED e 50 pL
de solucdo 10% de persulfato de amonio.

O tampdo da amostra foi preparado misturando-se 3,4 mL de agua
destilada, 1,0 mL de solucdo tampao Tris-HCl 0,5 mol.L-! pH6,8, 1,6 mL de
glicerol, 1,6 mL de solug¢ao 10% de SDS, 0,4 mL de [3-mercaptoetanol e uma
pitada de azul de bromofenol. O tampao de corrida foi preparado misturando-

se 15 g de Tris-base, 72 g de glicina e 5 g de SDS em 900 mL de agua destilada.
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O volume foi completado para 1.000 mL com A&gua destilada. Para o
desenvolvimento da eletroforese o tampao foi diluido com agua destilada na
proporc¢ao de 1:4 (Laemmli, 1970).

As amostras foram aplicadas nos pogos do gel de empacotamento, sendo
que o volume de amostra aplicado variou de 7 a 15 pL, dependendo da
concentracao de proteina presente na amostra a fim de padronizar o total de
proteina aplicada. A cuba para eletroforese vertical foi entdo conectada a fonte

e a corrida realizada com corrente de 120 V durante aproximadamente 2 horas.

I.4. Resultados

1.4.1. Estabilizantes da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837

A Figura I-5 apresenta os resultados das atividades residuais da TGase

de Streptomyces sp. CBMAI-837, incubada a 20°C na presenca de substancias

com potencial para estabilizar a enzima, ao longo do tempo de incubacao.
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Figura I-5 - Atividade residual de TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837
incubada na presenca de solu¢des estabilizantes.

Observou-se que apds 1 hora de incubagdo a 20°C a presenca de sacarose
e L-cisteina na solu¢do de TGase causou a elevacdo da atividade de TGase
inicial, ou seja, as substancias atuaram como ativadores da enzima. A L-cisteina
€ um ativador de TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 (Bagagli, 2009; Lima,
2010). O provavel mecanismo de acdo é a reducao de ligagdes dissulfidicas
entre o grupo tiol presente no sitio ativo da enzima e outros presentes na
estrutura proteica. A sacarose nao foi relatada previamente como um ativador
da TGase, no entanto, Lee e Timasheff (1981) observaram que em um sistema
solvente/proteina a sacarose é excluida das proximidades da proteina,
elevando a energia livre do sistema e estabilizando a proteina, uma vez que o
estado termodinamico da estrutura proteica desdobrada é menos favoravel que

o da estrutura nativa.
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Apés 2 horas de incubacdo da enzima a 20°C com os diferentes
compostos estudados, nao foi observada diferenca estatistica entre a média das
atividades residuais de TGase em relacdo ao controle.

Apoés 22 horas de incubagdo a 20°C com os compostos, observou-se uma
grande diminui¢do nos valores de atividade residual. A diminuicao da atividade
em presenca de sacarose foi acentuada quando comparada com os demais
compostos. As preparacoes de TGase contendo 3% de sorbitol apresentou
maior atividade residual (49,4%) seguido de 3% de PEG10000 (45,5%) e 3%
de glicerol (42%).

Cui et al (2008) observaram que 70% da atividade de TGase foi retida
apo6s incubacdo a 50°C por 30 minutos na presenca de sorbitol e glicerol
enquanto o controle foi capaz de reter apenas 30% da atividade.

Desta forma, em médio prazo, o sorbitol tem boa capacidade de
estabilizar a atividade de TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837.

Em longo prazo (apds 120 horas), as preparag¢des de TGase contendo
5mmol.L-1 de L-cisteina, 3% de PEG 400, 3% de PEG 10000 e 3% de glicerol
apresentaram as maiores atividades residuais de TGase, sendo que cerca de
26% da atividade foi preservada enquanto que o controle apresentou apenas
10% da atividade inicial.

A Tabela I-2 apresenta o resultado da comparacao estatistica das médias
da atividade de TGase residual para os tempos de incubac¢do de 2, 22 e 120

horas em presenca de cada substancia avaliada.
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Tabela I-2 - Comparacao das médias da atividade residual de TGase em
presenca de estabilizantes a curto (2 horas), médio (22 horas) e longo
prazo (120 horas)

Substincia

Atividade residual (U.mL-1)

2 horas 22 horas 120 horas
PEG 400 0,74 + 0,04~ 0,49 £ 0,01¢ 0,20 + 0,062
PEG 10000 - 0,56 +0,012b 0,21 +£0,032
Sac 0,85+ 0,052 0,25+0,01¢ 0,07 + 0,04¢
Gli 0,76 + 0,172 0,52 + 0,03bc 0,23 + 0,042
Man 0,66 + 0,152 0,34+ 0,034 0,08 £ 0,03¢
Sor 0,64 0,012 0,61+0,032 0,19 + 0,022b
Cis 0,76 £ 0,172 0,52 + 0,030bc 0,23 + 0,042
Controle 0,54+ 0,12 0,32 +0,01d 0,08 + 0,04bc

A L-cisteina apresentou-se como um ativador em curto prazo e um bom
estabilizante em longo prazo para a enzima exposta a 20°C. Com base nos
resultados acima a L-cisteina foi escolhida para o estudo de purificacdo da

TGase utilizando a resina Blue Sepharose CL-6B.

