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Resumo

A transglutaminase (TGase, EC 2.3.2.13) é uma enzima que catalisa a formacado de ligacbes
cruzadas entre residuos de glutamina e aminas livres de proteinas formando agregados
protéicos. Foi estudado o aumento da escala de producdo da transglutaminase de
Streptomyces sp. P20, de frascos Erlenmeyer agitados de 50 mL contendo 15 mL de meio
de cultivo para fermentador de bancada de 6 L com volume util de 3 L. Para a
fermentacdo em frascos agitados foi utilizado o meio de cultivo otimizado por MACEDO et
al. (2007) e para a fermentacdo do microrganismo em reator de bancada foi utilizado esse
ultimo meio de cultivo modificado, composto de extrato de 2,5% de farinha de soja, 2% de
amido de batata, 1% de peptona, 0,1% de glicose, 04% de KH,PO4; e 0,2% de MgSO,,
ajustado para pH 7,0. Foi estudado, através de delineamento fatorial, os efeitos da
temperatura, agitacdo e aeragao na fermentagao da linhagem de Streptomyces sp. P20 no
reator de bancada e a producdo de transglutaminase. O aumento da escala de 200 vezes
proporcionou uma elevacdo na atividade enzimatica de 7,2 vezes, e o tempo para
obtencdo desta atividade foi reduzido de 120 horas para 42 horas de fermentacdo,
utilizando dois estagios de temperatura. A atividade maxima obtida em reator de bancada
foi de 2,05 U/mL de caldo fermentado. No estudo da producdo da transglutaminase de
Streptomyces sp. P20, por fermentagdo em meio semi-sélido, utilizando-se como
substratos farinha de feijdo branco e farinha de amendoim, foram obtidos,
respectivamente, atividade de transglutaminase iguais a 0,88 U/g de substrato seco e 0,77
U/g de substrato seco. A caracterizagdo bioquimica da transglutaminase bruta de
Streptomyces sp. P20 foi estudada, bem como a aplicacdo da enzima em carne bovina e
proteina texturizada de soja. Os valores de temperatura 6tima e pH 6timo desta enzima
foram avaliados, sendo verificado que a temperatura étima de atividade foi de 35°C e o
pH 6,5, sendo encontrada uma segunda faixa de pH 6timo em 9,0, o que pode indicar a
presenca de isoenzimas. A MTGase mostrou-se estavel na faixa de pH 6,0 — 9,0, e até a
temperatura de 35°C em pH 6,0 por 30 minutos. O aminoacido L-cisteina aumentou a

estabilidade térmica da MTGase de Streptomyces sp. P20. O efeito de ions metalicos, do
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EDTA, L-cisteina, L-glutationa e PEG 6000 na atividade da MTGase foram avaliados. Os ions
Hg®*, Cu**, Zn** e Mn%, inativaram a enzima, sugerindo a presenca de grupos tiol no seu
sitio ativo. O ion Mg2+ aumentou a atividade da MTGase cerca de 100%. A aplicagdo da
MTGase de Streptomyces sp. P20 em carne bovina e em proteina texturizada de soja foi
eficiente quando comparada a aplicagao da enzima comercial Activa® TG-BP aplicada nas

mesmas condicdes.
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Summary

Transglutaminase (TGase, EC 2.3.3.13) is an enzyme that catalyzes cross-linking between
the glutamine and free amine residues of proteins leading to the formation of protein
aggregates. The scale up of the production of transglutaminase by Streptomyces sp. P20
from shaken flasks to a bench fermenter was studied. Initially, the effect of temperature
and agitation on the microorganism was studied in 50 mL conical flasks containing 15 mL
of culture medium previously optimized by MACEDO et al. (2007). The production in 250
mL conical flasks containing 50 mL of the same culture medium was then studied. For
fermentation in the bench reactor the same medium was used, modified, containing
extract of 2.5% powdered soy, 2% potato starch, 1% peptone, 0.1% glucose, 0.4% KH,PO,
and 0.2% MgSQO,, pH 7.0. A factorial design was used to study the effects of temperature,
agitation and aeration on the fermentation of the strain Streptomyces sp. P20 in a 6L
bench fermenter. The x200 scale up led to a x7.2 enhancement in enzymatic activity, and
the fermentation time decreased from 120 h to 42 h using two temperature (from 34°C
during the first 24 hours to 26°C for the remaining time) and agitation (from 350 rpm
during the first 24 hours to 150 rpm for the remaining time) shifts. The maximum
transglutaminase activity obtained was 2.05 U/mL. In the solid state fermentation study
using semi-solid media containing white bean flour and peanut flour, transglutaminase
activities of 0.88 U/mg dried substrate and 0.77 U/mg dried substrate, respectively, were
obtained. The biochemical characterization of the crude transglutaminase obtained from
Streptomyces sp. P20 and its application in beef and texturized soy protein were studied.
The optimum temperature and pH values for MTGase activity were investigated,
exhibiting optimum activity at 35°C and at both pH 6.5 and pH 9.0, probably due to the
presence of an isoenzyme. The enzyme was stable in the pH range from 6.0 — 9.0, and at
temperatures of up to 35°C it was stable for 30 minutes at pH 6.0. The amino acid L-
cysteine enhanced the thermal stability of the MTGase from Streptomyces sp. P20. The

effects of metal ions, EDTA, L-cysteine, L-glutathione and PEG 6000 on the activity of

XVii



MTGase were investigated. The ions Hg?*, Cu®*, Zn** and Mn?* inhibited enzyme activity,
suggesting the presence of a thiol group at the active site of the enzyme. The ion Mg**
increased MTGase activity by 100%. The application of MTGase from Streptomyces sp. P20
in beef and texturized soy protein was efficient when compared to the application of

commercial Activa® TG-BP under the same conditions.

XViii



Introdugao

A transglutaminase (EC 2.3.2.13) é uma enzima que catalisa a formacao de ligacdes
cruzadas intra e intermoleculares em proteinas através de ligacdes covalentes entre

residuos de glutamina e aminas primarias. Como exemplo tem-se a ligacdo entre residuos

de glutamina e lisina, ilustrado na Figura 1.

Figura 1 - LigacOes cruzadas entre residuos de glutamina e lisina de proteinas.

Esta enzima esta presente em tecidos e fluidos corpdreos de alguns invertebrados
e vertebrados, em plantas e também em microrganismos (PASTERNACK et al., 1998). A
transglutaminase tem sido relacionada a inumeras rea¢cées envolvendo proteinas, porém
sua funcdo nos organismos ainda ndo estd completamente elucidada. A fungdo mais
estudada desta enzima é o processo de coagulacdo sanguinea em mamiferos catalisada
pelo fator Xllla, uma forma ativada da transglutaminase do plasma (FOLK, 1980). Em
pescados pode-se observar o fendmeno conhecido como “suwari”, no qual uma pasta de
peixe moido endurece a baixas temperaturas devido a formacdo de ligacbes cruzadas
entre as proteinas da pasta, o que tem sido relacionado a acdo da propria

transglutaminase presente no peixe (SEKI et al,. 1990).



A comercializacdo de transglutaminase apresenta relevancia devido a gama de
aplicacoes tecnoldgicas em industrias de alimentos, téxteis, de couro e outras. Assim, a
busca de processos que permitam a obtengao da enzima em larga escala e a baixos custos
é de grande interesse e, neste cendrio, a transglutaminase microbiana adquire

importancia em relagao a extraida de mamiferos.

A busca por linhagens de microrganismos do género Streptomyces desperta o
interesse de pesquisadores devido a sua habilidade de produzir a transglutaminase em
grandes quantidades, além de produzirem uma enzima extracelular, calcio independente
e de baixa massa molecular, fatores importantes para aplicagdo em alimentos

(YOKOYAMA et al., 2004).

A transglutaminase microbiana (MTGase) apresenta a propriedade de atuar sobre
diversas proteinas, tais como globulinas de soja, gluten, caseinas, actina e miosina e em
proteinas de ovos, com a mesma eficiéncia da enzima de mamiferos. Desta forma, as
potencialidades para aplicagdo da MTGase em industrias de alimentos, tais como
industrias de carnes e embutidos, laticinios, produtos derivados de soja e pescado é ampla

(YOKOYAMA et al, 2004; HUINONG et al., 2005).

O aumento da escala da producdo da enzima é fundamental para a busca do
aprimoramento do rendimento do processo e também da reducdo de custos, elevando a

viabilidade de sua aplicacao industrial (HUINONG et al., 2005).

Este trabalho visa estudar o aumento da escala de produgdo da transglutaminase
microbiana, bem como desenvolver novas formas de producdo desta enzima, caracteriza-

la e verificar sua atuacdo em proteinas da carne bovina e soja.



I. Capitulo | - Produgdo de transglutaminase por Streptomyces sp. P20

Resumo

A transglutaminase é uma enzima que catalisa a formacdo de ligacbes cruzadas entre
proteinas. Foi estudado o aumento da escala de producdo da transglutaminase de
Streptomyces sp. P20, de frascos Erlenmeyer agitados para fermentador de bancada.
Inicialmente foi testado o efeito da temperatura e agitacdo na fermentacdo do
microrganismo em frascos Erlenmeyer de 50 mL contendo 15 mL de meio de cultivo
previamente otimizado por MACEDO et al. (2007). Em seguida foi testada a producdo da
enzima em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultivo. Para a
fermentacdo do microrganismo em reator de bancada foi utilizado o meio de cultivo
modificado composto de extrato de 2,5% de farinha de soja, 2% de amido de batata, 1%
de peptona, 0,1% de glicose, 0,4% de KH,PO,4 e 0,2% de MgSQ,, ajustado para pH 7,0. Foi
estudado, através de delineamento fatorial, os efeitos da temperatura, agitacdo e aeragao
na fermentacdo da linhagem de Streptomyces sp. P20 em reator de bancada de 6 L e
producdo de transglutaminase. O aumento da escala de 200 vezes proporcionou uma
elevacdo na atividade enzimatica de 7,2 vezes, e o tempo para obtencdo desta atividade
foi reduzido de 120 horas para 42 horas, utilizando dois estagios de temperatura (34°C nas
primeiras 24 horas e 26°C nas demais) e agitacdo (350 rpm nas primeiras 24 horas e 150
rom nas demais) durante a fermentagdo. A atividade maxima obtida em reator de
bancada foi de 2,05 U/mL de caldo fermentado. No estudo da produgdo da
transglutaminase de Streptomyces sp. P20, por fermentacdo em meio semi-sdlido,
utilizando-se como substratos farinha de feijdo branco e farinha de amendoim, foram
obtidos, respectivamente, atividade de transglutaminase iguais a 0,88 U/g de substrato

seco e 0,77 U/g de substrato seco.



Summary

Transglutaminase is an enzyme that catalyzes cross-linking between proteins. In the
present work the scale up of the production of transglutaminase by Streptomyces sp. P20,
from shaken flasks to a bench fermenter, was studied. Initially, the effect of temperature
and agitation on the microorganism was studied in 50 mL conical flasks containing 15 mL
of culture medium previously optimized by MACEDO et al. (2007). The production in 250
mL conical flasks containing 50 mL of the same culture medium was then studied. For
fermentation in the bench reactor the same medium was used, modified for use in a
reactor and containing 2.5% powdered soy extract, 2% potato starch, 1% peptone, 0.1%
glucose, 0.4% KH,PO,4 and 0.2% MgSQ,, adjusted to pH 7.0. A factorial design was used to
study the effects of temperature, agitation and aeration on fermentation by the strain
Streptomyces sp. P20 in a 6L bench fermenter. The x200 scale up led to a x7.2
enhancement of enzymatic activity, and the fermentation time decreased from 120 h to
42 h, using two temperature (from 34°C during the first 24 hours to 26°C for the remaining
time) and agitation (from 350 rpm during the first 24 first hours to 150 rpm for the
remaining time) shifts. The maximum transglutaminase activity was 2.05 U/mL. In the
solid state fermentation study using white bean flour and peanut flour, transglutaminase
activities of 0.88 U/mg dried substrate and 0.77 U/mg dried substrate, respectively, were

obtained.



I.1. Introdugao

A enzima transglutaminase produzida por microrganismos (MTGase), apresenta
crescente aplicagdao na industria de alimentos, devido a sua propriedade de catalisar a
formacdo de ligacOes cruzadas entre proteinas e ser capaz de unir pedacos de carne,
formar géis protéicos resistentes a temperatura, melhorar a textura de massas e paes,

formar filmes protéicos entre outras.

Inicialmente a TGase era obtida de mamiferos como, por exemplo, do figado de
porquinho da india e de sangue bovino, no entanto a extracdo e purificacdo da enzima era

dificil, além da enzima apresentar coloragdao avermelhada indesejavel.

Em 1989, uma linhagem de Streptoverticillum mobaraense foi utilizada na
producdo de transglutaminase (denominada MTGase) por fermentacdo submersa, visto
que apresentava elevada atividade da enzima (2,5 U/mL de caldo fermentado) (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".

Recentemente, estudos para isolamento de novas linhagens produtoras de
MTGase e de otimizacdo de processos fermentativos, visando a reducdo de custo da
enzima, tém sido conduzidos. Diversas linhagens de Streptomyces sp. apresentam elevada
atividade de transglutaminase, entre elas podemos citar Streptomyces platensis,
Streptomyces hygroscopycus e Streptomyces lividans. Além dos actinomicetos, alguns
Bacillus sp. (como o Bacillus circulans) também apresentaram atividade enzimatica, tanto
em fermentacdo submersa como em fermentacdo semi-sélida (SOARES et al. 2008; NAGY

E SZAKACS, 2008).



A linhagem de Streptomyces sp. P20 foi isolada por MACEDO et al. (2007) de solo
brasileiro e apresentou elevado potencial para producdao de MTGase por fermentacdo em

meio viscoso.

Este capitulo visou estudar a producdo e o aumento de escala para obtencdo de
MTGase pela linhagem de Streptomyces sp. P20 por fermentacdo submersa, e estudar a
producdo da transglutaminase em meio semi-sélido, composto de farinha amendoim, soja

e diferentes tipos de feijao.

I.2. Revisao Bibliografica

.2.1. Transglutaminases

A enzima transglutaminase (EC 2.3.2.13) é uma transferase que catalisa rea¢Ges de
acil-transferéncia entre um grupo Yy-carboxiamida de residuos de glutamina e diversas
aminas primarias, incluindo poliaminas. Quando o aceptor da acil-transferéncia é um
residuo de lisina, a ligacdo isopeptidica &-(y-Glutamil)lisina é formada, intra e/ou
intermolecularmente. Na auséncia de aminas primdrias, a dgua atua como aceptor do
radical acil na reagdo, resultando na deaminagao do grupo Yy-carboxiamida do residuo de
glutamina, gerando acido glutamico. As equacgOes da Figura 1 esquematizam as reagoes

catalisadas pela enzima.



| |
a) C'iln-(li-N+H3 + RNH, ——> Gln-C- NHR + NH,
0

| | | |
b) FIn-ﬁ-N+H3 + H3I\Jlr-l.lys ——> GIn-G-NH-Lys + NH,
0

| |
c) ?In-ﬁ-NJrH3 + H,0 E— IGIn-%-OH + N+H4
(0]

Figura I-1 — Reag0es catalisadas pela transglutaminase (a)entre residuos de glutamina e
aminas livres; (b) entre residuos de glutamina e lisina; (c) entre residuo de glutamina e
agua

Assim, a acdo da transglutaminase resulta na formacdo de agregados protéicos
irreversiveis, através da introducdo de ligacdes cruzadas entre os grupos protéicos

(YOKOYAMA et al., 2004).

A transglutaminase esta presente em tecidos de diversos organismos e em fluidos
corporeos, tanto em invertebrados (CARIELLO et al., 1997) quanto em vertebrados (FOLK,
1980). Pode ser encontrada também em plantas (KANG e CHO, 1996) e em
microrganismos (ANDO et al., 1989; KIM et al., 2000; SOUZA et al., 2006). As funcdes
desempenhadas pelas transglutaminases nesses organismos sdo variadas. Segundo
CARIELLO et al. (1997) existem basicamente trés classes de transglutaminases: as

extracelulares e dois tipos de enzimas intracelulares (ou teciduais).

Nos eucariotos, estas enzimas tém sido relacionadas ao envelhecimento e morte
celular (apoptose), a diferenciacdo de células da epiderme (atuando na estabilidade
mecanica da pele), e a coagulacdo sanguinea, na qual atua na estabilizacdo da fibrina
(FOLK, 1980; FRIEDRICH & ASZODI, 1992). Tém sido associadas a doencas degenerativas
do sistema nervoso como a doenca de Alzheimer (FRIEDRICH & ASZODI, 1992) e também a

doencas cronicas como a celiaca (DEKKIN et al., 2007). O fator Xllla, forma ativada da



TGase presente no plasma de mamiferos, é a forma mais estudada por estar relacionada a

coagulacdo sanguinea (FOLK, 1980).

As caracteristicas moleculares da enzima sdo diferentes de organismo para
organismo. A estrutura primaria de diversas transglutaminases foi identificada, sendo
observado que o centro ativo destas contém um, ou mais, residuo de cisteina, porém o
grupo de peptideos que esta ao redor deste aminoacido pode ser diferente dependendo
da origem da enzima, bem como o restante da estrutura primaria (FOLK e GROSS, 1971;
KANAJI et al., 1993). Um dos indicadores da diferenga estrutural é o fato da enzima
encontrada em vertebrados e alguns invertebrados ser calcio dependente, enquanto a
encontrada em microrganismos ndo necessitar deste ion para atuar (FOLK, 1980, ANDO et

al., 1989; WADA et al., 2002; CUI et al, 2007).

O mecanismo de agao da transglutaminase é muito semelhante ao de proteases,
(FRIEDRICH & ASZODI, 1992; PLACIDO al., 2007), consistindo basicamente em duas etapas.
Na primeira etapa o grupo tiol da cisteina presente no sitio ativo ataca a cadeia lateral de
um residuo de glutamina disponivel no substrato protéico, formando um complexo acil-
enzima e liberando amdnia. Em seguida, uma amina primaria substitui a enzima, gerando
uma glutamina carboxiamida modificada (NEGUS, 2001).

Proteina- CH, - ; N+H3 + HS-Enzima

o

Proteina-CH, - ﬁ -S-Enzima + NH,

l‘ HJ(I - (CH,), - Proteina

Proteina- CH, - % -NH- (CH,) - Proteina + HS-Enzima
(o]

Figura -2 — Mecanismo de agao da transglutaminase.



A principal fonte industrial da enzima, por décadas, foi o figado de porquinhos da
india. Pelo fato do processo de separacdo e purificacdo da enzima ser dificil, o custo da
producdo em escala comercial era elevado, o que dificultava a aplicagdo da TGase nas

industrias de alimentos (YAN et al., 2005).

O fator XllIl foi extraido comercialmente na Europa a partir de sangue bovino e
suino. Esta enzima, no entanto, apresenta limitacGes para aplicacdo nas industrias de
alimentos devido a coloracdo avermelhada, o que pode ser prejudicial a aparéncia dos

alimentos, além da necessidade de ser ativada pela trombina (MOTOKI & SEGURO, 1998).

A utilizacdo de microrganismos para obtencdo comercial de transglutaminase,
através de processos fermentativos tradicionais, teve inicio com os trabalhos realizados
por ANDO et al. (1989), com o isolamento de um microrganismo do género
Streptoverticillium, produtor de transglutaminase, a qual foi denominada MTGase

(transglutaminase microbiana).

Transglutaminase proveniente de folhas de soja (Glycine max) foi purificada e
caracterizada por KANG e CHO (1996). Esta enzima apresentou massa molecular de 80
kDa, que é similar a TGase de tecidos animais. Foi observado que os ions Ca** nem sempre
foram essenciais para a atividade enzimdtica, no entanto, este ion favorecia a atividade, o

gue foi relacionado a concentracdo endégena de calcio na planta.

KUMAZAWA et al. (1997) purificaram e caracterizaram a TGase proveniente de
ostras japonesas (Crassostrea gigas). Avaliaram o conteudo de ligagdes €-(y-Glutamil)-
Lisina em ostras frescas e em varios produtos de ostras. A atividade especifica da enzima
foi 0,6 U/mg de proteina. Os autores identificaram dois tipos de TGase, sendo que ambas

se mostraram calcio dependentes.

A capacidade de formacdo de gel protéicos da MTGase recombinante (contendo
residuos serina na extremidade N-terminal ao invés de asparagina) produzida por
Streptoverticillium mobaraense foi comparada com a enzima nativa. A enzima

recombinante apresentou menor atividade na formacdo de ligacdes cruzadas, além de



apresentar maior tendéncia de se agregar que a MTGase nativa, fatores que interferem na

formacdo de géis (YOKOYAMA et al., 2003).

Além da importancia da TGase para diferentes organismos, esta enzima apresenta
grande aplicacdo nas industrias de alimentos, possibilitando aprimoramentos tecnolégicos
e nutricionais, na formacdo de microcapsulas e filmes comestiveis, na “gastronomia
molecular”, nas industrias téxteis e de couro (HUINONG et al., 2005 ), e também em areas

médicas, em que é utilizada em cirurgias como “cola de fibrina” (NEGUS, 2001).

1.2.2. Transglutaminase microbiana

Uma das formas de produgdo de transglutaminases microbianas (MTGase)
estudada foi o uso de microrganismos geneticamente modificados, que receberam o gene
de mamiferos para expressar a transglutaminase (IKURA et al., 1988; BISHOP et al., 1990).
No entanto, a comercializacdo desta enzima apresentou limitagdes devido a aceitacdo dos

consumidores e as regulamentacdes para alimentos (MOTOKI et al., 1998).

A partir dos anos 80, uma nova fonte para a enzima foi estudada para a producgao
em larga escala. Em 1989, ANDO et al. relataram a selecdo de um microrganismo capaz de
produzir a enzima por meios fermentativos tradicionais, a qual foi denominada de
MTGase. A empresa Ajinomoto Co. Inc. em colaboracdo com a Amano Enzyme Inc.,
iniciaram a producdo industrial da MTGase utilizando o processo fermentativo (CUI et al.,
2007). A partir de entdo, diversos estudos envolvendo screening de microrganismos e

melhorias de processos fermentativos tém sido realizados.

O actinomiceto isolado por ANDO et al. (1989), identificado como
Streptoverticillium sp. S-8112, posteriormente como Streptoverticillium mobaraense,
apresentou elevada capacidade de producdo de MTGase. O processo utilizado para a
producdo da enzima consistia na preparacao de um pré-inéculo em frascos de Sakaguchi

de 500mL, contendo 100mL de meio (0,2% de polipeptona, 0,5% de glicose, 0,2% de
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K;HPO4, 0,1% de MgS0,) ajustado para pH 7,0 incubado por 48 horas a 30°C sob agitacdo.
A fermentacdo foi realizada em um reator contendo 20 L de meio de cultura (2,0% de
polipeptona, 2,0% de amido soluvel, 0,2% de K,HPQ,4, 0,2% de extrato de levedura, 0,1%
de MgS0,, 0,05% de surfactante) ajustado para pH 7,0, e mantido por 3 dias a 30°C,
aeracdo de 10 L/min. e agitacdo de 250rpm, sendo obtida atividade de transglutaminase

igual a 2,5 U/mL.

GERBER et al. (1994) estudaram a produgdo da MTGase por Streptoverticillium
mobaraense, utilizando o meio basal desenvolvido por ANDO et al. (1989), utilizando duas
escalas de trabalho, sendo a producdo iniciada em frascos Erlenmeyer de 2L contendo
500mL de meio de cultivo, que em seguida foi expandida para produgdao em reator com
3,5L de volume de trabalho. Os autores realizaram algumas modificacdes no meio basal
descrito por ANDO et al. (1989) para adapta-lo as condi¢cdes da fermentacdo em reator,
sendo utilizado o meio de cultivo composto de 2,0% de polipeptona, 2,5% de amido
soluvel, 0,2% de K;HPOy4, 0,2% de extrato de levedura, 0,1% de MgS0O4 e 1% de glicose. Nas
primeiras 24 horas foi utilizada agitacdo média de 160rpm e depois alterada para 325 rpm.
A maxima producdo da enzima ocorreu em 7 dias e apresentou atividade entre 1,5 e 2,0

u/mL.

A transglutaminase produzida por microrganismo é sintetizada em sua forma
inativa, evitando que a enzima ativa atue nas proteinas da estrutura celular provocando a
morte do microrganismo. A transglutaminase de Streptoverticillium mobaraense S-8112 é
ativada por uma protease termoestavel soluvel, que atua sobre a transglutaminase inativa

apenas fora da membrana citoplasmatica (PASTERNACK et al., 1998).

Um actinomiceto com atividade de MTGase, identificado como Actinomadura sp.
T-2, foi isolado por KIM et al. (2000). Inicialmente foi utilizado o meio de cultura composto
de 0,2% de polipeptona, 0,5% de glicose, 0,2% de K,HPO4, 0,1% de MgS0O, para o cultivo
do microrganismo e o meio composto de 2,0% de polipeptona, 2,0% de amido soltvel,
0,2% de K,HPOy, 0,2% de extrato de levedura, 0,1% de MgSQ,, 0,05% de surfactante para
producdo da enzima, ambos descritos por ANDO et al. (1989). O indculo foi preparado em

frascos Erlenmeyer de 100 mL contendo 20 mL de meio de cultura e 0,1 mL de suspensdo
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de esporos. Os frascos foram incubados sob agitacdo (120 rpm) a 28°C por 36 horas. Uma
aliqguota de 2,1 mL desta cultura foi inoculada em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo
70mL de meio de cultura e os frascos foram mantidos sob agitacdo de 150 rpm a 28°C por
cinco dias sendo obtida atividade de MTGase de 2,26 U/mL de caldo fermentado. Em
seguida, os pesquisadores estudaram o efeito de diferentes fontes de carbono e
nitrogénio, bem como as concentragOes de diferentes sais para a otimizacdo da producao
de transglutaminase pelo microrganismo Actinomadura sp. T-2. O meio otimizado foi
composto de 2% de glicose, 1% de polipeptona e 1% de peptona de soja e 0,1% de MnCl,,

sendo obtida atividade de MTGase de 4,5 U/mL, em média, apds 5 dias de fermentacao.

A produgao de transglutaminase foi evidenciada também em linhagens de Bacillus
sp., sendo que a producdo da enzima foi associada a formacdo da estrutura dos esporos
destes microrganismos, visto que foram evidenciados dois tipos de ligagdes covalentes
entre as proteinas que formam a capsula do esporo, sendo elas entre residuos de tirosina
e ligagdes isopeptidicas entre residuos de glutamina e lisina, que sao caracteristicas das

ligacdes catalisadas pela TGase (PLACIDO et al., 2007).

KOBAYASHI et al. (1998) investigaram a atividade de transglutaminase em Bacillus
subtilis, sendo esta detectada apenas nas células esporuladas lisadas. Nenhuma atividade
foi encontrada nas células vegetativas ou no meio de cultura. A atividade enzimatica
aumentou durante o inicio da esporulagdao do microrganismo e atingiu seu maior valor
quando as proteinas que formam as camadas do esporo estavam completamente

formadas e arranjadas.

SOARES et al. (2003) purificaram e caracterizaram a MTGase obtida de Bacillus
circulans BL32, uma linhagem isolada da Amazonia. Posteriormente os autores (SOUZA et
al., 2006) estudaram a otimizacdo dos componentes do meio de cultura utilizando
métodos experimentais estatisticos. O meio otimizado composto de 9 g de glicerol, 2 g de
sacarose, 7 g de peptona, 1 g de triptona, 1 g de Na,HPO,4, 1 g MgS0,4.7H,0 e 0,1 g de
FeS0,4.7H,0 por litro de meio possibilitou a obtencdo de atividade enzimatica de 0,33
U/mL, sendo os experimentos realizados em agitador rotativo, mantido por 8 dias a 30°C e

100 rpm.
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HERRERA et al. (1995) verificaram que a parede celular da levedura Candida
albicans apresentava diversas ligacGes covalentes entre peptideos. Os autores
evidenciaram atividade elevada de TGase na parede celular do microrganismo e baixa
atividade no citosol, concluindo que a transglutaminase apresenta um papel importante
na organizagao da parede celular desta linhagem de microrganismo, provavelmente

estabelecendo ligacGes cruzadas entre glicoproteinas da estrutura.

Entre os diferentes microrganismos em que a MTGase foi identificada, as linhagens
de Streptomyces, um género de actinomyceto, apresentam grande destaque. A grande
vantagem do uso destes microrganismos é o fato de produzirem a enzima
extracelularmente reduzindo etapas na separacdo e purificacdo da enzima, além de
apresentarem elevada atividade enzimatica em relacdo aos outros microrganismos e a
enzima ndo ser dependente de ions calcio para sua atuacdo (ZOTZEL et al., 2003). Os
microrganismos do género Streptoverticillium foram unificados aos do género
Streptomyces devido as suas caracteristicas filogenéticas, em 1990 (WITT et al., 1990;

HATANO et al., 2003).

1.2.3. Producgao de transglutaminase por Streptomyces sp. e aumento da escala
do processo fermentativo

Streptomicetos sdo bactérias filamentosas, aerdbias, gram-positivas, presentes em
solos (ZOTZEL et al., 2003) e amplamente empregados na producdo de diversos
metabolitos, entre eles antibidticos e enzimas (WHITAKER, 1992; O’CLEIRIGH et al., 2005).
Estes microrganismos, quando submetidos ao cultivo submerso, podem apresentar
morfologias muito semelhantes a de fungos filamentosos, variando de pellets macicos a
hifas suspensas de forma homogénea (STANBURY et al., 2003; O'CLEIRIGH et al., 2005).
Estas variagcGes na morfologia das culturas submersas sdo de grande importancia para o
desenho de processos fermentativos produtivos e com elevado rendimento, uma vez que

influenciam diretamente a produgao de metabdlitos, podendo ser controladas pelo
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volume de indculo, adicdo de aditivos ao meio de cultivo e forga de cisalhamento no meio
de cultivo (STANBURY et al., 2003; JUNKER et al., 2004). A funcdo da TGase no ciclo de
vida dos Streptomicetos ainda nao é conhecida, porém ha indicios de que, por atuar na
interligacdo de proteinas, seja importante para fortificacdo dos micélios e esporos

formados por estas bactérias (ZOTZEL et al., 2003)

O’CLEIRIGH et al. (2005) avaliaram a influéncia da viscosidade do meio de cultura
na morfologia de Streptomyces hygroscopicus, adicionando goma xantana em diferentes
concentragdes ao meio de cultura. Os resultados mostraram que o aumento da
viscosidade elevou o niumero de pellets no meio (até a concentracdo de 3g/L), porém o
tamanho do pellet foi reduzido. Outro ponto importante foi o fato do aumento da

viscosidade reduzir a variacdo dos resultados entre os frascos utilizados no experimento.

De acordo com STANBURY et al. (2003), o aumento de escala de processos
fermentativos esta relacionado ao aumento do volume do processo e implica na
identificacdo da influéncia dos pardmetros da fermentacdo que sdo afetados pelo
tamanho da unidade fermentativa, para que ndo ocorra reducdo do rendimento. Os

principais tépicos envolvidos neste processo sao:

- Desenvolvimento do indculo: o aumento de escala pode exigir maior
nuimero de estagios para a preparacdo do indculo, possibilitando quantidade e

caracteristicas desejadas do microrganismo para o processo.

- EsterilizagGo: o processo de esterilizacdo é dependente e deve ser
ajustado de acordo com o aumento da escala. Estes ajustes podem levar a modificacdes

no meio de cultura.

- Pardmetros ambientais: ao se elevar o volume do processo, o ambiente do
microrganismo sofre alteracdes, sendo os principais parametros afetados o pH do meio, a
disponibilidade de nutrientes, a temperatura, a concentracdo de oxigénio e gas carbonico

dissolvidos no meio e a formacdo de espuma.

14



1.2.3.1. Indculo

O indculo é de grande importancia para o sucesso da fermentacdo e para sua
reprodutibilidade, uma vez que contém os microrganismos que estardo envolvidos no
processo (MALDONADO, 2006). E importante que o indculo contenha microrganismos
saudaveis e em sua forma ativa, a fim de reduzir a fase lag do crescimento na
fermentacao; seu tamanho deve ser adequado e conter a forma morfoldgica de interesse
do microrganismo além deste reter a capacidade de formag¢ao do produto desejado

(STANBURY et al., 2003).

O indculo pode influenciar a morfologia dos microrganismos filamentosos e
conseqlientemente as caracteristicas do processo fermentativo (WHITAKER, 1992;

STUNBURY et al., 2003; JUNKER et al., 2004).

N3do foram encontrados relatos na literatura sobre a morfologia apresentada pelas
linhagens de Streptomyces durante a fermentagao do microrganismo em reatores para a

producdo de enzima transglutaminase.

1.2.3.2. Meio de cultura

O meio de cultura representa cerca de 30% do custo total de um processo
fermentativo e sua composi¢cdo estd intimamente ligada ao crescimento microbiano e a
producdo de metabdlitos especificos (TELLEZ-LUIS et al., 2004). Assim, a otimiza¢do dos
componentes de um meio de cultura é de grande interesse das industrias que utilizam
esta tecnologia, com a finalidade de reduzir custos e elevar a produtividade e/ou o

rendimento do processo.

15



As caracteristicas do meio de cultura, além de influenciar a disponibilidade de
nutrientes para os microrganismos, estdo relacionadas a facilidade de transferéncia de
oxigénio no meio, a facilidade de mistura dos ingredientes do meio e formacao de espuma
ao longo do processo. No caso de bactérias filamentosas, o meio de cultura pode

influenciar, ainda, a morfologia do microrganismo (STANBURY et al., 2003).

Para a producdo de MTGase a partir de Streptomyces, alguns estudos foram
realizados para obteng¢ao de meios adequados para cada linhagem de microrganismo e

desenvolvidos de modo que fornecessem os melhores resultados de atividade enzimatica.

ZHU et al. (1995) formularam um meio de cultivo para obtencdo da MTGase
proveniente de Streptoverticillium ~mobaraense, baseando-se na modelagem
estequiométrica da producdo da enzima pelo microrganismo. O meio obtido apresentava
em sua composicao 20 g de amido, 20 g de peptona, 2 g de MgSQ0,, 2 g de KH,PO4, 2 g de
K,HPO,, 2 g de extrato de levedura, 0,5 g de polipropileno glicol, 0,3 g de Arg, 0,649 g de
Asp, 0,155 g de Asn, 0,023 g de Cys, 0,145 g de Gly, 0,083 g de His, 0,063 gde lle e 0,092 g
de Met por litro de meio de cultura, ajustado para pH 6,5. O processo foi realizado em
fermentador com volume de trabalho de 2 L, com aeracdo de 2 L/min e agitacdo de 400
rpm nas primeiras 18 horas e de 500 rpm nas demais. Foi obtida atividade de MTGase em
torno de 0,97 U/mL, quatro vezes superior a obtida no meio basal composto de 20g de
amido soluvel, 20g de peptona de proteinas do leite, 2 g de MgS0,, 2 g de KH,POy, 2 g de
K,HPO,, 2 g de extrato de levedura por litro de meio de cultura. O tempo necessario para
obtencdo da maxima atividade foi de 40 horas, sendo que no meio basal este fato ocorreu
apos 65 horas de fermentacdo, o que sugere a importancia dos aminodacidos para o

crescimento celular e sintese da enzima.

Em continuidade ao trabalho anterior, ZHU et al. (1998a) analisaram o
metabolismo de aminodcidos do Streptoverticillium mobaraense para producdo de
transglutaminase, utilizando balanco de massa. A cinética de fermentacdo foi dividida em
4 etapas, sendo observado que a producdo da enzima ocorria apenas apds a parada do
crescimento do microrganismo, periodo em que a concentracdo da maioria dos

aminodcidos livres estava baixa e muitos se apresentavam ligados as proteinas. Os autores

16



sugeriram que o acumulo de certa quantidade de massa celular seria necessdrio para a
producdo da enzima e esta estaria atuando sobre os aminoacidos livres ligando-os as
proteinas e indisponibilizando-os para o consumo do microrganismo, o qual apresentaria
gueda no crescimento e por sua vez queda na producdo da enzima. Foi observado ainda
gue o microrganismo é capaz de sintetizar todos os aminodcidos utilizados no
experimento, no entanto, esta sintese é limitada pela deficiéncia de nitrogénio, o que
poderia ser suprido pela adicdo de outras fontes do componente que ndo fossem
substrato para a MTGase, tal como a amoénia. De posse destas observacdes, ZHU et al.
(1998b) utilizaram a estratégia de fed-batch para suprir a limitagdo de nitrogénio no meio
de cultura e aprimorar a atividade da MTGase produzida por Streptoverticillium
mobaraense. Para tanto, utilizaram uma fonte de nitrogénio inorganica na alimentacao
(evitando a acdo da enzima produzida sobre proteinas presentes no meio), sendo este
composto de 2 g/L de MgS0,, 2 g/L de KH,PO4, 2 g/L de K,HPO,4, 2 g/L de extrato de
levedura e 10 g/L de (NH4),SO4. A massa celular obtida neste processo foi 33% superior a
fermentacdo realizada sem alimentacdo. A producdo da enzima foi significativamente

elevada, sendo obtido 1,8 U/mL de meio de fermentagao.