1.4.2. Purificacao da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 em Blue
Sepharose CL-6B na presenca de L-cisteina

A Figura I-6 ilustra a purificacdo da TGase em Blue Sepharose CL-6B na

auséncia e na presenca de L-cisteina como estabilizante da enzima.
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Figura I-6 - Purificacdo da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 em Blue
Sepharose CL-6B (A) na auséncia de L-cisteina (B) na presenca de L-
cisteina (5mmol.L1).

Para a purificagdo em Blue Sepharose CL-6B na auséncia de L-cisteina
5mmol.L-1 foram observados 2 picos de atividade de TGase consideraveis. O

primeiro pico que aparece logo no inicio da corrida representou 68% do total
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de atividade de TGase recuperado ao longo da corrida. O segundo pico que foi
eluido com o gradiente salino representou 31,5% do total de atividade de
TGase recuperada. A Tabela I-3 apresenta o fator de purificagdo e o
rendimento apo6s purificagdo da TGase em resina Blue Sepharose CL-6B na

auséncia de cisteina 5mM.

Tabela I-3 - Purificacdo da TGase de Streptomyces sp CBMAI-837 em Blue
Sepharose CL-6B na auséncia de L-cisteina

Proteina Atividad Atividade

Bapa  fol etwl  Esedica KOG Bcl

EEBC 21,70 4,32 0,20 100 1,0
F1(3-7) 1357 1,19 0,09 28 0,1
F2(28-31) 140 058 0,41 13 2,1

A fracdo 2, eluida durante o gradiente salino, foi purificada cerca de 2
vezes, sendo obtido rendimento de 13% apds purificagdo do extrato enzimatico
bruto (EEBC) em uma unica etapa cromatografica em resina Blue Sepharose
CL-6B equilibrada com tampao fosfato 0,05 mol.L-1 pH 8,0. Apenas 40,8% do
total de atividade de TGase aplicado a coluna cromatografica foi recuperada ao
longo da corrida. Lima (2010) recuperou cerca de 27% do total de atividade de
TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 aplicado a coluna cromatografica de Blue
Sepharose CL-6B equilibrada com tampao fosfato 0,05 mol.L-1 pH 8,0, porém o
processo de purificacdo foi realizado em coluna aberta e ndo com o auxilio do
FPLC, o que pode elevar o tempo da purificacgao.

Na purificacao do EEBC de Streptomyces sp. CBMAI-837 em resina Blue
Sepharose CL-6B equilibrada em tampao fosfato 0,05 mol.L-1 pH8,0 contendo
5mmol.L-'1 de cisteina, foram também obtidos dois picos com atividade de
TGase. O primeiro pico (F1-CIS) de atividade de TGase correspondeu a cerca de

63% da atividade de TGase recuperada em todo o ensaio enquanto o segundo
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pico (F2-CIS) eluido com o gradiente salino representou cerca de 28% da
atividade de TGase recuperada.

A fracao F2-CIS foi purificada cerca de 5 vezes com rendimento de 30,8%
(Tabela I-4) indicando que a adi¢do de L-cisteina Smmol.L-1 no tampao fosfato
0,05 mol.L-1 pH 8,0 para a purificacdo da enzima em resina Blue Sepharose CL-
6B contribuiu para o aumento da estabilidade da enzima, comparado com a

purificacdo da enzima sem adi¢do de L-cisteina no sistema tampao.

Tabela I-4 - Purificacdao da TGase de Streptomyces sp CBMAI-837 em Blue
Sepharose CL-6B na presenca de L-cisteina

Proteina Atividade

Etapa total Atividade Especifica Rendimento Fator de
p (mg) total (U) ([I; /mg) (%) purificacdo
EEBC 51,59 6,47 0,13 100 1,0
F1-CIS (6 - 11) 29,67 3,88 0,13 60 1,0
F2-(;Ii§28 : 3,10 1,99 0,64 30,8 5,1

1.4.2.1. pH oOtimo de atividade da fracdo transglutaminase

purificada

A Figura I-7 apresenta os valores de atividade relativa de TGase para o
extrato enzimatico bruto (EEB), extrato enzimatico bruto concentrado (EEBC)
e da fracao purificada (F2-CIS) em 4 valores de pH (6,0, 7,0, 10 e 11). As letras
na figura referem-se ao teste de Tukey realizado para cada valor de pH a 95%

de confianca.
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Figura I-7 - Atividade relativa do extrato enzimatico bruto, EEBC e fracao
pura (F2-CIS) da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 em pH 6,0, 7,0,
10,0 e 11,0.