JUNQUA et al. (1997) descreveram a otimiza¢cdo dos componentes do meio de
cultura para obtencdo de MTGase sintetizada por Streptoverticillium cinnamoneum CBS
683.68, utilizando técnicas estatisticas de planejamento experimental. Sucessivos
planejamentos experimentais foram realizados para avaliagdo da influéncia da
concentracdo de glicerol, caseina, peptona, extrato de levedura e oligoelementos no meio
de cultura basal (1g/L peptona de soja, 4g/L glicerol, 4g/L extrato de levedura, 0,5g/L
MgS0,, 2g/L KH,PO4, 5g/L de Na,HPO,; e 1mg/L de cada oligoelemento: FeSO4.7H,0,
ZnS0,4.7H,0, MnS04.7H,0). Os resultados mostraram que o glicerol e a caseina
apresentaram efeito estatisticamente significativo sobre a producdo de MTGase e
crescimento celular, sendo os valores 6timos de concentracdes fornecidos pelo modelo
estatistico iguais a 31,2g/L e 38,4g/L, respectivamente. Os oligoelementos ndo
influenciaram significativamente nenhum dos dois parametros avaliados. Peptona e

extrato de levedura apresentaram pouca influéncia para ambos os resultados, no entanto
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se mostraram essenciais para a sintese da enzima, sendo entdo as concentracdes desses
compostos no meio de cultura fixadas no valor médio avaliado (10,5 g/L e 2,5 g/L,
respectivamente). A atividade de transglutaminase obtida no meio otimizado foi de 0,3
U/mL enquanto que usando meio basal foi igual a 0,1 U/mL. Os experimentos foram
realizados em escala laboratorial, utilizando frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50

mL de meio de cultura, agitados a 140 rpm e temperatura de 28°C.

TELLEZ-LUIS et al. (2004) estudaram a produgdo de MTGase por Streptoverticillium
ladakanum NRRL-3191 utilizando glicerol como fonte de carbono. A fermentagao foi
realizada em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultura, sendo
que os melhores resultados de atividade (0,77 U/mL) foram obtidos com um meio que
consistia de 10,5 g de peptona, 2,5 g de extrato de levedura, 20g de caseinato de sédio,
50,5g de glicerol, 0,5 g de MgS0,, 2 g de KH,PO4, 5 g de NaHPO, por litro de meio de
cultivo. Observou-se também que a agitacdo a 350 rpm foi a melhor condicdo para

maxima produgdo da enzima.

CUI et al. (2007) isolaram um actinomyceto com elevada atividade de MTGase, 0
qual foi classificado como Streptomyces hygroscopicus WSH03-13. Para a producdo da
enzima o microrganismo foi inoculado em 100 mL de meio de cultura composto por 20 g/L
de amido, 20 g/L peptona, 5 g/L extrato de levedura, 2 g/L MgSQ,, 2 g/L de KH,POq,, 2 g/L
de K,HPO,4 em frascos de 500 mL, e mantidos por 24 horas a 32 £ 1°C e 200 rpm. Esse pré-
inéculo foi entdo inoculado (8%, v/v) em um fermentador com volume de trabalho de 4,5
L, contendo meio de cultura composto de 5 g/L de amido, 5 g/L de glicose, 10 g/L de
glicerina, 15 g/L de peptona, 20 g/L de soja em pd, 5 g/L de extrato de levedura, 2 g/L
MgS0,, 2 g/L de KH,POy4, 2 g/L de K;HPO4, 5 g/L de CaCOs. O meio de cultura apresentou
pH inicial 6,5. A agitacdo foi mantida a 200 rpm e a temperatura em 32°C + 1°C. O caldo
produzido foi centrifugado e o sobrenadante apresentou atividade especifica de 0,25

U/mg de proteina apds 42 horas de fermentacao.

MACEDO et al. (2007) isolaram de amostras de solos do Brasil duas linhagens de
Streptomyces sp. com atividade de MTGase, os quais foram identificados como

Streptomyces sp. T10b e Streptomyces sp. P20, sendo que este Ultimo apresentou maior
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atividade e foi utilizado para continuidade do estudo. Planejamento experimental foi
utilizado para otimizacdo do meio de cultura, sendo que o processo fermentativo foi
realizado em incubador rotativo a 100 rpm, utilizando Erlenmeyers de 50 mL contendo 15
mL de meio. O meio otimizado apresentou em sua composicdo 2,5% de farinha de soja,
1% de peptona, 0,1% de glicose, 2% de amido de batata, 0,4% de KH,PO4 e 0,2% de
MgS0,, sendo a atividade maxima de MTGase obtida de 1,4 U/mL de meio de cultivo,

apo6s 120 horas de fermentagao.

A temperatura e agitagcdo da fermentagao da linhagem de Streptomyces sp. P20 foi
avaliada e otimizada através de delineamento experimental utilizando frascos Erlenmeyer
de 50 mL contendo 15 mL de meio de cultivo (2,5% de farinha de soja, 1% de peptona,
0,1% de glicose, 2% de amido de batata, 0,4% de KH,PO; e 0,2% de MgS0,). A
temperatura 6tima para produgdao da enzima foi de 30°C e a agitagdo de 100 rpm

(MACEDO et al., 2008).

LIU et al. (2008) clonaram o gene responsavel pela producdo da transglutaminase
em S. platensis M5218 e o expressaram em S. lividans e estudaram a producdo da MTGase
recombinante em escala laboratorial e piloto. Na escala laboratorial, um fermentador air-
lift de 30 L contendo 18 L de meio de cultivo (1% de glicose, 1% de glicerol, 1% de amido,
0,1% de sacarose, 1% de frutose, 0,5% de glicina, 0,05% de caseina, 0,5% de extrato de
levedura, 0,05% de triptona, 0,05% de (NH4),S04, 0,05% de polipeptona, 0,2% de MgSQO, e
0,2% de K;HPO,4, com pH ajustado para 7,2) inoculado com 2 L de pré-indculo no mesmo
meio de cultivo. A fermentacdo foi conduzida a 30°C e aeragao de 1 vvm durante 65 horas,
sendo obtida atividade de transglutaminase de 5,8 U/mL de caldo fermentado. Na escala
piloto, os autores utilizaram um reator de 250 L (com agitacdo e aeracao) e volume util de
130 L. O meio de cultivo utilizado foi o mesmo da escala laboratorial, sendo inoculado com
13 L de indculo. A fermentacao foi realizada a 30°C, 1,0 vvm e 200 rpm durante 65 horas.
A atividade de MTGase obtida foi de 2,54 U/mL. Assim, o valor obtido na escala piloto foi
inferior ao obtido na escala laboratorial, sendo que foi observada dificuldade na aeracao
do meio de cultivo apds o crescimento do microrganismo, reduzindo a produgao da

enzima na escala piloto.
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Para o aumento de escala do processo fermentativo, é normal que determinados
componentes do meio de cultura tenham que ser reavaliados quanto a concentragdo,
visto que as condi¢des de transferéncia de massa sdo distintas ao partir de um volume

pequeno para um maior (TREICHEL, 2004).

1.2.3.3. Temperatura, pH, Agitacdo e Aeracao

A agitacdo e aeragdao empregadas na fermentagao tém grande relevancia para os
resultados do processo, visto que interferem em todos os parametros relacionados ao
ambiente da fermentacdo. A quantidade de oxigénio dissolvida no meio de cultura bem
como a de gas carbobnico e a formagdo de espuma sdo relacionadas ao fluxo de ar e a
transferéncia de oxigénio ao meio de cultura; pH, temperatura e a disponibilidade de

nutrientes estdo relacionados a homogeneidade do meio (STANBURY et al., 2003).

A temperatura do processo e os valores de pH do meio de cultura apresentam
influéncia no metabolismo celular e, conseqliientemente no crescimento celular e na
producdo de metabdlitos de interesse (ZHENG et al., 2001; ZHENG et al., 2002). A agitagao
e aeracdo promovem a mistura do meio através de forgas de cisalhamento, além de
promoverem a incorporacdo de oxigénio no caldo de cultura, fatores que podem interferir
na morfologia de culturas submersas de bactérias filamentosas e conseqiientemente na

producdo de metabodlitos alvo (STANBURY et al., 2003; JUNKER et al., 2004).

Poucos sdo os relatos da influéncia dos parametros de pH, temperatura, agitacdo e
aeracdo sobre a producdo de transglutaminase em especial, ao se buscar a transicdo entre

escalas de processo.

ZHENG et al. (2001) verificaram a influéncia da temperatura na producdo de
transglutaminase em reator de bancada. A pré-cultura foi realizada em frascos Erlenmeyer
de 500 mL contendo 75 mL de meio de cultura (20 g/L de peptona, 20 g/L de amido, 2 g/L
de extrato de levedura, 2 g/L de KH,POy4, 2 g/L de K,HPO,4, 2 g/L de MgSQ,) ajustado para
pH 7,0, incubados por 40 horas a 30°C e agitacao de 200 rpm. A batelada de fermentacao
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foi realizada em reator com volume de trabalho de 1,5 L, sendo utilizado in6culo de 150
mL. O meio utilizado foi similar ao do indculo, sendo a quantidade de amido aumentada
para 30g/L. A temperatura de fermentagdo foi estudada na faixa de 25 a 35°C, o pH foi
mantido em 6,5, a aeracdo em 2 L/minuto e a agitacdo entre 400 e 500rpm. Os resultados
dos experimentos mostraram que a temperatura ideal para o crescimento microbiano
(32°C) foi superior a ideal para a producdo de MTGase (28°C). Desta forma, dois estagios
de temperatura foram utilizados para otimizar a producao da MTGase, sendo que nas 18
primeiras horas a temperatura de fermentagado foi de 32°C e entdo reduzida para 28°C. A

atividade de MTGase foi 14% superior ao valor obtido na fermentacgao a 30°C.

Em continuacdo a este estudo ZHENG et al. (2002) avaliaram a influéncia do pH na
formacdo da MTGase e no crescimento celular de Streptoverticillium mobaraense. A
preparacao do pré-inéculo foi idéntica a utilizada no relato anterior, bem como o meio de
cultura utilizado na fermentacdo. A aeracdo foi de 1,33 vvm, a temperatura mantida em
30°C e a agitacdo entre 400 e 500rpm. O pH do meio foi estudado na faixa de 5,0 a 8,5,
sendo que em pH 5,0 e a partir de pH 8,0 o crescimento celular foi muito baixo. Valores de
pH em torno de 7,0 favoreceram a reducdo da fase lag de crescimento bacteriano,
engquanto que pH em torno de 6,5 favoreceram a producdo de MTGase. Desta forma, a
estratégia utilizada para buscar melhores resultados na producdo da enzima foi utilizar o
pH 7,0 no inicio do processo e apos 13 horas alterar para 6,5. A atividade obtida foi 16%
superior ao melhor resultado obtido com pH fixo. Esta estratégia também aprimorou os
resultados de produtividade e rendimento da enzima. Foi obtida atividade de MTGase de

3,4 U/mL de meio de cultivo apds 40 horas de fermentacao.

YAN et al. (2005) estudaram a interferéncia da quantidade de oxigénio dissolvido
(DO) no meio de cultura na producdo da transglutaminase por uma linhagem mutante de
Streptoverticillium mobaraense. A variacdo de DO foi obtida através da variacdo da
agitacdo do meio, sendo observado que o valor deste parametro para o crescimento
celular foi superior ao valor ideal para a producao de MTGase. Desta forma, um processo
com duas etapas de agitacao foi desenvolvido para otimizacdo da producdo da MTGase,

sendo que nas primeiras 24 horas de processo a agitacdo foi de 450 rpm e entdo alterada
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para 350 rpm e mantida até o final. A atividade enzimatica foi elevada em 15,3%, sendo
obtida atividade de transglutaminase de 3,3 U/mL de caldo fermentado e a produtividade

foi de 83 U/L.h.

Conforme verificado, por relatos anteriores, as condi¢cbes de processo para
favorecimento do crescimento celular dos Streptomycetos podem ser diferentes das
necessarias para atingir maxima atividade enzimatica, fator que pode ser de grande

relevancia para otimizacdo do processo fermentativo.

1.2.3.4. Formagao de espuma

A formacdo de espuma durante a fermentacdo pode ser desejada para alguns
processos e prejudicial para outros. A espuma pode levar a perda de caldo, células e
produto de interesse, elevar o risco de contaminacdo, além de dificultar a transferéncia de

oxigénio no meio de cultura (STANBURY et al., 2003).

A espuma pode ser ocasionada devido a componentes do meio de cultura, e neste
caso ocorre logo no inicio do processo, ou pode ser formada pelo microrganismo, vindo a
ocorrer apds certo tempo de inicio do processo. O controle da formacao da espuma pode
ser conseguido através do controle dos componentes do meio ou da linhagem de
microrganismo, bem como pelo uso de anti-espumantes mecanicos ou quimicos. O
controle da espuma através de agentes quimicos é um dos mais empregados e deve ser
balanceado para evitar deficiéncias na transferéncia de oxigénio (evitar a coalescéncia das
bolhas de ar), bem como, no caso de microrganismos filamentosos, possibilitar a formacao

da morfologia desejada para o processo (STANBURY et al., 2003).
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.2.4. Producao de MTGase por fermenta¢ao em meio semi-sélido

A producdo de metabdlitos pela fermentacdo em substratos soélidos, denominada
fermentacdo semi-sélida, caracteriza-se pelo cultivo de microrganismos em uma matriz
solida umedecida, com auséncia de fase liquida macroscépica (PANDEY, 2003). Esta
técnica de fermentacdo tém sido aplicada para producdo de alimentos fermentados,
enzimas, acidos organicos, aromas e biopesticidas, apresentando como vantagens frente a
fermentacdo submersa o fato de reduzir a geracdo de efluentes, a possibilidade de utilizar
residuos agroindustriais como substrato, o baixo consumo de energia no processo e a
necessidade de equipamentos com dimensfes reduzidas e de baixo custo, além dos
metabdlitos serem obtidos mais concentrados. Como desvantagem, o processo pode
apresentar resisténcia a transferéncia de calor, gerando gradientes de temperatura,
elevado volume de indculo, além da necessidade de microrganismos que cres¢cam e se

desenvolvam em baixos valores de atividade de dgua (RAIMBAULT, 1998).

Bactérias, leveduras e fungos filamentosos podem produzir metabdlitos em
fermentacdo em meio semi-sdlido, sendo que os fungos filamentosos apresentam grande
destaque neste processo, pela adaptacao facilitada ao tipo de cultivo. O desenvolvimento
de hifas facilitam o espalhamento do microrganismo sobre o substrato, permitindo o

consumo de nutrientes disponiveis (RAIMBAULT, 1998).

Os parametros de processo como temperatura, pH, atividade de agua e nivel de

oxigénio sdo importantes para o desenho do processo fermentativo em meio semi-sdlido.

A atividade de agua deve ser baixa, no entanto suficiente para permitir o
crescimento do microrganismo e a producdo de metabdlitos de interesse (PANDEY, 2003).
Em geral a umidade dos substratos na fermentagao em meio semi-sélido varia de 30 a
85% e este teor dependera do tipo de substrato utilizado em relacdo a disponibilizacdo da
agua adicionada. O cultivo de Aspergillus niger em arroz necessita de umidade de 40% em
contraste ao cultivo deste microrganismo em residuos de café, no qual necessita de

umidade em torno de 80% (RAIMBAULT, 1998).
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A aeracao do substrato também é um ponto fundamental para permitir o
crescimento microbiano, mantendo as condicdes de aerobiose da fermentacdo, além de
contribuir para a manutencdo da temperatura do substrato e regulacdo de sua umidade. A
transferéncia de oxigénio entre o substrato e os micélios aéreos é facilitada devido a area
de contato destes com o ar, no entanto o tamanho das particulas do substrato e suas
caracteristicas ap0s tratamentos prévios podem interferir na transferéncia de oxigénio e

também de calor (RAIMBAULT, 1998).

Os substratos utilizados na fermentacdo em meio semi-sélido, em geral, sdo
residuos agroindustriais, os quais podem ser suplementados com nutrientes, sendo uma
opcao de baixo custo para obtencdao de metabdlitos produzidos por microrganismos. O
substrato deve ser insoluvel, servindo tanto de substrato como suporte para o
crescimento do microrganismo. O substrato deve apresentar tamanho de particula
suficiente para permitir a transferéncia de oxigénio e calor, além de apresentar elevada
superficie de contato com o microrganismo, sem compactar (RAIMBAULT, 1998; PANDEY,

2003).

Recentemente foi avaliada a produgdao de MTGase por fermentagdao em meio semi-
solido como alternativa a fermentagdao submersa, buscando elevar a produtividade da
MTGase além da reducdo de custos do processo fermentativo, elevando a viabilidade de

aplicagdo industrial da enzima transglutaminase. Os resultados obtidos foram animadores.

SOUZA et al. (2008) estudaram a producdo de transglutaminase por fermentacao
em meio semi-sélido, pela linhagem de Bacillus circulans BL32, isolado da Amazonia.
Foram avaliados como substratos solidos grits de milho, extrato seco de residuo de arroz,
residuo fibroso de soja (rico em agucares e proteinas), casca de soja e bagaco de malte,
todos residuos agroindustriais, umedecidos com solug¢do salina (0,2 g/L MgS0,4; 1,0 g/L
KH,PO4; 1,0 K;HPO4 1,0 g/L NH4NOs; 0,02 g/L de CaCl, e 0,05 g/L de FeCl,). Estes
substratos foram utilizados sem tratamentos prévios. A fermentacdo foi realizada em
reatores cilindricos, a 30°C por 168 horas, sendo insuflado ar estéril saturado de umidade
na vazdo de 0,25 L/min. O substrato que proporcionou a maior atividade enzimatica foi o

residuo fibroso de soja, sendo a producao da MTGase de Bacillus circulans BL32 otimizada
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para este substrato através de delineamento experimental e obtida atividade enzimatica
de 1,28 U/g de substrato seco em 48 horas de fermentacdo. A fermentacdo em meio
semi-sélido foi comparado com a fermentagao submersa de Bacillus circulans BL32
através da relacdo entre atividade enzimatica por grama de acglcares redutores presentes
nos substratos de cada fermentacdo, sendo que em meio semi-sélido a producdo de
MTGase foi de 47,4 U/g de acucares redutores enquanto a atividade obtida por

fermentacdo submersa foi de 27,6 U/g de acglcares redutores.