0 extrato enzimatico bruto (EEB) apresentou maxima atividade de TGase
em pH 10. Em pH 11 o extrato de TGase apresentou 94% de atividade relativa.
Nos valores de pH 6,0 e 7,0 ndo foi observada diferenca significativa entre as
atividades de TGase, sendo que, em média, a atividade relativa foi de 34,4%.
Estudos anteriores indicaram que a percentagem de atividade de TGase do
extrato enzimatico bruto de Streptomyces sp. CBMAI-837 em pH 6 foi 60% e em
pH 7 foi 21%, utilizando tampao Tris-HCI 0,05 mol.L-! (Bagagli,2009; Macedo,
2009) e leitura de absorbancia a 525 nm.

O extrato enzimatico bruto concentrado (EEBC) apresentou maxima
atividade de TGase em pH 10, sendo que em pH 6,0, 7,0 e 11 nao foi observada
diferenca estatistica significativa entre os valores, sendo que a atividade

relativa média foi de 61%.
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A fracdo F2-CIS apresentou maior atividade de TGase em pH 10. Em pH
7,0 a atividade relativa de TGase foi de 73%, nao diferindo estatisticamente do
valor de atividade obtida para o pH 10 e 6,0, a 95% de confian¢a. No pH 11, a
enzima apresentou atividade relativa de 61% nao diferindo estatisticamento do
pH 6,0.

De forma geral o extrato de TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 bruto,
concentrado e o purificado em Blue Sepharose CL-6B apresentou pH 6timo de
atividade em pH 10. O extrato bruto (EEB) apresentou atividade enzimatica
elevada em pH 11, no entanto a atividade em pH 11 decaiu significativamente
com a concentracdo da enzima (EEBC), porém ndo houve diferenca estatistica
entre a atividade relativa do EEBC e da fragado purificada F2-CIS.

Em pH 7,0 o EEB apresentou a menor atividade relativa entre todas as
amostras (34%), no entanto, para o EEBC houve um aumento significativo de
33% na atividade relativa de TGase. A fracdo pura também apresentou maior
atividade relativa em pH 7,0, ndo diferindo estatisticamente das atividades
observadas em pH 10.

Desta forma, a concentracgao e purificacdo do extato enzimatico bruto de
TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 elevaram a atividade de TGase em pH
7,0, fato que favorece a aplicagdo da enzima neste pH, e reduziu em pH 11.

Macedo (2009) e Bagagli (2009) verificaram que o extrato enzimatico
bruto de Streptomyces sp. CBMAI-837 apresentou 2 picos de atividade de

TGase, em pH 6,5 e em pH 10, indicando a presenca de isoenzimas.

1.4.3. Purificacdo da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 em
resina Phenyl Sepharose 6 Fast Flow (FF)

A Figura I-8 ilustra a purificacdo da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-
837 em resina Phenyl Sepharse 6 FF estabilizada em pH 7,5 e 8,0.
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Figura I-8 - Purificacdo da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 em
resina Phenyl Sepharose 6 FF em tampao fosfato 0,05 mol.L-1 adicionado
de 1,5 mol.L-1 de (NH4)2S04 em (A) pH 7,5 e (B) pH 8,0.

Desta forma, na purificacdo da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 nas
colunas de Phenyl Sepharose 6 FF equilibrada em tampao fosfato 0,05M pH 7,5
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e 8,0 contendo 1,5M de (NH4)2S04 e eluicdo por diminuicao da concentragao de
(NH4)2SO4 no tampao de 1,5M para zero, foi detectato somente um pico de
atividade de TGase.

A enzima foi eluida mais rapidamente utilizando-se sistema tampao
fosfato 0,05M pH 8,0 (maior pico na fragao 23) em comparagdo com o sistema
tampao fosfato 0,05M pH 7,5 (maior pico na fracdo 28).

A Tabela I-5 apresenta o fator de purificacdo e o rendimento para o
ensaio de purificacdo do extrato enzimatico bruto de TGase pelo principio da

interacao hidrofébica.