NAGY e SZAKACS (2008) estudaram a producdo de transglutaminase por linhagens
de Streptomyces (S. mobaraensis NRRL B-3729, S. paucisporogenes ATCC 12596 e S.
platensis NRRL 2364) em fermentagdo semi-sélida. A fermentagdo foi realizada em frascos
Erlenmeyer de 500 mL contendo 10 g de substrato umedecido com solucdo de sais (0,8
mg/L MgS0yg; 5,0 g/L KH,PO4; 1,0 g/L de NaCl; 5,0 g/L NH4NOs; 1 mg/L de CoCly; 1,7 mg/L
ZnS0y; 2,5 mg/L FeSO,4 com pH ajustado para 6,0) e inoculados com 1mL de suspensdo de
células dos microrganismos em dgua destilada. Os frascos foram incubados a 30°C sem
agitacdo. A extracdo da enzima foi realizada com 100 mL de agua destilada e 0,1% de
Tween-80, sob agitagao a temperatura ambiente por duas horas. Os melhores resultados
obtidos foram com a linhagem S. platensis NRRL 2364 utilizando como substrato feijao
vermelho. A atividade de transglutaminase atingida foi de 5,1 U/g de substrato seco apds
7 dias de fermentagao. Outros substratos que apresentaram atividade significativa na
obtencdo de atividade de MTGase por fermentacdo semi-sdlida de Streptomyces sp. foram

soja verde, e feijao preto.

Assim como a producdo elevada de MTGase por Bacillus circulans em fermentacao
semi-sélida pode estar relacionada a maior capacidade deste microrganismo esporular nas
condicGes da fermentacdo em meio semi-sélido em relagdo a fermentacdo submersa
(SOUZA et al., 2003), a producdo desta enzima por linhagens de Streptomyces sp. em
fermentacdo semi-sélida pode estar relacionada a hipdtese proposta por YAN et al. (2005)
de que esta enzima estaria envolvida na formacdo de ligacGes cruzadas entre proteinas da

parede celular destes microrganismos durante a formagao do micélio.
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1.3. Material e métodos

1.3.1. Divisao de atividades por capitulo

Este trabalho foi dividido em dois capitulos, sendo que o fluxograma apresentado

na Figura I-3 apresenta a sequéncia de atividades em cada capitulo.

Produgao da MTGase
por fermentagdo
submersa em

agitador rotativo

N

Producdao da MTGase
por fermentacao

submersa em reator

de bancada

Caracterizagao da

MTGase Bruta

Aplicagdo da enzima
bruta em carne

bovina e proteina de

soja texturizada

. /

Producdo da MTGase
por fermentacao

semi-solida em

\_ frascos Erlenmeyer

Figura I-3 — Fluxograma de atividades por capitulo.

Capitulo |

Capitulo Il
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I1.3.2. Metodologias analiticas

1.3.2.1. Determinacao da atividade de MTGase

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

A mistura de 200uL de enzima; 75uL de solugdo de CBZ-glutaminil-glicina (Sigma
C6154-1G) 30mM; 25pL de solugao de hidroxilamina 0,1M; 200 pL de tampao citrato 0,2M
pH 6,0, foi incubada a 37°C por 1 hora. Apds a incubagdo, foi adicionado 500pL de
reagente paralisante, composto de 1/3 de acido tricloroacético 15%, 1/3 de HCI 2,5N e 1/3
de solucdo de cloreto férrico 5% em HCI 0,AN (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 formagao de 1 Mol de acido hidroxamico por minuto. A curva

padrdo foi preparada com o L-acido glutamico-y-acido monohidroxamico (Sigma G2253-

100MG).

1.3.2.2. Determinagao de proteinas

A determinacdo de proteinas foi realizada pelo método de LOWRY modificado

(HARTREE, 1972).

Tubos de ensaio contendo 2mL de amostra e 1,8 mL do reagente A foram
incubados a 50°C por 10 minutos. Em seguida os tubos de ensaio foram resfriados em

banho de gelo e foi adicionado 0,2 mL do reagente B. Apds 10 minutos de repouso foi
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adicionado 6 mL de solucdo diluida de Folin-Ciocalteou (1:15) e os tubos de ensaio foram
incubados a 50°C por 10 minutos. Apds resfriamento, a absorbancia foi determinada a 660

nm. A curva padrao foi preparada com albumina de ovo.

O reagente A foi preparado pela dissolucdo de 2 g de tartarato de sddio e potdssio
e 100g de Na,CO3; em 50 mL de NaOH 0,1N. O volume foi completado para 1 L com agua

destilada.

O reagente B foi preparado pela dissolucio de 5g de CuS0O4.5H,0 e 10 g de
tartarato de sddio e potassio em 50 mL de NaOH 1 N. O volume foi completado para 500

mL com agua destilada.

1.3.2.3. Determinagao de aglcares totais

A determinacdo dos agucares totais presentes no caldo fermentado foram
avaliados pelo método do DNS, descrito por MILLER et al, 1959. A analise foi realizada no
sobrenadante do caldo das fermentacdes centrifugados a 9630 x g por 10 minutos a 5°C,
submetido a hidrdlise acida. Esta hidrdlise foi realizada incubando-se 2mL da amostra e
2mL de dacido cloridrico 2N em banho-maria em ebulicdo por 5 minutos. Em seguida os
tubos de ensaio foram resfriados em banho de gelo e a mistura da reac¢do foi neutralizada

pela adicdo de 2mL de solugdo de hidréxido de sddio 2N.

Tubos de ensaio contendo 0,5mL da amostra hidrolisada e 0,5 mL de solugdo DNS
foram incubados em banho-maria em ebulicdo por 5 minutos. Em seguida os tubos de
ensaio foram resfriados em banho de gelo e foi adicionado 8 mL de solu¢do de tartarato
de sddio e potassio hidratado (15,1 g/L tartarato de sédio e potassio hidratado) aos tubos
de ensaio. A absorbancia foi medida a 540 nm. A curva de calibracdo foi preparada com

solucdo de sacarose.
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O reagente DNS foi preparado pela dissolucdo de 10,6 g de 4acido 3,5-
dinitrosalicilico e 19,8 g de NaOH em agua destilada, a quente. O volume foi completado
para 1500 mL. Em seguida foram adicionados 7,6 mL de fenol fundido a 50°C e 8,3 g de

metabissulfito de sddio a solugdo.

1.3.2.4. Determinacao de massa seca

Para a determinacao da massa celular seca, aliquotas de 5 mL do meio de cultura
foram centrifugadas a 9630 x g por 10 minutos a 5°C. O sobrenadante foi descartado e a
massa celular foi lavada com 5 mL de dgua destilada. A massa celular foi recuperada por
centrifugacdo como descrito acima. O processo de lavagem foi repetido até que o
sobrenadante ndo apresentasse coloragdao. 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.

1.3.3. Produgdao de MTGase por fermenta¢ao microbiana

1.3.3.1. Microrganismo

O microrganismo Streptomyces sp. P20, isolado por MACEDO et al., 2007, foi

utilizado em todos os ensaios para obtencao da MTGase.

O microrganismo foi cultivado em placas de Petri contendo agar extrato de malte
(4,0 g/L de extrato de levedura, 10,0 g/L de extrato de malte, 4,0 g/L de glicose, 20 g/L de

agar-agar, pH 7,0) sendo incubado por 5 dias a 30°C. Apds este periodo, foi feita a segunda
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repicagem do microrganismo em agar extrato de malte. As placas foram incubadas por
mais 5 dias a 30°C e entdo o agar, recoberto regularmente pelo microrganismo, foi
recortado em cilindros de 0,6 cm de [, os quais foram transferidos assepticamente para
criotubos contendo solucdo de glicerol 10%, previamente esterilizados. Os criotubos

foram armazenados a -80°C.

1.3.3.2. Producdo de MTGase por fermentacao submersa em frascos

agitados

Primeiramente foi avaliada a producdao de MTGase em frascos Erlenmeyers
agitados de 50 mL contendo 15 mL de meio de cultura otimizado por MACEDO et al.,
2007, composto por 2,5% de farinha de soja, 2,0% de amido de batata, 0,1% de glicose,
1,0% de peptona, 0,4% de KH,PO4 e 0,2% de MgSQ,. Os frascos foram inoculados com 2
cilindros de agar de 0,6 cm de [ cobertos com o microrganismo preparados conforme
descrito anteriormente. As condigdes de incubagdo avaliadas estdo apresentadas na
Tabela I-1. Os frascos Erlenmeyer foram incubados durante 120 horas, conforme descrito
por MACEDO et al. (2007). A atividade de transglutaminase foi determinada no
sobrenadante do caldo fermentado centrifugado a 9630 x g por 10 minutos a 5°C. Os
testes foram realizados em triplicata e os resultados foram analisados através do teste
estatistico de Tukey, realizado pelo software MINITAB" 14.1. Estes resultados foram
utilizados como referéncia para avaliacdo do resultado do aumento de escala do processo

de fermentagao.
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Tabela I-1 - Ensaios para produgao de MTGase pela linhagem de Streptomyces sp. P20 em
frascos de Erlenmeyer de 50 mL

Ensaio Temperatura Agitagao (RPM)
(°c)
1 28 50
2 28 50
3 32 150
4 32 150
5 30 100

Em seguida, foi verificada a producdo da MTGase em frascos Erlenmeyers agitados
de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultivo otimizado por MACEDO et al., 2007. Cada
frasco foi inoculado com 6 cilindros de agar preparados como descrito no item 1.3.2.1. A
atividade enzimatica foi avaliada apds 120 horas de incubacdo a 30°C e 100 rpm, no
sobrenadante do caldo de cultivo centrifugado a 9630 x g por 10 minutos a 5°C, seguindo
procedimento descrito anteriormente. O crescimento do microrganismo foi observado

visualmente para identificacdo da morfologia predominante no meio de cultivo.

1.3.3.3. Prepara¢do do meio de cultivo para fermentagdo da linhagem

Streptomyces sp. P20 em reator de bancada

Na fermentacdo da linhagem de Streptomyces sp. P20 em reator com o meio de
cultivo otimizado por MACEDO et al. (2007) composto de 2,5% de farinha de soja, 2% de
amido de batata, 1% de peptona, 0,1% de glicose, 0,4% de KH,PO4 e 0,2% de MgSQ,, de
alta viscosidade, verificou-se formacado intensa de espuma que provocava o arraste das
particulas de farinha de soja, microrganismos e outros compostos do meio para a parede

do reator, desestabilizando a fermentagdo (Figura 1-4).
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Formagdo de espuma Meio de

e arraste das cultivo

particulas na cuba de

fermentacdo

Figura I-4 - Formacao de espuma durante a fermentacdo da linhagem Streptomyces sp.
P20 em meio de cultivo de alta viscosidade, em reator de bancada.

Desta forma, foi testada a substituicdo do componente farinha de soja do meio de
cultivo descrito por MACEDO et al. (2007) por extrato de farinha de soja, preparado

conforme ilustrado na Figura I-5.

A mistura de 2,5g de farinha de soja em 74 mL de agua destilada foi agitada
intensamente por 30 minutos em agitador turrax (Quimis, Q325.1) e filtrado em gaze. Ao
extrato de farinha de soja obtido foi adicionado 2% de amido de batata, 1% de peptona,
0,1% de glicose, 0,4% de KH,PO4 e 0,2% de MgS0O,. O pH foi ajustado para 7,0 com solugao

1mol/L de NaOH e o volume completado para 100 mL.
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Figura I-5 - Preparo do extrato de farinha de soja

Os frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultivo foram
inoculados de forma idéntica a descrita no teste anterior e incubados a 30°C, 100rpm por
120 horas. Apds este periodo, a atividade de MTGase foi determinada no sobrenadante,
conforme metodologia previamente descrita, e o valor médio da atividade foi comparado
pelo teste de Tukey com o valor obtido no ensaio anterior. Os ensaios foram realizados
em triplicata e o crescimento do microrganismo foi observado visualmente para
verificagdo da morfologia de crescimento do microrganismo. Estes parametros foram

definidos para obtencdo do indculo para a fermentacdo em reator de bancada.
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.3.4. Producao de MTGase pela linhagem Streptomyces sp. P20 por
fermentagao submersa em reator de bancada

Foram estudados os efeitos da temperatura, agitacdo e aeragao, na producdo de
MTGase pela linhagem de Streptomyces sp. P20 utilizando-se o meio de cultura (B)
descrito na Tabela I-2 em reator de bancada (Bioflow IIC, Newbrunswick.Co) de 6L com
volume de trabalho de 3 L. Desta forma, os componentes do meio de cultura, pH e o
volume e forma de obtengdao do pré-inéculo foram mantidos fixos para todos os ensaios

(Tabela 1-2), enquanto a temperatura, agitacdo e aeracdo foram variados.

Tabela I-2 - Valores utilizados para os componentes do meio de cultivo (B), pH e pré-
indculo, fixados para a fermentacdo em reator de bancada.
Variavel Valor

Meio de cultivo

Farinha de soja* 2,5%
Peptona 1,0 %
Amido de Batata 2,0%
Glicose 0,1%
KH,PO, 0,4%
MgSO0, 0,2 %
pH 7,0 +0,2
Inéculo
Volume 300 mL
Pardmetros de incubagdo 100 rpm e 30°C, 72 horas de
incubagdo

*A farinha de soja foi adicionada na forma de extrato, conforme descrito

anteriormente.
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1.3.4.1. Ensaios prévios

Inicialmente duas condigdes de processo foram avaliadas no reator, tendo como
referéncia os trabalhos realizados por ANDO et al. (1989) e YAN et al. (2005). A Tabela I-3
apresenta os parametros utilizados nestes testes. Devido as limitagdes do equipamento, a

aeracdo maxima para este reator foi de 1,1 vvm.

Tabela I-3 - Temperatura, agitagdao e aeragao dos ensaios prévios em reator de bancada

Ensaio T(°C) Agitagao (rpm) Aeragao Incubagdo do
(vwm) Pré- in6culo
A 30 150 0,5 100 rpm, 30°C
B 28 250 0,8 150 rpm, 28°C
1.3.4.2. Delineamento experimental para produc¢do de MTGase em reator
de bancada

Um planejamento fatorial 23, com 3 repeticdes no ponto central, foi utilizado para
verificar os efeitos da temperatura, agitacdo e aeracdo na producdo de MTGase em reator
de bancada. A atividade enzimatica foi acompanhada em cada experimento
periodicamente, até 86 horas de fermentacdo, sendo a andlise realizada no sobrenadante
do caldo fermentado centrifugado a 9630 x g por 10 minutos a 5°C, segundo a
metodologia descrita anteriormente. O pH do meio de cultura ndo foi controlado, sendo
apenas monitorado no sobrenadante utilizando o potenciometro Orion (modelo 710-A)

previamente calibrado.

O meio de cultura utilizado foi descrito por MACEDO et al., 2007, com excec¢do da
farinha de soja que foi aplicada em forma de extrato, conforme descrito anteriormente. A

cuba de fermentacao foi preenchida com 2700 mL de meio de cultivo e autoclavada a
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121°C, por 30 minutos. O indculo, fixado em 300 mL, foi adicionado assepticamente a
cuba estéril. Durante a fermentacdo, o antiespumante DC*FG-10 (Dow CorningD) foi
automaticamente gotejado quando a espuma atingia o nivel do sensor de espuma,

evitando que o meio de cultivo transbordasse. A Figura |-6 apresenta o esquema do

fermentador.
Sensorde
/ espuma
Entrada de ar
/ Tmi__l / estéril
=l | ﬂ—
Coletorde C - I |
amostra [
Termopar /
(controle da | Agitador
temperatura) /

Figura I-6 - llustracdo do fermentador utilizado para producdao de MTGase

A Tabela |-4 apresenta os valores utilizados em cada nivel de estudo do
planejamento, para cada parametro avaliado. Cada um dos 11 ensaios que compde o

planejamento experimental foi realizado em ordem aleatdria, sendo aleatorizado com o

auxilio do software Microsoft Excel.

Tabela I-4 - Valores utilizados em cada nivel de estudo para as variaveis do planejamento

fatorial 2°
Parametros -1 0 1
Temperatura (°C) 26 30 34
Agitacao (rpm) 150 250 350
Aeragao (vvm) 0,5 0,8 1,1
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O efeito de cada varidvel na produgao da MTGase foi obtido através do software
Statistica 7.0, sendo que a producdo de MTGase e a produtividade (a qual foi calculada
pela razdo entre a maxima atividade e o tempo em horas para obtencdo desta atividade)

foram as respostas avaliadas.

Um modelo linear para produgdo da enzima foi avaliado para as respostas, sendo a
analise estatistica realizada pelo Statistica 7.0. Este modelo, que apresenta utilidade para
prever as respostas da producdo da enzima, ndao foi validado através de outros

experimentos além dos que compuseram a planejamento fatorial e os 3 pontos centrais.

1.3.4.2.1. Pré-Indéculo

O pré-inéculo, conforme citado anteriormente, foi preparado em frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL do meio de cultivo. Os Erlenmeyers foram
incubados a 30°C, 100 rpm por 72 horas e 300mL do pré-indculo foram transferidos

assepticamente para a cuba de fermentacao.

Com o objetivo de se comparar a morfologia de crescimento do microrganismo no
reator, em que foram obtidos os melhores valores de atividade de MTGase, e a morfologia
do pré-indculo, um novo ensaio em agitador rotativo foi realizado. Desta forma, frascos
Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultivo foram incubados a 30°C e 150
rom por 120 horas. A atividade foi determinada no sobrenadante de forma idéntica a
descrita nos testes anteriores. A morfologia do crescimento do microrganismo foi

observada visualmente.

37



1.3.4.3. Producao da enzima em reator de bancada utilizando dois estagios

de temperatura e agitagao

Foi estudada a fermentacdo da linhagem Streptomyces sp. P20 em reator de
bancada, utilizando-se controle da temperatura e agitacdo em dois estdgios com a
finalidade de elevar a atividade de transglutaminase, como sugerido por ZHENG et al.
(2000) e YAN et al. (2005), e reduzir o tempo de fermentacdo para obtencdo da atividade
maxima. O meio de cultura utilizado e a forma de preparo foram idénticos aos descritos
anteriormente para o reator de bancada. A temperatura utilizada nas primeiras 24 horas
de fermentacao foi de 34°C e a agitacdo de 350 rpm. Apds este periodo, a temperatura foi
reduzida para 26°C e a agitacdo para 150 rpm. A mudancga dos parametros foi realizada
gradativamente dentro do periodo de 1 hora. A atividade enzimdtica foi acompanhada
periodicamente até atingir 86 horas de fermentacdo, e determinada conforme descrito

anteriormente.