Tabela I-5- Purificacao do extrato enzimatico bruto de TGase de
Streptomyces sp CBMAI-837 em coluna Phenyl Sepharose 6 FF equilibrada
com tampao fosfato 0,05 mol.L-1 pH 7,5 ou 8,0 contendo 1,5 mol.L-1 de

(NH4)2S04
Proteina Atividade At1v1d,a.d € Rendimento Fator de
Etapa total total (U) Especifica (%) purificacio
(mg) (U/mg)
H75 EEB 280,00 65,00 0,23 100 1,0
PEAS - Rog 2068 28,37 1,37 28 5,9
H 8.0 EEB 116,86 5,16 0,04 100 1,0
pPH S, F23 3,61 1,83 0,51 36 11,5

Foram obtidos melhores resultados de purificagdo da TGase em coluna
Phenyl Sepharose 6 FF equilibrada com tampao fosfato 0,05 mol.L-1 pH 8,0
contendo 1,5 mol.L-* de (NH4)2S04, sendo observada purificagdo de 11,5 vezes e
rendimento de 36%.

Trabalhos anteriores indicam que a TGase de Streptomyces sp. CBMAI-
837 é mais ativa e mais estavel em pH 8,0 do que em pH 7,5 (Macedo, 2009;
Bagagli, 2009; Lima 2010) o que pode ter contribuido para obtenc¢ao de maior
rendimento durante a purificagdo em pH 8,0.

Suzuki et al. (2001) utilizaram a coluna Phenyl Sepharose FF para

purificar a TGase de esporos de Bacillus subtillis, sendo a enzima purificada 37
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vezes com rendimento de 40%. O tampao de corrida utilizado foi o Tris-HCI pH
9,0 contendo 0,75 mol.L-1 de MgSO4. O tampao de eluigao foi o Tris-HCI pH 9,0
contendo 10% de etilenoglicol.

O (NH4)2S04 apresenta o cation e o anion nos extremos de efeito “salting
out” da série de Hofmeister enquanto que o MgS04 é um sal intermediario nesta
série. Desta forma, o sistema de purificacao utilizado por Suzuki et al. (2000)
proporcionou a enzima um ambiente menos hidrofébico que o sistema
contendo o sulfato de amoénio, minimizando a inativacdo e precipitacdo da
enzima e favorecendo sua ligacdo com a resina. Esta estratégia pode ser uma
alternativa para melhorar o fator de purificacdo da TGase de Streptomyces sp.

CBMAI-837.

14.4. Purificacao da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 em
Activated Thiol Sepharose 4B

A Figura I-9 ilustra a purificacdo da TGase de Streptomyces sp CBMAI-
837 aplicando o principio da interagdo covalente através da resina Activated

Thiol Sepharose 4B, sendo apresentadas as absorbancias a 280 nm e a 343 nm.
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Figura I-9 - Purificacdo da TGase de Streptomyces sp. CBMAI-837 em
resina Activated Thiol Sepharose 4B em tampao Tris-HCI 0,1 mol.L-1 pH8,0
adicionado de 1mmol.L-1 de EDTA e 0,3 mol.L-1 de NaCl

Foram observados 2 picos com atividade de TGase eluidos antes do
gradiente linear de B-mercaptoetanol em tampao Tris-HCI 0,1 mol.L-* pH8,0
adicionado de 1mmol.L-1 de EDTA e 0,3 mol.L-1 de NaCl, indicando baixa
afinidade da enzima pela resina nas condi¢des avaliadas.

A elevada absorbancia a 343 nm observada proximo as fragdes de 9 a 11
indica que o composto 2-tiopiridona foi liberado. Este fato pode ter ocorrido
devido a interacdo de proteinas com a resina. No entanto, durante o gradiente
de B-mercaptoetanol nao foi observada atividade de TGase. Este fato pode ter
ocorrido por perdas na atividade enzimatica devido a interagcdo da enzima com

o composto 2-tiopiridona, perda de atividade enzimatica ou mesmo pela
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necessidade de concentracdo mais elevada de B-mercaptoetanol para eluir a
enzima.
A Tabela I-6 apresenta o fator de purificacdo e o rendimento para o

ensaio de purificacao pelo principio da interacao covalente.