1.3.5. Produc¢ao de MTGase pela linhagem Streptomyces sp. P20 em

fermentacdao em meio semi-sélido em frascos Erlenmeyer

A producdo de MTGase pela linhagem de Streptomyces sp. P20 foi testada em
meio semi-sdlido composto de farelo de soja e farinhas de soja, amendoim, feijdo branco

e feijao preto. Os graos foram moidos em moinho até obtencao de uma farinha.

A fermentacdo foi conduzida em Erlenmeyer de 250 mL contendo 19g de substrato
umidificado com solucdo de sais (1g/L K;HPO,4, 1g/L KH,PO4, 0,5 g/L MgS0O,4 e 0,3 g/L
CaCl,), esterilizado em autoclave a 121°C, 1atm por 20 minutos. Os frascos foram
inoculados com 12 cilindros de agar de 0,6 cm de [ contendo o microrganismo em estudo

(obtidos da mesma forma descrita anteriormente) e incubados durante 7 dias a 30°C. Os
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ensaios foram realizados em triplicata. A proporgao entre solugdo e substrato foi variada

de acordo com a Tabela I-5.

Tabela I-5 - Proporc¢do entre substrato e solucdo de sais utilizada na fermentagdo semi-

solida
Substrato Substrato: Solucdo de sais (m/m)
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
Farinha de soja 2:1 1:1 1:2
Farelo de soja 2:1 1:1 1:2
Farinha de amendoim 2:1 1:1 1:2
Farinha de feijao preto 2:1 1:1 1:2
Farinha de feijao branco 2:1 1:1 1:2

A extragdo da enzima produzida extracelularmente foi realizada pela adigdo de
50mL de agua destilada nos frascos de fermentacdo. Os frascos foram incubados a 20°C
sob agitacdo de 150 rpm por 2 horas. As amostras foram centrifugadas a 9630 x g por 10
minutos a 5°C. A atividade enzimatica dos sobrenadantes foi determinada como descrito
no item 1.4.1.1. Os resultados foram expressos em unidades de atividade por grama de

substrato seco utilizado na fermentacao.

I.4. Resultados e discussao

1.4.1. Produgcao de MTGase por fermentacdo submersa da linhagem de

Streptomyces sp. P20 em frascos agitados

A Tabela I-6 ilustra a producdo de transglutaminase pela linhagem de Streptomyces
sp. P20 apdés 120 h de fermentacdo em frascos agitados de 50 mL, contendo 15 mL de

meio de cultura otimizado por MACEDO et al.(2007). Foi obtida maior atividade (0,285
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U/mL) de transglutaminase na fermentacdo do microrganismo a 28°C e 150 rpm (ensaio

2).

Comparando-se o efeito da agitagdo dos frascos na fermentagao do microrganismo
a 28°C, observou-se que foi obtida maior atividade no meio de cultura agitado a 150 rpm
(ensaio 2) do que no meio de cultura agitado a 50 rpm (ensaio 1) em que foram obtidos
respectivamente 0,285 U/mL e 0,036 U/mL.

Na fermentag¢ao do microrganismo a 28°C e 150 rpm foi obtida maior atividade de
transglutaminase do que a 32°C e 150 rpm, em que foram obtidos respectivamente 0,285

U/mLe 0,152 U/mL.

Tabela I-6 - Producdo de MTGase pela linhagem Streptomyces sp. P20 em frascos
Erlenmeyer de 50 mL agitados contendo o meio de cultura (A) otimizado por MACEDO et

al. (2007)
Temperatura Ativi’dade
Ensaio °C) Agitacao (RPM) Média Desvio padrao
(U/mL)
1 28 50 0,036° 0,002
2 28 150 0,285° 0,090
3 32 50 0,026°¢ 0,005
4 32 150 0,152° 0,009
5 30 100 0,180° 0,008

A analise estatistica dos dados obtida através do teste de Tukey, com 95% de
confianca, apontou que os resultados dos ensaios 1 e 3 ndo apresentaram diferenca

significativa, bem como os ensaios 4 e 5.

MACEDO et al, (2007) obtiveram 1,4 U/mL, na fermentacdo do mesmo
microrganismo e no mesmo meio de cultivo em frascos agitados a 150 rpm a 30°C.
MACEDO (2009) verificou que a forma de preservacdo do microrganismo é importante
para a produgdo de transglutaminase e prop6s a metodologia de cultivo do microrganismo
em placas de petri contendo o meio extrato de malte (4 g/L de extrato de levedura, 10 g/L

de extrato de malte, 4 g/L de glicose e 20 g/L de agar, pH ajustado para 7,0) e
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armazenamento de discos da cultura em tubos contendo glicerol a -802C. Os resultados de
atividade de transglutaminase obtidos no presente trabalho foram inferiores ao trabalho

descrito por MACEDO et al., (2007).

Considerando-se que o meio de cultivo (meio A) otimizado por MACEDO et al.
(2007) ndo se mostrou adequado para a fermentacdo de Streptomyces sp. P20 em reator
de bancada devido a intensa formacdo de espuma, foi testada a fermentagcdo do
microrganismo, conforme descrito no item 1.3.4, com meio de cultivo contendo o extrato
de farinha de soja (meio B) em lugar de 2,5% de farinha de soja (meio A) em frascos
agitados de 250 mL com 50 mL a 30°C e 100rpm, visando verificar se a modificacdo do
meio permitiria a obtengdo de atividade de MTGase e de estabelecer uma condigao

satisfatoria para obtencdo do pré-indculo para a fermentagdo em reator de bancada.

A Tabela I-7 mostra que foram obtidos respectivamente 0,299 U/mL e 0,204 U/mL
na fermentacdo do microrganismo em frascos Erlenmeyer de 250 mL a 30°C e 100 rpm
nos meios de cultivo A (farinha de soja) e B (extrato de farinha de soja), respectivamente.
O crescimento do microrganismo na forma de pellets foi similar em ambos meios de

cultura.

Tabela I-7 - Producdo de MTGase pela linhagem Streptomyces sp. P20 em meios de
cultivos contendo farinha de soja (meio A) ou extrato de farinha de soja (meio B) em
frascos Erlenmeyer de 250 mL agitados

Meio de - Atividade . Crescimento microbiano
. Temperatura Agitacao L . Desvio .
Cultivo °C) (RPM) Média adrio (visual)
(U/mL) P

Crescimento em pellets

Meio A 30 100 0,299° 0,034 uniformes com cerca de
0,05cm

Crescimento em pellets

Meio B 30 100 0,204° 0,040 uniformes com cerca de
0,05cm

O teste de Tukey realizado com o auxilio do software MINITAB 14.1 indicou gue,

com 95% de significancia, ndo existe diferenca significativa entre os testes, sendo possivel
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utilizar o extrato da farinha de soja obtido conforme descrito anteriormente, em
substituicdo a farinha. Esta condicdo de processo foi definida para produzir o pré-inéculo

da fermentacdo no reator de bancada.

JUNQUA et al. (1997) estudaram a producdo de transglutaminase por
Streptoverticillium cinnamoneum CBS 683.68 em frascos agitados de 250 mL contendo 50
mL de meio de cultivo (10,5 g/L peptona de soja, 31,2 g/L glicerol, 2,5 g/L extrato de
levedura, 38,4 g/L de caseina, 0,5g/L MgS0,, 2g/L KH,PO4, 5g/L de Na,HPQ,), agitados a
140 rpm a 28°C, sendo obtida atividade de transglutaminase de 0,3 U/mL com

aproximadamente 196 horas de fermentacao.

TELLEZ-LUIS et al. (2004) avaliaram a producdo de transglutaminase por
Streptoverticillium ladakanum NRRL-3191, sendo obtida atividade de MTGase de 0,77
U/mL de meio de cultivo, composto de 10,5 g/L de peptona, 2,5 g/L de extrato de
levedura, 20 g/L de caseinato de sddio, 50,5 g/L de glicerol, 0,5 g/L de MgSQ,, 2 g/L de
KH,PO4, 5 g/L de Na,HPO,4, apds a incubagdo dos frascos de 250 mL contendo 50 mL de

meio de cultivo a 350 rpm.

1.4.2. Produgcao de MTGase por fermentacdo submersa da linhagem de

Streptomyces sp. P20 em reator de bancada

1.4.2.1. Testes preliminares

No estudo preliminar do efeito da temperatura, agitacdo e aera¢do do reator na
fermentacdo da linhagem Streptomyces sp. P20 e producdo de MTGase em meio de
cultivo descrito no item 1.3.4 (meio B) foi obtido maior atividade (1,20 U/mL) nas

condicbes do ensaio B, a 28°C, 250 rpm e aeracdo de 0,8 vvm apds 66 horas de incubacao.
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Tabela I-8 - Condigbes de temperatura, agitagao e aeragdo do reator na fermentagao da
linhagem Streptomyces sp. P20 e produg¢ao de MTGase mdaxima

Atividade Tempo de

Ensaio Temp():e é)a tura A,;;::)a::;\o A:I ':::;o de MTGase fermentacao
(U/mL) (h)
A 30 150 0,5 0,248 70
B 28 250 0,8 1,199 66

ANDO et al. (1989) obtiveram atividade de transglutaminase elevada (2,5 U/mL) na
fermentagdo da linhagem Streptoverticillium S-8112 em reator de 20 L com agitagao de
250 rpm e aeracdo de 0,5vvm durante apds 72 horas, com meio de cultivo composto de
2,0% de polipeptona, 2,0% de amido solivel, 0,2% de K,HPO,, 0,2% de extrato de
levedura, 0,1% de MgS0, e 0,05% de surfactante (Adekanol).

YAN et al.(2005) estudaram a producdo de transglutaminase pela linhagem S.
mobaraense WSH-Z2 em reator de 5L, contendo 3,8 L de meio de cultivo composto de 15
g/L de amido, 15 g/L de glicose, 25 g/L de peptona, 4 g/L de extrato de levedura, 2 g/L de
MgS0,, 2 g/L de K,HPO,, 2 g/L de KH,PO,4, com pH ajustado para 6,8, obtendo maior
producdo de enzima (2,88 U/L) apds 40 horas de fermentagdo, a 30°C, 350 rpm e aeragdo
de 1vvm. Os autores observaram que agitacdo superior a 350 rpm resultou em diminuicdo

da producao da enzima.

Os ensaios preliminares realizados tiveram grande importancia na definigao dos
valores utilizados nas varidveis do planejamento experimental, permitindo, também,
observar o comportamento do meio de cultivo quanto a formagao de espuma e aumento
de viscosidade devido ao crescimento microbiano e assim facilitando o posicionamento do

sensor de espumas e do consumo de antiespumante.
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1.4.2.2. Delineamento experimental para produgdo de MTGase pela linhagem

Streptomyces sp. P20 em reator de bancada

1.4.2.2.1. Andlise da atividade de MTGase

A Tabela I-9 ilustra os resultados do delineamento experimental para estudo do
efeito de temperatura, agitacdo e aeracdo do reator na fermentacdo da linhagem de
Streptomyces sp. P20 e producdo de MTGase. Os valores da atividade de transglutaminase
foram avaliados, na andlise estatistica do planejamento experimental, para o tempo de

fermentacdo de 62 horas, no qual a maioria dos ensaios apresentou a maxima atividade.

Tabela I-9 - Variadveis codificadas e valores reais (em parénteses) das varidveis do
planejamento fatorial 23, valores de atividade de MTGase maximos e tempo de obtengdo

.- Atividade
. Ordemde Temperatura Agitagao Aeragao Atividade de Tempo de MTGase
Ensaio o o MTGase

execucao (°C) (rpm) (vwm) maxima (U/mL) (h) em 62
horas
1 3 -1 (26) -1 (150) -1(0,5) 0,559 86 0,2095
2 7 1(34) -1 (150) -1(0,5) 0,281 72 0,1656
3 2 -1 (26) 1 (350) -1(0,5) 0,642 66 0,6353
4 6 1(34) 1 (350) -1(0,5) 0,279 42 0,1047
5 10 -1 (26) -1 (150) 1(1,1) 0,953 62 0,9534
6 4 1(34) -1 (150) 1(1,1) 0,602 62 0,5302
7 11 -1(26) 1 (350) 1(1,1) 0,532 66 0,4926
8 8 1(34) 1 (350) 1(1,1) 0,632 24 0,3049
9 5 0(30) 0 (250) 0(0,8) 0,564 66 0,4614
10 9 0 (30) 0 (250) 0(0,8) 0,555 66 0,4546
11 1 0(30) 0 (250) 0(0,8) 0,537 62 0,5366

A Tabela I-10 apresenta os efeitos de cada variavel, bem como de suas interacdes e

a avaliagdo estatistica de cada efeito para verificacdo de suas significancias.
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Tabela I-10 - Efeitos estimados, erro padrao, Teste t-Student e p-valor para a atividade de
MTGase do planejamento 23 em reator de bancada em 62 horas de fermentagdo

Fator Efeito Desvio Padrio t(3) p-valor
Média/Interagdo* 0,4408 0,0137 32,1312 0,0010
Temperatura (L)* -0,2964 0,0322 -9,2117 0,0116

Agitagao (L) -0,0803 0,0322 -2,4958 0,1300
Aeragdo (L)* 0,2915 0,0322 9,0599 0,0120
Temperatura x agitacao -0,0628 0,0322 -1,9512 0,1903
Temperatura x aeragao -0,0091 0,0322 -0,2834 0,8035
Agitagdo x aeracao* -0,2627 0,0322 -8,1660 0,0147

R? = 0,86, *Fatores com efeito significativo

O erro padrdo foi estimado a partir do erro puro. Para a atividade de MTGase,

observou-se que a temperatura e a aeragdo apresentaram efeito sobre a atividade

enzimatica em 62 horas de fermentacdo, sendo que o aumento da temperatura

influenciou negativamente a producdo da enzima enquanto o aumento da aeragdo

apresentou efeito positivo sobre esta resposta. O p-valor calculado para cada variavel e

para a interagdao entre elas indica que a agitagdo, a interagdo entre temperatura e aeragao

e entre temperatura e agitacdo ndo apresentaram efeitos significativos, com 90% de

confianga. O modelo linear codificado contendo os termos significativos pode ser

observado na equacdo I-1. A Tabela I-11 ilustra a analise de variancia (ANOVA) realizada

para verificar a adequagao estatistica do modelo linear codificado aos pontos reais.

Atividade maxima (U/mL) = 0,441 - 0,148 T + 0,146 VVM - 0,131 RPM VVM

(1-1)

Tabela I-11 - Andlise de varidncia da maxima atividade de MTGase do planejamento
experimental fatorial 23 em reator de bancada

Fator Soma dos Graus de Soma dos E E
Quadrados liberdade quadrados média caleulado tabelado
Regressao 0,483672 3 0,1612
11,511 3,07
Residuos 0,098043 7 0,0140
Falta de Ajuste 0,093902 5 0,0188
Erro Puro 0,004141 2 0,0021 RO S
Total 0,581715 10
R’=0,83
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A ANOVA indica que a regressao foi significativa, visto que no teste de Fisher, o
Fcalculado fOi maior que o valor tabelado. A maior parte dos residuos é explicada pela falta
de ajuste do modelo, no entanto, a falta de ajuste ndo foi estatisticamente significativa,
com 90% de confianca. O coeficiente de multipla correlagdo foi de 0,83, ou seja, o modelo
é capaz de explicar 83% das variacGes das respostas e o modelo pode ser utilizado para
prever as respostas de atividade de MTGase no reator com 62 horas de fermentacdo. A
Tabela 1-12 apresenta as diferengas entre as atividades observadas experimentalmente
nos ensaios do planejamento e os valores previstos pelo modelo, denominada de residuo.
Observou-se que houve uma variagao normal dos residuos ao redor da média das
respostas, sendo que os valores do residuo variaram de -0,17 U/mL (atividade prevista
pelo modelo foi maior que a observada experimentalmente) a 0,15 U/mL (atividade

prevista pelo modelo foi menor que a observada).

Tabela I-12 — Valores dos residuos dos ensaios do planejamento experimental para
avaliacdo do efeito da temperatura, agitacdo e aeracao na producao de MTGase de
Streptomyces sp. P20 em reator de bancada
Ensaio Atividade de MTGase Atividade de MTGase Residuo (U/mL)

observada prevista pelo modelo
experimentalmente (U/mL)
(U/mL)
1 0,2095 0,3119 -0,1023
2 0,1656 0,0155 0,1501
3 0,6353 0,5746 0,0607
4 0,1047 0,2782 -0,1735
5 0,9534 0,8661 0,0873
6 0,5302 0,5697 -0,0396
7 0,4926 0,6034 -0,1107
8 0,3049 0,3070 -0,0021
9 0,4614 0,4408 0,0206
10 0,4546 0,4408 0,0138
11 0,5366 0,4408 0,0958

46



A Figura I-7 ilustra os efeitos da temperatura e aeracdo, bem como da interacao

entre agitacdao e aeragao na fermentacgao da linhagem de Streptomyces sp. P20 em reator
de bancada.
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Figura I-7 - Superficies de resposta e curvas de contorno da interagao entre (a)
temperatura e aeragao, (b) agitacdao e aeragao na fermentacao da linhagem de
Streptomyces sp. P20 em reator de bancada

Os maiores valores de atividade maxima de MTGase foram obtidos nos menores
valores de temperatura e de agita¢do (26°C e 150 rpm, respectivamente) com os maiores

valores de aeragdo (1,1 vvm). Como o crescimento microbiano foi micelial, era esperado
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que os valores de agitacdo e aeracdo tivessem as tendéncias exibidas no delineamento
experimental, visto que agitacGes elevadas podem danificar os micélios e a baixa aeracao
dificulta a transferéncia do oxigénio para as células do microrganismo, devido a elevada

viscosidade do meio de cultivo (STANBURY et al., 2003).

A superficie de resposta do modelo linear apresentado na equacdo (I-1) indica que
niveis de temperatura inferiores a 26°C e aeragdo superior a 1,1 vvm podem ser avaliados

para otimizar a producao da enzima transglutaminase por Streptomyces sp. P20.

As Figuras |-8a e |-8b ilustram as cinéticas de producdo da transglutaminase
durante os onze ensaios de fermentacdo da linhagem de Streptomyces sp. P20 em reator
de bancada em que foram utilizados diferentes combinag¢des de temperatura, aeracdo e

agitacdo, de acordo com o planejamento experimental.