Tabela I-6- Purificacao da TGase de Streptomyces sp CBMAI-837 em coluna
Activated Thiol Sepharose 4B Tris-HCI 0,1 mol.L-1 pH8,0 adicionado de
1mmol.L-'1de EDTA e 0,3 mol.L-1 de NaCl
Etapa Proteina Atividade Atividade Rendimento Fator de

total total (U) Especifica (%) purificacao
(mg) (U/mg)
EEBC 13,36 1,05 0,057 100,0 1,0
F1 (3) 5,25 0,54 0,074 51,4 1,3
F2 (11) 0,30 0,05 0,0213 51 2,3

Desta forma, a fracdo F2 obtida na purificacdo do extrato enzimatico
bruto concentrado em resina Activated Thiol Sepharose 4B Tris-HCl 0,1M
pH8,0 adicionado de 1mmol.L-'* de EDTA e 0,3 mol.L-* de NaCl apresentou fator

de purificagdo de 2,3 com rendimento de 5,1%.

1.4.5. Perfil eletroforético (SDS-PAGE)

A Figura I-10 ilustra o perfil eletroforético do extrato enzimatico bruto
concentrado (EEBC) e das fra¢oes purificadas nas resinas Blue Sepharose CL-6B
estabilizada em tampao fosfato 0,05 mol.L-* pH 8,0 na presenca de 50mmol.L!
de L-cisteina e em resina Phenyl Sepharose 6 FF estabilizada em tampao fosfato

0,05 mol.L-1 pH 7,5 e 8,0 contendo 1,5 mol.L-'* de (NH4)2S04.
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Figura I-10 -Perfil eletroforético (SDS-PAGE) do extrato enzimatico
concentrado e fracdes puras.

Padrao de massa molecular (coluna P); EEBC (coluna 1); Fracao purificada
em resina Phenyl Sepharose 6 FF pH 8,0 (coluna 3); Fracao purificada em
resina Phenyl Sepharse 6 FF pH 7,5 (coluna 4); F1-CIS da resina Blue
Sepharose CL-6B (coluna 2); F2-CIS resina Blue Sepharose CL-6B (coluna
5).

Observou-se que a amostra obtida do segundo pico (F2-CIS) da
purificagdo do EEBC em resina Blue Sepharose na presenca de 5mmol.L-1 de L-
cisteina apresentou apenas uma banda no gel e este ficou localizado préximo a

massa molecular de 40 KDa, fato compativel com o apresentado por Macedo
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(2009). No entanto, foi identificada atividade enzimatica em todos os pH
avaliados (pH 6, 7, 10 e 11) indicando que a fracdo pode conter isoenzimas.

As fragoes obtidas da purificacao da TGase em resina Phenyl Sepharose 6
FF apresentaram mais de uma banda, equiparando-se ao perfil eletroforético
obtido para o EEBC. Desta forma, outras etapas de purificacdo sdo necessarias
para elevar a pureza da TGase.

Para as fracdes obtidas na purificagdo em resina Activated Thiol
Sepharose 4B nao foi possivel observar bandas no gel de eletroforese uma vez

que amostra estava muito diluida.

I.5. Conclusoes

Entre os compostos testados para aumentar a estabilidade da
transglutaminase de Streptomyces sp. CBMAI-837 foram obtidos melhores
resultados adicionando-se 5mmol.L-1 de L-cisteina e 3% de glicerol, sendo
obtido retencdo de cerca 18% da atividade inicial de TGase ap6s 120 horas de
incubacdo a 20°C.

A adigcdo de 5mmol.L-! de L-cisteina no tampao fosfato para purificacao
da TGase em resina Blue Sepharose CL-6B resultou em maior rendimento das
fracdes F1-CIS (60%) e F2-CIS (30,8%) comparado com o ensaio de purificacdao
sem adicao de L-cisteina. A fracdo F2-CIS foi purificada 5,1 vezes utilizando-se
coluna de Blue Sepharose CL-6B equilibrada com tampao fosfato 0,05 mol.L!
pH8,0 contendo 5mmol.L-! de L-cisteina, sendo observada uma tnica banda em
SDS-PAGE de massa molecular estimada em 40 kDa.

No estudo de purificacdo da TGase utilizando-se a resina de interacdo
hidrofébica Phenyl Sepharose 6FF equilibrada em tampao fosfato 0,05 mol.L-1
pH 8,0 contendo 1,5 molL-1 de (NH4)2S04, foi obtido um tUnico pico com

atividade de TGase, e fator de purificacao de 11,5. As fragoes com atividade de
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TGase apresentaram mais de uma banda de proteina em SDS-PAGE, similar ao
perfil do EEB, indicando que mais etapas sdo necessarias para a purificacao da
enzima.

No estudo de purificacdo da TGase em resina Activated Thiol Sepharose
equilibrada com tampao Tris-HCI pH 8,0 adicionado de 1 mmol.L-1 de EDTA e
0,3 mol.L-1 de NaCl, foi observado que as fragdes apresentaram baixa atividade

de TGase, indicando que a enzima foi desnaturada durante a cromatografia.
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