Foi obtida maior atividade de transglutaminase (0,95 U/mL) na fermentagdo do
microrganismo nas condi¢Ges do ensaio 5 (Figura |-7a), no qual foi utilizado temperatura

de 26°C, 150 rpm e aeracdo de 1,1 vwm, apds 62h de fermentacao.

Nas condicoes do ensaio 8 (Figura I-7b), no qual o microrganismo foi fermentado a
34°C, 350 rpm e aeracdo de 1,1 vvm, foi obtida atividade de transglutaminase igual a
0,634 U/mL apds 24 horas de fermentacdo, enquanto no ensaio 2 (Figura I-7a), no qual o
microrganismo foi fermentado a 26°C, 350 rpm e 0,5vvm de aeracdo, foi obtida atividade

de 0,642 U/mL apds 66 h de fermentacdo .
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Figura I-8 - Cinéticas de producdo da MTGase dos ensaios do planejamento experimental
2> na fermentacdo da linhagem Streptomyces sp. P20 em reator de bancada para os

ensaios 1 a5 (a) e para os ensaios 6 a 11 (b).
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Este resultado mostrou que o aumento da escala de fermentacdo da linhagem de
Streptomyces sp. P20 para reator de bancada proporcionou um aumento de 3,35 vezes
em relacdo a fermentacao em frascos Erlenmeyer de 50 mL e 1,9 vezes em relacdo aos

frascos Erlenmeyer de 250 mL.

A observagado visual do crescimento microbiano indicou a formagao de micélio com
aumento significativo na viscosidade do meio de cultivo, o qual pode ser observado pelo
movimento das bolhas de ar ao longo do meio no inicio do processo e no decorrer da
fermentacdo. Ndo foi observada a formacdo de pellets em nenhum dos ensaios apds 14
horas de fermentacdo. Segundo WHITAKER, 1992, micélios dispersos no meio de cultivo,
sem dificultar a transferéncia de oxigénio e nutrientes do meio de cultivo, sdo
normalmente considerados ideais para fermentacdes industriais, embora pouco seja
relatado a respeito. Na produgdo de streptomicina (um antibidtico) de S. griseus a
morfologia de micélios dispersos do microrganismo favoreceu a producdo do metabdlito,
enquanto a formagao de pellets ou formas fragmentadas ndao favoreceram a produgao do

antibidtico.

1.4.2.2.2. Andlise da produtividade da MTGase

A produtividade nos pontos de maxima atividade, obtida pela razao entre atividade
enzimatica e tempo de fermentacdo da linhagem Streptomyces sp. P20 em reator de
bancada pode ser verificada na Tabela [-13. Foi obtida maior produtividade de
transglutaminase (26,34 U/L.h) na fermentacdo do microrganismo nas condi¢cdes do
ensaio 8, no qual foi utilizada temperatura de 34°C, agitacdo de 350 rpm e aeracdo de 1,1
vvm. Nas condi¢Ges do ensaio 5, no qual o microrganismo foi fermentado a 26°C, 150 rpm

e 1,1 vvm, foi obtida produtividade de transglutaminase de 15,37 U/L.h.
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Tabela I-13 - Valores de produtividade de MTGase obtidos nos ensaios do planejamento
de experimentos 23da fermentagdo da linhagem de Streptomyces sp. P20 em reator de

bancada
Ensaio Produtividade (U/L.h)
1 6,50
2 3,91
3 9,73
4 6,65
5 15,38
6 9,70
7 8,07
8 26,34
9 8,55
10 8,40
11 8,65

Os valores de produtividade sdo importantes para os processos fermentativos, em
especial aqueles em que o tempo necessario para se atingir quantidade significativa de
metabodlitos é longo, como o caso da transglutaminase. ZHENG et al. (2002) obteve
produtividade de 81 U/L.h durante a produgdo de transglutaminase de S. mobaraense
WSH-Z2 em reator de bancada com volume util de 1,5 L, a 30°C, 450 rpm e 1,33 vvm,
utilizando meio de cultivo composto de 30 g de amido, 20 g de peptona, 2g de extrato de
levedura, 2 g de MgSQ,, 2 g de K;HPO, e 2g de KH,PO4 por litro, com pH ajustado
inicialmente para 7,0 e apds 13 h de fermentacdo ajustado para 6,5. A produtividade de
21 U/L.h foi obtida pela fermentagdo de Streptomyces hygroscopicus em reator com 4,5 L
de volume de trabalho, a 32°C e 200 rpm, utilizando meio de cultivo composto de 5 g/L de
amido, 5 g/L de glicose, 10 g/L de glicerina, 15 g/L de peptona, 20 g/L de soja em pd, 5 g/L
de extrato de levedura, 2 g/L MgS0,, 2 g/L de KH,POy4, 2 g/L de K,HPO,4, 5 g/L de CaCOs,
com pH ajustado para 6,5 (CUl et al., 2007).

A Tabela I-14 apresenta os efeitos de cada variavel, bem como de suas interacdes e

a avaliagdo estatistica de cada efeito para verificagao de suas significancias.
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Tabela I-14 - Efeitos estimados, erro padrao, Teste t-Student e p-valor para estudo da
produtividade de MTGase dos ensaios de fermentagdo da linhagem Streptomyces sp. P20
em reator de bancada

Fator Efeito Desvio Padrao t(2) p-valor
Média/Interagdo* 10,17172 0,037895 268,4220 0,000014
Temperatura (L)* 1,73098 0,088871 19,4776 0,002626
Agitagao (L)* 3,82572 0,088871 43,0483 0,000539
Aeragdo (L)* 8,17489 0,088871 91,9865 0,000118
Temperatura x agitagao* 5,86545 0,088871 66,0000 0,000229
Temperatura x aeragdo* 4,56973 0,088871 51,4200 0,000378
Agitacdo x aeracao* 0,83739 0,088871 9,4225 0,011076

R? = 0,77, *Fatores com efeito significativo

Embora todos os parametros e suas interagcdes tenham apresentado efeito
significativo e positivo sobre o tempo de producdo da enzima, a analise de variancia

(ANOVA) mostra que a regressdo nao é significativa com 90% de confianga (Tabela I-15).

Tabela I-15 - Anadlise de varidncia dos valores de produtividade de MTGase nos ensaios de
fermentacdo da linhagem Streptomyces sp. P20 em reator de bancada

Soma dos
Fator Soma dos Graus de uadrados F F
Quadrados liberdade q e calculado tabelado
média
Regressao 280,896718 5 56,1793 262 4,05
Residuos 85,709795 4 21,4274
Falta de Ajuste 85,678203 2 42,8391
Erro Puro 0,031592 2 0,0158 2712,03 9,00
Total 366,606513 10
R’=0,37

Desta forma, ndo foi possivel obter um modelo significativo para prever a

produtividade do processo de producdo da MTGase através do planejamento realizado.

Os intervalos de confianca de cada valor da produtividade, com 95% de

significancia, foram calculados utilizando o erro padrdao dos pontos centrais para prever o
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erro padrdao das observagdes do planejamento. O desvio padrao da triplicata no ponto
central foi de 0,126 U/mL, apresentando 2 graus de liberdade (t30,025 = 4,303). A tabela I-
16 apresenta os intervalos de confianga para a produtividade de cada ensaio do

planejamento fatorial.

Tabela I-16 - Intervalo de confianga para a produtividade (U/L.h) da fermentagdo da
linhagem Streptomyces sp. P20 em reator de bancada
Ensaio Produtividade Minimo Maximo
(U/L.h) (Uu/L.h)  (U/L.h)

1 6,50 5,96 7,04
2 3,91 3,37 4,45
3 9,73 9,19 10,27
4 6,65 6,11 7,19
5 15,38 14,84 15,92
6 9,70 9,16 10,24
7 8,07 7,53 8,61
8 26,34 25,80 26,88
9 8,55 8,01 9,09
10 8,40 7,86 8,95
11 8,65 8,11 9,20

Observou-se que a produtividade apresentada pelo ensaio 8 foi estatisticamente superior
(com 95% de significancia) aos demais resultados, visto que os demais intervalos de confianga nao
possuem intersec¢do com o intervalo de confianga deste ensaio. O mesmo ocorre para o ensaio 5,
o qual apresentou o segundo maior valor de produtividade (15,4 U/L.h). Estes resultados de
produtividade de MTGase elevada foram obtidos através de condi¢des experimentais opostas em
termos de temperatura e agitacdo, bem como os resultados das maximas atividades enzimaticas.
Com base nestes resultados foi estudada a fermentagdo da linhagem Streptomyces SP. P20 com

dois estagios de temperatura e agitagao.
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1.4.2.3.

Produgdao de MTGase pela linhagem de Streptomyces sp. P20 em
reator de bancada utilizando dois estagios de temperatura e

agitacao

A Figura I-9 e Figura I-10 ilustram, respectivamente, as cinéticas de producao de

MTGase e a variacao de pH durante a fermentacdo do microrganismo nas condi¢des do

ensaio 5 e 8, descritos no item 1.3.4.2, e do ensaio de fermentacdo com dois estagios de

temperatura e agitacdo, descrito no item 1.3.4.3.

Atividade de MTGase (U/mL)

2,50

2,00

1,50

1,00

.......... .
L S \‘
A= T T PR L ——
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84 90

T tnsaio 5 “ermentacdo (h)

---#k--- Ensaio 8 —-& - ensaio5 —®— Ensaio com 2 estagios

Figura I-9 - Cinética de producdo de MTGase em reator de bancada pela linhagem
Streptomyces sp. P20 utilizando os ensaios 5 e 8 e dois estagios de temperatura e

agitagao.
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Figura I-10 - Variacdo do pH durante a fermentacdo da linhagem Streptomyces sp. P20 em
reator de bancada nas condi¢des dos ensaios 5, 8 e com dois estdgios de temperatura e
agitacao.

A variacdo do pH nas trés fermentacOes apresentam em comum o fato de terem
uma queda no inicio do processo seguida de uma elevag¢do. Para o ensaio 8, a queda do
pH ocorreu ja nas primeiras 14 horas de fermentacdo, sendo que em seguida houve
aumento do pH. No ensaio 5 e no duplo estagio, observou-se um comportamento
semelhante ao do ensaio 8 nas primeiras 24 h de processo, sendo que para os dois houve
uma segunda queda do pH, a qual é mais acentuada para o ensaio 5 apds 42 horas de
processo e esta etapa correspondeu ao momento em que a atividade enzimatica comegou

a aumentar rapidamente.

A Figura I-11 ilustra os perfis de crescimento celular da linhagem Streptomyces sp.
P20 durante a fermentacdo em reator de bancada nas condi¢cbes dos ensaios 5, 8 e no
ensaio com dois estagios de temperatura e agitacdo. A massa celular obtida no ensaio
com dois estagios de temperatura e agitagdo apresentou valor superior ao observado para

0 ensaio 8 ja nas 14 primeiras horas de fermentagao. Embora todos os parametros do
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processo fermentativo tenham sido os mesmos, incluindo a preparacao do pré-indculo, a
diferenca entre o comportamento do ensaio 8 e o ensaio com dois estagios de
temperatura e agitacao, nas primeiras 24 horas de fermentacao, pode ter ocorrido devido
ao crescimento diferenciado de microrganismos no pré-indculo. No entanto, a atividade
enzimatica obtida nas primeiras 24 horas do ensaio com dois estdgios de temperatura e
agitacdo seguiu o mesmo perfil observado para o ensaio 8, sugerindo que, apenas atingir
uma quantidade elevada de massa celular ndo é suficiente para diferenciar a atividade
enzimatica obtida no inicio da fermentacdo. Desta forma, as condi¢cdes de processo para
obtencdo de massa celular e para obtencdo de atividade enzimatica sdo distintas. ZHENG
et al. (2001), observou que a linhagem S. mobaraense WSH—Z2 apresentou temperatura
otima para o crescimento do microrganismo em 32°C enquanto a temperatura 6tima para

producdo da MTGase foi de 26°C.

30,0

Massa seca (g/Litro de meio)

0,0 - T T T T T T T T
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84 90

Tempo de Fermentagdo (h)

--@ - Ensaio 8 —— Ensaio 5 — & - Ensaio com 2 estagios

Figura I-11 - Crescimento celular (g de massa seca/L) da linhagem Streptomyces sp. P20
em reator de bancada nas condi¢des dos ensaios 5, 8 e com dois estagios de temperatura
e agitacao.

A Figura |-12 ilustra o crescimento (massa celular seca g/L), producdo de MTGase

(U/mL) e alteracdo de pH durante a fermentacdo da linhagem Streptomyces sp. P20 em

56



reator de bancada no ensaio de dois estdgios de temperatura e agitacdao. Observou-se que
a producdo da enzima ocorre acentuadamente no final da fase exponencial, atingindo o
valor maximo (2,05 U/mL) na fase estacionaria apds 42 horas de incubac¢do. O pH do meio
de cultura variou de 7,0 a 7,6. ZHU et al. (1998a) estudaram a cinética de fermentacdo do
microrganismo Streptoverticillium mobaraense e verificaram que a producdo da

transglutaminase ocorreu apds a parada do crescimento do microrganismo.

1° estagio: 34°C, 2° estagio: 26°C, 150 rpm,
350 rpm, 1,1 vvm 1,1vwm
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Figura I-12 — Crescimento celular, produgdo de MTGase e alteragao de pH durante a
fermentacdo da linhagem Streptomyces sp. P20 em reator de bancada no ensaio de dois
estagios de temperatura e agitagao.

A Figura [-13 ilustra o consumo de carboidratos durante a fermentagao da

linhagem Streptomyces sp. P20 nas condicbes dos ensaios 5, 8 e do ensaio com dois
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estdgios de temperatura e agitacdo. Observou-se que para o ensaio realizado com dois
estagios de temperatura e agitacdo, a concentracdo inicial de acuUcares totais caiu
bruscamente durante as 14 primeiras horas de fermentacdo, e esta queda foi mais
acentuada em comparacdo ao ensaio 8. O consumo de acglcares no ensaio 5 foi mais
lento, sendo que a quantidade residual de aclcares redutores totais no meio de cultivo se
aproximou dos demais ensaios apds 62 horas de processo. O consumo de agucares foi
compativel com o crescimento celular, que foi mais acentuado para o ensaio de duplo

estdgio em relacdo aos ensaios 5 e 8.

3,5 k
3[0 N
2[5 AN - .
AN ‘\
AN N
2,0 BN -

1,5 .
e o B

0,5

ART (g/L)

Tempode Fermentagdo (h)

— & - Ensaio 5 --- Ensaio 8 —®— Ensaio com 2 estégios

Figura I-13 - Consumo de carboidratos durante as fermentagdes da linhagem de
Streptomyces sp. P20 em reator de bancada nas condi¢Ges dos ensaios 5, 8 e dois estagios
de temperatura e agitacao.

A Figura I-14 ilustra a producao de MTGase pela linhagem do Streptomyces sp. P20
em frascos Erlenmeyer e reatores de bancada em diferentes condi¢cdes de fermentacdo.
Na fermentacdo em reator de bancada de 6L, com dois estagios de temperatura e
agitacdo, a atividade de MTGase maxima obtida foi de 2,05U/mL de caldo de
fermentacdo, atingida apds 42 horas de fermentacdo. Desta forma, a produtividade foi de

50 U/L.h, resultado 1,9 vezes maior que o obtido no ensaio 8 do planejamento
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experimental (34°C, 350 rpm e aeragao de 1,1 vwvm). A atividade enzimatica foi 7,2 vezes
superior a obtida em frascos agitados de 50 mL com 15 mL de meio de cultivo e 4 vezes
superior ao resultado avaliado para os frascos agitados de 250 mL (incubacdo a 30°C e

100 rpm).

24
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Atividade MTGase (U/mL)
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Frasco 50 mL Frasco 250 mL Reator de 6L  Reator de 6L com
dois estagios de
temperatura e
agitacao

Escala de produgao

Figura I-14 - Producdo de MTGase pela linhagem de Streptomyces sp. P20 em frascos
Erlenmeyer agitados e em reatores de bancada em diferentes condicGes de fermentacdo

A atividade especifica de MTGase foi determinada no ponto de maior atividade do
ensaio realizado com dois estagios de temperatura e agitacdo, sendo seu valor igual a
0,58U/mg de proteina. Este resultado foi 2,3 vezes superior ao obtido pela fermentagdo
submersa com o microrganismo Streptomyces hygroscopicus (CUI et al.,2007). No entanto,
se comparado com os resultados obtidos por Liu et al. (2007) em escala piloto (reator
130L de volume util) pela fermentacao de S. lividans contendo o gene responsavel pela

expressao da MTGase em S. platensis M5218M, o resultado foi 10 vezes inferior.

Os resultados dos ensaios realizados em fermentacdo submersa indicam que o

microrganismo Streptomyces sp. P20 apresenta potencial para producdo de MTGase
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sendo possivel elevar a atividade de MTGase obtida através de estudos de otimizagao do
processo fermentativo. De acordo com o observado nos ensaios descritos acima, para
otimizagao da produgao da enzima é interessante controlar as condi¢gdes de temperatura
e fermentacao em dois estagios, o primeiro para que ocorra o0 aumento da massa celular
no inicio da fermentagao e o segundo para que o microrganismo produza a enzima e que
esta permaneca estdvel até o final do processo. Assim, realizar delineamentos
experimentais para buscar as melhores condi¢es para o crescimento microbiano e para a

producdo da enzima poderiam levar a obtencao de resultados otimizados.

1.4.3. Avaliacao do crescimento celular no pré-inéculo.

A fim de avaliar se o aumento da agitacdo dos frascos Erlenmeyer durante a
fermentacdo da linhagem de Streptomyces sp. P20 para preparacdo do pré-inéculo
influenciaria a morfologia de crescimento do microrganismo, foi realizado um ensaio em
frascos de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultivo descrito na Tabela I-2, incubados a
30°C e 150 rpm. A atividade enzimatica média obtida apds 120 horas de fermentacdo foi
de 0,498 U/mL e o desvio padrio da triplicata de 0,063. Pelo teste de Tukey, as médias das
atividades desta condi¢cdo de processo foram comparadas com as médias do ensaio
realizado a 100 rpm e a diferenca entre os resultados foi significativa com 95% de
confianga. Quanto a analise visual do crescimento microbiano, observou-se a formacao de
pellets muito pequenos e uniformes (com tamanho inferior ao observado no teste a 100
rom) e o meio apresentou alta viscosidade apds o periodo de fermentacdo, podendo
indicar a formacdo micelial dispersa em paralelo aos pequenos pellets, visto que o
crescimento micelial eleva a viscosidade do meio de cultivo (JUNKER et al, 2004). De
acordo com os relatos de WHITAKER (1992) ha linhagens de actinomicetos que sdo
sempre pelletizadas, outras que sempre produzem formas dispersas e outros que podem
apresentar as duas morfologias simultaneamente, dependendo das condi¢cdes do

processo. Desta forma, a morfologia apresentada pelo microrganismo no pré-indculo
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preparado com agitagao de 150 rpm estaria mais proximo do obtido no reator, em que ha
formacdo de micélios dispersos, do que o obtido a 100 rpm. O pré-inéculo com a
morfologia do microrganismo similar a aquela obtida na fermentagcdo em reator pode
contribuir para o aumento da atividade enzimatica além de reduzir a fase lag do

crescimento microbiano.

1.4.4. Producao de MTGase pela linhagem Streptomyces sp. P20 por
fermentagcao em meio semi-sélido em frascos Erlenmeyer

A Tabela I-17 apresenta a produgao de MTGase na fermentagdo da linhagem

Streptomyces sp. P20 em meios semi-solidos.

Tabela I-17 - Producdo de MTGase pela linhagem Streptomyces sp. P20 por fermentagao
em meios semi-solidos

Substrato Substrato:Solugao Atividade de Desvio Padrao
sais (m:m) MTGase (U/g de
substrato seco)
. . 2:1 0,0418° 0,0016
Fa""h;:tife““ 1:1 0,5014°¢ 0,0627
1:2 0,0080° 0,0003
Farinha de feijao 2:1 0’8816: 0,0833
branco 1:1 0,8307ab 0,0873
1:2 0,2011 0,0486
I 2:1 o,773zz 0,1008
amendoim 1:1 0,2719b 0,0456
1:2 0,2396 0,1419
2:1 0,0208° 0,0089
Farinha de soja 1:1 0,0725° 0,0160
1:2 0,00 0,00
2:1 0,0206° 0,0276
Farelo soja 1:1 0,0079° 0,0073
1:2 0,00 0,00

Na fermentacdo em meios semi-sélidos foi obtida maior atividade de MTGase

utilizando-se meios compostos de farinha de feijdo branco: solucdo de sais na proporc¢ao
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2:1 (m:m) e na proporc¢do de 1:1 (m:m) e farinha de amendoim: solucdo de sais (2:1, m:m)
nos quais foram obtidos 0,88 U/g, 0,83 U/g e 0,77 U/g de substrato seco respectivamente.
Pelo teste de Tukey, com 95% de confianca, ndo ha diferencas significativas entre estes
ensaios. Na fermentacdo do microrganismo em meios de farelo de soja:solucdo de sais
(1:2, m:m) e farinha de soja:solucdo de sais (1:2, m:m) ndo foi obtido atividade de

MTGase.

SOUZA et al. (2008) obtiveram atividade de MTGase igual a 1,25U/g de substrato
seco na fermentagado da linhagem Bacillus circulans BL32 em bioreator contendo meio de
cultivo semi-sélido composto de residuo fibroso da industria de soja (rico em agucares e
proteinas) umedecido com solucdo de sais (0,2 g/L de MgS0Qy; 1,0 g/L de KH,POy4; 1,0 g/L
de K;HPO4; 1,0 g/L de NH4NO3; 0,02 g/L de CaCl, e 0,05 g/L de FeCL,).

NAGY e SZAKACS (2008) fermentaram linhagens de Streptomyces sp. em meios
semi-sdlidos composto de feijdo vermelho e soja verde (entre outros) e obtiveram
atividade de MTGase iguais a 5,1 U/g de substrato seco e 4,9 U/g de substrato seco,
respectivamente, para a linhagem de Streptomyces platensis NRRL 2364, utilizando a
solugdo de sais composta de 0,8 mg/L MgS0y; 5,0 g/L KH,PO4; 1,0 g/L de NaCl; 5,0 g/L
NH;NOs3; 1 mg/L de CoCly; 1,7 mg/L ZnSOy; 2,5 mg/L FeSO, com pH ajustado para 6,0, para

umedecer os substratos.

Embora os resultados obtidos nos ensaios realizados com o Streptomyces sp. P20
na fermentacdo semi-sélida tenham sido inferiores aos apresentados na literatura, esta
linhagem apresenta potencial para obtengao da MTGase, sendo possivel elevar a atividade
enzimatica obtida em estudos de otimizacdo para definicdo dos parametros da
fermentacdo (temperatura de incubacdo, umidade do substrato e quantidade de inéculo)
bem como outros substratos sélidos. Pode-se ainda otimizar o processo de extracdo da

enzima, avaliando o tempo de extragdo e a solugao extratora.
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1.4.5. Avaliagao dos custos dos meios de cultivos utilizados na fermentagao
submersa e em meio semi-sélido.

O custo do meio de cultura composto de 2% de amido de batata, 1% de peptona,
0,1% de glicose, 0,4% de KH,PO4 e 0,2% de MgS0O, e extrato de 2,5% de farinha de soja,
utilizado na fermentac¢do submersa da linhagem Streptomyces sp. P20, para obtencdo de

2,05U/mL de atividade de MTGase foi estimado em RS 5,59/L (R$0,27/100U de atividade).

O custo estimado do meio de cultivo descrito por ANDO et al. (1989) composto de
2,0% de polipeptona, 2,0% de amido soluvel, 0,2% de K,HPO,, 0,2% de extrato de
levedura, 0,1% de MgSQ,, foi de RS 12,43/L. Os pesquisadores obtiveram pela
fermentacdo da linhagem Streptoverticillium S-8112 atividade de transglutaminase de
2,5U/mL do meio de cultivo, o que corresponde a um custo de RS 0,49/100U de atividade
de MTGase.

O custo estimado do meio de cultivo composto de 5g/L de amido, 5g/L de glicose,
10g/L de glicerina, 15g/L de peptona, 20g/L de soja em pd, 5g/L de extrato de levedura,
2g/L MgS0,4, 2g/L de KH,PO4, 2g/L de K,HPO, 5g/L de CaCOs, para produgdo de
transglutaminase de Streptomyces hygroscopicus descrito por CUI et al. (2007), no qual os
autores obtiveram atividade de 0,9 U/mL de meio de cultivo, foi de RS 11,11/L que, em

termos de atividade enzimatica, corresponde a um custo de R$1,23/100U de atividade.

O custo do meio semi-sdlido composto de farinha de feijdo branco:solucdo de sais
(2:1, m:m) e farinha de amendoim:solugdo de sais (2:1, m:m) foi estimado em RS$2,43/Kg
de meio de cultivo e R$1,63/Kg de meio de cultivo, respectivamente. Estes valores em
termos de unidades de atividade de MTGase correspondem a RS$0,28/100U e
R$0,21/100U, respectivamente.
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1.5. Conclusoes

No estudo da fermentacdo da linhagem Streptomyces sp. P 20 em frascos
Erlenmeyer agitados de 50 mL, contendo 15 mL de meio de cultura otimizado por
MACEDO et al. (2007) composto de 2,5% de farinha de soja, 2,0% de amido de batata,
0,1% de glicose, 1,0% de peptona, 0,4% de KH,PO, e 0,2% de MgSO,, apds 120 h
(conforme definido por MACEDO et al.,, 2007), foi obtido maior atividade de

transglutaminase (0,285 U/mL) incubando-se os frascos a 28°C e 150 rpm.

A modificacdo do meio de cultivo descrito por MACEDO et al. (2007), substituindo-
se a farinha de soja pelo extrato de farinha de soja, resultou em meio de cultivo mais
adequado para a fermentacdo do microrganismo em reator de bancada. Foi obtida maior
atividade de MTGase em meio de cultura (B) composto de extrato de 2,5% de farinha de
soja em agua destilada, 2,0% de amido de batata, 0,1% de glicose, 1,0% de peptona, 0,4%
de KH,PO4 e 0,2% de MgSO,.

No estudo do efeito da temperatura, agitacdo e aeragdo na fermentacdo da
linhagem Streptomyces sp. P 20, em reator de bancada, realizado através de delineamento
fatorial 2% com 3 repeticdes no ponto central, utilizando-se o meio de cultivo (B) foram
obtidos melhores resultados de atividade de transglutaminase com 62 horas de
fermentacdo (0,95 U/mL e 0,63 U/mL) nas condi¢cdes 26°C, 150 rpm e aeragdo de 1,1 vvm
e na fermentacdo do microrganismo a 26°C, 350 rpm e 0,5 vvm, respectivamente.
Verificou-se que o aumento da temperatura e agitacao apresentou efeito negativo na
producdo da enzima, enquanto o aumento da aeracdo teve efeito positivo. A maxima
atividade enzimatica foi obtida nas condi¢cdes de 26°C, 150 rpm e aeragao de 1,1 vvm,

sendo que a maior produtividade foi alcangada nas condi¢des de 34°C, 350 rpm e 1,1 vvm.

A fermentagdo da linhagem Streptomyces sp. P20 em reator de bancada com
controle da temperatura e agitacdo em dois estagios, utilizando-se inicialmente 34°C e

350 rpm e apds 24 horas de fermentacdo alteradas para temperatura de 26°C e agitacao
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de 150 rpm, levou ao aumento da atividade de MTGase, sendo obtido 2,05 U/mL de

atividade enzimatica.

A atividade de transglutaminase obtida em reator de bancada de 6L foi 7,2 vezes
superior a obtida inicialmente em Erlenmeyers agitados de 50 mL contendo 15 mL de

meio de cultivo.

Na fermentacdo da linhagem de Streptomyces sp. P20 em frascos Erlenmeyer
contendo meio semi-sélido foi obtido maior atividade de MTGase em meio de cultivo
composto de farinha de feijdo branco:solugdo de sais (2:1, m:m) sendo obtido 0,88 U/g de

substrato seco.

O custo estimado para a produgdao de MTGase de Streptomyces sp. P20 utilizando
o meio de cultivo descrito por MACEDO et al.(2009) em cultura submersa e utilizando
meios semi-sélido composto de farinha de feijao-branco:solucdo de sais (2:1, m:m)

apresentaram valores semelhantes, em torno de R$0,28/100U.

A linhagem de Streptomyces sp. P20 apresentou bons resultados para obtengdo de
MTGase por fermentacdo submersa e em estado sdlido , sendo uma linhagem potencial

para aplicagao industrial na produgdo da enzima.

1.6. SugestOes para trabalhos futuros

A otimizacdo da producdao da MTGase de Streptomyces sp. P20 em reator de
bancada pode ser alcangada através de delineamentos experimentais levando em
consideracdo as diferencas de condicGes de temperatura e agitacdo para favorecimento

do crescimento microbiano e da produgao da enzima.
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O estudo de outros substratos para a fermentacdo em meio semi-sélido podem ser
avaliados bem como a otimizacdo do processo de extracdo da enzima e uso de reatores de

fermentagdo semi-sélidas para a produgao da enzima.
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Il. Capitulo Il — Caracterizagdo e Aplicagdo da MTGase bruta de Streptomyces sp.

P20

Resumo

A transglutaminase € uma enzima que catalisa a formacdo de ligacGes cruzadas entre
proteinas. Foi estudada a caracterizagdao e aplicagdo da transglutaminase bruta de
Streptomyces sp. P20. Os valores de temperatura 6tima e pH otimo de atividade desta
enzima foram avaliados por ensaios univariados e por delineamento experimental fatorial,
sendo verificado que a enzima apresentou atividade 6tima a 35°C e pH 6,5. Foi encontrada
uma segunda faixa de pH 6timo em 9,0, o que pode indicar a presenca de isoenzimas. A
enzima mostrou-se estavel na faixa de pH 6,0 — 9,0, sendo estavel em pH 6,0 por 30
minutos até a temperatura de 35°C. O aminoacido L-cisteina exerceu efeito positivo na
estabilizacdo térmica da MTGase de Streptomyces sp. P20. Os ions metdlicos Hg2+, cu®,
Zn* e Mn2+, inativaram a enzima, sugerindo a presenca de grupos tiol no seu sitio ativo. A
L- cisteina e Mg”" exerceram efeito positivo sobre a atividade da MTGase sendo a
atividade relativa da enzima elevada 130% com a aplica¢do da L-cisteina na concentragao
de 1ImM. A MTGase de Streptomyces sp. P20 na concentracdo de 1U/g de amostra, foi

capaz de unir pedacos de carne bovina e também estruturar proteina texturizada de soja.
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Summary

Transglutaminase is an enzyme that catalyzes cross-linking of proteins, modifying their
properties. The biochemical characterization and application of crude transglutaminase
derived from Streptomyces sp. P20 were studied. The optimum temperature and pH for
MTGase activity were investigated by one step at a time experiments and using an
experimental factorial design. The MTGase exhibited optimum activity at 35°C and at both
pH 6.5 and pH 9.0, probably due to the presence of an isoenzyme. The enzyme was stable
over the pH range from 6.0 — 9.0 and up to a temperature of 35°C it was stable for 30
minutes at pH 6.0. The amino acid L-cysteine enhanced the thermal stability of the
MTGase obtained from Streptomyces sp. P20. The metal ions Hg**, Cu®*, Zn** and Mn**
inhibited the enzyme activity, suggesting the presence of a thiol group at the active site. L-
cysteine and Mg?* had a positive effect on the MTGase activity, 1mM L-cysteine increasing
the relative activity by 130%. At a concentration of 1 U/g of sample, the MTGase from
Streptomyces sp. P20 was capable of joining together pieces of beef and texturized soy

protein.
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II.1. Introdugdo

A transglutaminase é uma enzima que catalisa a formacao de ligacdes cruzadas em

residuos de glutamina e aminas primarias, modificando as propriedades de proteinas.

A producdo da transglutaminase por microrganismo potencializou as aplicagcées
industriais desta enzima tanto pelo fato da obtengao em escala industrial ser facilitada em
relacdo a obtencdo de fontes animais ou vegetais, bem como pelo fato da enzima ndo

necessitar de cdlcio para catalisar as reacdes entre proteinas.

As transglutaminases de diversas linhagens de microrganismos, descritos na
literatura, tém como caracteristica comum grupo tiol, proveniente de residuos de cisteina,
no sitio ativo. A massa molecular, sequéncia de aminoacidos da cadeia peptidica e
especificidade da enzima quanto ao substrato pode variar entre os microrganismos
produtores, no entanto, a enzima obtida de microrganismo apresenta massa molecular

significativamente inferior a enzima extraida de mamiferos.

A linhagem de Streptomyces sp. P20 foi isolada por MACEDO et al. (2007) de solo

brasileiro e apresentou elevado potencial para producdo de MTGase.

Este capitulo tem como objetivo estudar as caracteristicas bioquimicas da MTGase
bruta de Streptomyces sp. P20, determinando a temperatura e o pH 6timo de atividade
enzimatica e estabilidade da enzima e o efeito de ions metdlicos, EDTA, L-cisteina, L-
glutationa e polietilenoglicol (PEG 6000) na atividade da MTGase. Foi testada a aplicacdo
da MTGase de Streptomyces sp. P20 na unido de pedacos de carne bovina e

reestruturacao de proteina de soja texturizada.
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I1.2. Revisdo bibliografica

I.2.1. Caracteristicas bioquimicas da transglutaminase

O conhecimento das caracteristicas bioquimicas de enzimas é de grande
importancia para determinar as formas de purificacdo, de armazenamento e conservacao

da enzima, bem como sua aplicagdo.

A transglutaminase apresenta diferentes caracteristicas bioquimicas dependendo
da fonte enzimadtica, como, por exemplo, a transglutaminase extraida de visceras de
mamiferos necessitam de calcio como um ativador fisioldogico enquanto a
transglutaminase de diversos microrganismos ndao dependem deste ion (FOLK, 1980;

KANAJI et al., 1993).

As diferentes transglutaminases sequenciadas apresentam estrutura de
aminoacidos muito diferentes entre si, no entanto, na regido do sitio ativo, onde se
encontram um ou mais residuos de cisteina, e nas regides que se ligam aos cations calcio,

ha grande semelhancga entre elas (KANAJI et al., 1993).

A transglutaminase presente em tildpias tropicais (Oreochromis niloticus) foi
purificada e caracterizada por WORRATAO et al. (2005). A massa molecular da
transglutaminase extraida de tilapias tropicais foi estimada em 85 kDa, enquanto a enzima
extraida de figado de porquinho da india foi estimada em 90 kDa (FOLK e COLE, 1966). A
TGase de tilapia apresentou atividade étima a 37°C e pH 7,5, sendo que a enzima nao
apresenta atividade em pH inferiores a 6,0. Assim como a TGase de mamiferos, a enzima
de tildpias tropicais apresentou extrema necessidade de ions cdlcio para apresentar

atividade, sendo fortemente inibida por fons Cu?**, Zn*, Ba**, Mg*', Li* e por EDTA.
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A transglutaminase de Streptoverticillium S-8112, descrita por ANDO et al., 1989,
apresentou pH 6timo na faixa de 6,0 a 7,0, a 37°C, e mostrou-se estavel na faixa de pH de
5,0 a2 9,0 por 10 minutos a 37°C. A temperatura 6tima de atividade da MTGase foi 50°C em
pH 6,0. A enzima apresentou 100% de atividade quando incubada na temperatura de 40°C
por 10 minutos em pH 7,0 e apresentou 74% da atividade residual quando incubada na
temperatura de 50°C em pH 7,0 A MTGase deste microrganismo mostrou-se
independente de ions calcio e foi inibida por Zn** e Cu*. A massa molecular da MTGase
de Streptoverticillium S-8112 foi estimada em 40 kDa, apresentando uma Unica cadeia
peptidica. Esta massa molecular correspondeu a metade da massa determinada para a
transglutaminase extraida de figado de porquinhos da india. Os autores estudaram,
também, a atuacdo da MTGase de Streptoverticillium S-8112 em peptideos sintéticos para
formacao de acidos hidroxamicos. A MTGase ndo atuou nos substratos CBZ-GIn, CBZ-Asn-
Gly e CBZ-GIn-Gly, apresentando especificidade de substratos diferente da enzima

derivada de porquinhos da india.

A transglutaminase da linhagem de Streptoverticillium S-8112, foi seqlienciada
(KANAJI et al. 1993) sendo verificada uma estrutura composta por 331 aminoacidos em
uma Unica cadeia peptidica, contendo um residuo de cisteina com um grupo tiol livre,
essencial para a atividade enzimatica. A estrutura secunddria apresentou conformagao
globular. A massa molecular da MTGase foi estimada em 37,86 kDa. Este trabalho
mostrou que a enzima proveniente do microrganismo apresenta estrutura muito distinta

da enzima obtida de porquinhos da india.

LU et al. (2002), caracterizaram a MTGase bruta de S. mobaraense WSH-72, sendo
verificado que a enzima é estdvel de 20°C a 40°C, sendo rapidamente inativada em
temperaturas superiores a 50°C e a temperatura otima de atividade foi de 52°C. A
atividade de MTGase foi elevada na faixa de pH 5,0 a 7,0. O ion Zn** e N-etilmaleimida
(NEM) inibiram a atividade de MTGase, sugerindo que a enzima apresenta grupos sulfidril

envolvidos na reagdo catalitica.
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KOBAYASHI et al. (1998), caracterizaram a transglutaminase purificada obtida de
esporos de Bacillus subtilis AJ12866. Esta enzima apresentou massa molecular de
aproximadamente 23 kDa. O ion ca® (nas concentracdes de 2 e 5 mM) ndo elevou a
atividade da transglutaminase e o EDTA (na concentracdo de 10 mM) ndo inibiu a
atividade enzimdtica. N-etilmaleimida (NEM) e o ditiotreitol (DTT) inibiram fortemente a
enzima, indicando a presenca de um grupo sulfidril que participa da reacdo enzimatica. A
temperatura 6tima de atividade da TGase foi de 50°C, sendo que a 80°C nao foi
identificada atividade enzimatica e o pH étimo foi de 8,0, sendo a enzima inibida abaixo de

pH 5,0 e acima de pH 9,0.

A linhagem de Bacillus subtilis AJ1307 foi isolada por SUZUKI et al. (2000) e
apresentou elevada atividade de MTGase. A enzima foi produzida por fermentacao,
purificada e caracterizada. A temperatura 6tima de atividade da MTGase foi de 60°C e o
pH 6timo de atividade de 8,2. A massa molecular da MTGase foi estimada em 29 kDa,
valor inferior ao da MTGase de Streptoverticillium sp. S-8112, que apresentou 37,9 kDa

(KANAJI et al., 1993).

A transglutaminase produzida pela linhagem de Actinomadura sp. T-2 apresentou
mais de 80% de atividade residual apds 10 minutos de incubagdo a 37°C na faixa de pH de
5,0 a 9,0, sendo o pH étimo de 8,0. A temperatura 6tima de atividade foi de 45°C, sendo
gue a enzima apresentou boa estabilidade em temperaturas abaixo de 45°C. A MTGase de
Actinomadura sp. apresentou atividade mesmo na auséncia de ions calcio, sendo,
portanto, calcio independente. Quanto a habilidade de formar gel em solucdo de
proteinas, foi observado que esta MTGase pode atuar sobre albuminas, caseinas, gelatina,
hemoglobina, proteinas da soja, porém ndao atuou sobre as proteinas da gema do ovo

(KIM et al., 2000).

HO et al. (2000) estudaram a producdo, purificacdo e caracterizacio da
transglutaminase obtida pela fermentacdo da linhagem Streptoverticillium ladakanum. A
MTGase purificada apresentou pH 6timo na faixa de 5,0 a 6,0 e pH de estabilidade na faixa

de 5,0 a 7,0. A temperatura 6tima de atividade da MTGase foi de 40°C, sendo estavel até
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35°C. Esta enzima purificada ndo foi inibida por EDTA, porém sua atividade foi inibida
pelos cations Cu®’, Zn**, Hg**, Ni**, Co®" e Cd*". Os cétions K', Na*, Ca®", Mn** e Mg**

elevaram a atividade da MTGase.

A linhagem de Streptomyces hygroscopicus isolada por CUI et al. (2007a)
apresentou elevada atividade de transglutaminase sendo que a enzima purificada
apresentou massa molecular de 38 kDa e temperatura de atividade 6tima entre 37°C e
45°C apresentando boa estabilidade quando incubada por 30 minutos a 40°C. A faixa de
pH étimo de atividade da MTGase foi de 6,0 a 7,0 apresentando boa estabilidade na faixa
de pH de 4,5 a 9,0. A MTGase desta linhagem de Streptomyces foi fortemente inibida
pelos cations Cu?, Zn**, Hg*", Pb*" (os quais reagem preferencialmente com grupos tiol) e

Fe**, ndo sendo inibida por Na*, K*, Ca®*, Mg**, Ba**, Mn*" e Co™".

A transglutaminase recombinante de Streptoverticillium platensis foi purificada e
caracterizada por LIN et al., 2008. Os autores verificaram que o pH 6timo de atividade da
MTGase recombinante purificada foi de 5,0 - 6,0, sendo estavel na faixa de pH de 4,0 a 8,0
por 30 minutos a 37°C. A temperatura o6tima de atividade da transglutaminase
recombinante foi 50°C, sendo estavel até a temperatura de 55°C durante 30 minutos de
incubacdo. Esta MTGase ndo apresentou dependéncia na atividade de ions cdlcio e a
presenca de grupos tidis no sitio ativo foi sugerido pela forte inibicdo da atividade da
MTGase recombinante por ions Zn**, Cu**, Hg*" e por p-cloromercuribenzoato (PCMB). A

massa molecular foi estimada em 40 kDa.

Desta forma, as diferentes fontes de transglutaminase podem apresentar
diferentes caracteristicas bioquimicas, sendo que a enzima obtida de microrganismos, em
geral, apresenta uma ampla faixa de pH de estabilidade (pH 5,0 a 8,0), a temperatura de
estabilidade esta em torno de 40°C, e a temperatura 6tima em torno de 45°C, sendo que
apresentam atividade enzimdatica a temperaturas baixas. As transglutaminases
microbianas apresentam massa molecular em torno de 38kDa, a qual é inferior a massa
molecular da transglutaminase purificada de porquinhos da india. As transglutaminases

também apresentam variagGes quanto a especificidade em relacdo ao substrato
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dependendo da fonte. Estas caracteristicas bioquimicas permitem que a MTGase seja
aplicada em produtos variados tanto na industria de alimentos quanto em outros ramos

de atuacao.

A estabilidade térmica da transglutaminase pode ser aumentada através da
aplicacdo de estabilizantes. CUI et al. (2007b) avaliaram o efeito da aplicacdo de polidis e
outros compostos (sorbitol, glicerol, sacarose, maltodextrina, PEG 6000 e fucose) na
estabilidade térmica da MTGase de Streptomyces hygroscopicus. A MTGase foi incubada
na presenca dos diferentes compostos a 50°C por 30 minutos, na concentra¢do de 10%
(com excec¢do do PEG 6000 que foi aplicado na concentracdo de 0,8 mol/L), sendo que o
glicerol e o sorbitol apresentaram o maior efeito na estabilidade térmica da enzima, sendo
preservada cerca de 75% da atividade enzimatica em comparagao a 35% quando a enzima

foi incubada nas mesmas condigdes sem aditivos.

O efeito do etanol na estabilidade e nas alteragdes conformacionais da estrutura
da MTGAse de Streptomyces hygroscopicus em solucdo aquosa contendo etanol foi
estudado por CUI et al. (2008). Os pesquisadores evidenciaram que a enzima em solucdo
aquosa com 10% de etanol teve sua atividade elevada cerca de 20%, apds incubacao por
60 minutos a 25°C e que solugdes enzimaticas com 50% de etanol levavam a reducdo da
atividade de MTGase em torno de 84%, sendo observado que em concentracdes acima de
30% de etanol a estabilidade da MTGase foi reduzida por mudancgas conformacionais na
estrutura molecular. A fim de avaliar o aumento da estabilidade da MTGase em solugdes
aquosa contendo etanol, foram avaliadas a adicdo de substancias estabilizadoras (célcio,
glicerol, sacarose, sorbitol e PEG 6000). O PEG 6000 foi o estabilizador que apresentou
maior efeito na solugdo de MTGase com 50% de etanol, sendo que 40% da atividade

enzimatica foi preservada.

Desta forma, é possivel aprimorar a estabilidade térmica da MTGase em meio
aquoso ou em solugdes aquosas em presenga de etanol, a qual pode ser utilizado como

meio reacional para a MTGase atuar em proteinas ndo sollveis em dgua, mas sollUveis em
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solugdes aquosas de solventes organicos (CUI et al., 2008), ampliando as possibilidades de

aplicacdo industrial da MTGase.

1.2.2. Aplicagbes industriais da TGase

Os agregados protéicos gerados pela acdo da transglutaminase sdo de interesse
para as industrias alimenticias, pois podem elevar o valor nutricional de produtos
protéicos, devido a incorporagdo de aminodcidos. Segundo YOKOYAMA et al. (2004), os
aminodcidos agregados pelas ligacbes cruzadas catalisadas pela MTGase podem ser
metabolizados por enzimas enddgenas. O aprimoramento das caracteristicas reoldgicas de
produtos protéicos também é de grande interesse (MOTOKI e Seguro, 1998; YOKOYAMA
et. al, 2004). Um fato importante é a enzima apresentar atividade mesmo a baixas
temperaturas (ANDO et al.,, 1989), o que pode ser um diferencial para determinados

produtos em que a aplicagdo de calor é indesejada.

A transglutaminase pode ser utilizada na reestruturagao de carnes ao formar
ligacGes cruzadas entre as proteinas de diversos pedacos pequenos. Este processo nao
necessita de adicdo de cloreto de sédio e nem de fosfatos, fato positivo para a saude do
consumidor (YOKOYAMA et al., 2004). Esta propriedade tem chamado a aten¢do nao
somente das inddstrias alimenticias, mas também de chefes de cozinha que utilizam a
enzima para unir carnes de diversos sabores, inclusive agregando pescados a carne
bovina. Na fabricagao de produtos lacteos, a MTGase é capaz de formar géis de caseina
firmes e resistentes a temperatura, com boa retencdo de agua, o que é atrativo para
producdo de iogurtes e flans. Em sorvetes e queijos a aplicacdo da enzima possibilita a

reducdo do teor de gorduras ou de sélidos ndo gordurosos (YOKOYAMA et al., 2004).

Na producdo de iogurte a base de leite caprino, a aplicacdo da transglutaminase

apresenta-se como uma alternativa tecnoldgica para aprimorar a textura do produto, o
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qgual apresenta baixa consisténcia quando comparado ao produto de origem bovina.
FARNSWORTH et al. (2006) aplicaram MTGase comercial no tratamento de leite de cabra
reconstituido utilizado na formulagdao de iogurte com probidticos. A consisténcia do
produto foi significativamente melhorada e a sinerese reduzida, além da sobrevivéncia da

cultura probidtica ndo sofrer interferéncias negativas.

A aplicacdo da transglutaminase em produtos derivados do leite também
apresenta importancia nas formulagdes em que parte do leite é substituida por soro de
leite (uma pratica importante para reducdo dos descartes de efluentes e reducdo de
custos). A TGase, pode melhorar a textura de produtos como iogurtes, além de reduzir a
sinerese, sem a necessidade de adicdo de hidrocoldides ou outras matérias solidas
(LORENZEN et al, 2002). GAUCHE et al. (2009) observaram que a aplicacdo de TGase em
iogurtes formulados com 20% e 30% de soro de leite liquido reduziu a sinerese do produto
em relacdo ao iogurte de mesma formulagdo sem o tratamento enzimatico. A consisténcia
do iogurte contendo 20% de soro de leite liquido foi similar a do produto contendo apenas

leite sem tratamento enzimatico.

Para produtos a base de peixe, a transglutaminase estd relacionada ao processo
conhecido como suwari, no qual uma pasta consistente é formada a baixa temperatura.
Tanto a enzima enddgena quanto a MTGase podem atuar nas proteinas gerando a
consisténcia desejada para os produtos (YOKOYAMA et al., 2004). Como exemplo de

produtos que podem ser produzidos por este processo tem-se o surimi e kamaboko.

Na fabricacdo do tofu, um produto a base de soja curado, a MTGase pode ser
utilizada para elevar a vida util do produto, tornando o gel mais resistente a acdo da
temperatura utilizada no processo de fabricagdo (YOKOYAMA et al., 2004). Em macarrdo
tipo noodles e outras massas, a MTGase previne modificacdes drasticas na textura da
massa durante cozimento, além de aprimorar a for¢a do produto. Em massas para pao, a
enzima melhora o volume do produto quando utilizado na producdo da massa

(YOKOYAMA et al., 2004).
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A aplicacdo da transglutaminase na producdo de produtos carneos, reestruturados
ou emulsionados, é de grande interesse visto que as liga¢cdes cruzadas formadas entre as
proteinas da carne permitem a obtencdo de produtos com textura aprimorada e sem a
necessidade de adicdo de fosfatos, coadjuvante que retém agua melhorando a textura e
suculéncia de produtos carneos. O efeito da TGase nos produtos carneos depende da
variedade de carne, desta forma a especificidade de substratos desta enzima tornam sua
acdo diferente nas proteinas de carne de porco, frango ou carne bovina (AHHMED et al.,
2009). MUGURUMA et al. (2003) evidenciaram que a incorporacdo de proteinas de soja e
leite, modificadas pela acdo da transglutaminase, em lingliica de frango aprimoraram sua

textura com a redugdo da concentracdo de tripolifosfato de sédio na formulacao.

Na producdo de microcdpsulas por coacervacdao complexa, é interessante que a
capsula seja fortalecida. Este processo é conhecido como cross-linking ou hardening.
DONG et al. (2008) avaliaram a aplicagdo de transglutaminase como agente para formacao
de ligacdes cruzadas entre os polimeros que formam a parede de microcdpsulas esféricas
multinucleadas, sendo que estas apresentaram caracteristicas similares a apresentadas
pelos agentes tradicionais e apresentando a vantagem de ndo interferir no sabor e nao ser

toxica.

CORTEZ et al. (2007) avaliaram a aplicacdo de MTGase para enxertar proteinas de
seda em fibras de algoddo e observaram a elevacdo da forca dos fios do tecido (o que
eleva a longevidade do mesmo) bem como o aumento da maciez do tecido em

comparagao a tratamentos semelhantes comercialmente disponiveis no mercado.

A transglutaminase apresenta aplicacdo na engenharia de tecidos humanos, nao
sendo utilizada diretamente no crescimento destes tecidos, mas sim na producdo de
matrizes protéicas (de coldgeno ou gelatina), suportes para o seu desenvolvimento (ZHU

& TRAMPER, 2009).
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11.3. Material e métodos

I.3.1. Caracterizagdao bioquimica da MTGase bruta de Streptomyces sp. P20

11.3.1.1. Preparo do extrato enzimatico

Para a producdo de transglutaminase a linhagem de Streptomyces sp. P20 foi
fermentada em reator de bancada de 6L contendo 2,7 L de meio de cultivo composto de
2,5% de extrato de farinha de soja (preparado conforme descrito no item 1.3.3.3), 2% de
amido de batata, 1% de peptona, 0,1% de glicose, 0,4% de KH,PO4; e 0,2% de MgSO,
ajustado para pH 7,0. O reator foi inoculado assepticamente com 300 mL de pré-indculo
preparado conforme descrito no item 1.3.3.3 e a fermentacdo foi realizada a 26°C, 150 rpm
e 1,1 vvm, durante 86 horas. O meio de cultivo foi centrifugado a 9630 x g por 10 minutos

a 5°C e o sobrenadante foi liofilizado e mantido a -4°C.

11.3.1.2. Temperatura étima de atividade da MTGase

A temperatura 6tima de atividade da MTGase de Streptomyces sp. P20 foi avaliada
a5, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70°C. O pH da reacdo foi mantido em 6,0 que é
o valor de referéncia da literatura para medida de atividade. Como foram obtidas duas

faixas de pH 6timo de atividade, o ensaio foi realizado também em pH 9,0.

Uma aliquota de 400 pL de solugdo de extrato enzimatico (0,01 g/mL) em tampéo
citrato 0,2 M, pH 6,0 foi adicionada a 75 pL de solugdo CBZ-glutaminil-glicina (Sigma
C6154-1G) 30 mM, 25 pL de solugdo de hidroxilamina 0,1 M. Os tubos de ensaio foram

85



incubados nas diferentes temperaturas por 60 minutos. Em seguida, os tubos de ensaio
foram transferidos para banho de gelo e 500 pL de solucdo acida de FeCl; e TCA
(preparada conforme descrito no item 1.4.1.1). foi adicionado aos tubos de ensaio. A
absorbancia das solucdes foi medida a 525 nm em espectrofotometro (DUEI 640, Beckman
Coulteryy) e a atividade enzimatica calculada como pmol de acido hidroxamico formado
por minuto por mL de enzima usando curva padrdo obtida com L-acido glutamico-y-acido
monohidroxamico e expressa em termos de atividade relativa. Os ensaios foram

realizados em triplicatas.

11.3.1.3. pH étimo de atividade da MTGase

O pH 6timo de atividade da MTGase da linhagem de Streptomyces sp. P20 foi
avaliado em pH 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 9,0 e 10,0. Para os valores de pH 3,0 a
6,5 foi utilizado tampdo citrato, 0,05M. Para os valores de pH de 7,2 a 9,0 foi utilizado

tampao TRIS-HCI, 0,05M e para o pH 10,0 foi utilizado tampao bérax — NaOH , 0,05 M.

Uma aliquota de 400 pL de solugdo de extrato enzimatico (0,01g/mL) em tampao
com pH a ser avaliado foi adicionada a 75 pL de solugdao CBZ-glutaminil-glicina (Sigma
C6154-1G) 30mM, 25uL de solugdo de hidroxilamina 0,1M. Os tubos de ensaio foram
incubados a 37°C por 60 minutos. Em seguida, os tubos de ensaio foram transferidos para
banho de gelo e 500 uL de solugdo acida de FeCls e TCA (preparada conforme descrito no
item 1.4.1.1) foi adicionada a reacdo. A absorbancia das soluc¢des foi avaliada a 525nm em
espectrofotébmetro (DUD 640, Beckman Coultery) e a atividade enzimatica calculada

como descrito anteriormente. Os ensaios foram realizados em triplicatas.
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11.3.1.4. Delineamento experimental para determinagdio do pH e

temperatura 6timo de atividade da MTGase.

Para verificar se o efeito da interacdo entre pH e temperatura de incubacdo da
enzima apresentava interferéncia na atividade enzimatica, foi realizado um delineamento
fatorial completo, com 3 pontos centrais. As varidveis foram codificadas de acordo com a
equacdo (Il.1), onde x; é a variavel codificada, X; é a varidvel natural , X, é a variavel
natural no ponto central, e AX; é faixa de variacdo entre as variaveis. As variaveis e seus
niveis estdao detalhados na Tabela 15. Os valores das varidveis aplicados a cada nivel do
estudo foram baseados nos resultados obtidos nos ensaios univariados descritos

anteriormente.
— i 0
X =——" (I - 1)

Desta forma, foram realizados 4 ensaios referentes ao delineamento fatorial, 4
ensaios referentes aos pontos axiais e 3 ensaios no ponto central, totalizando 11
experimentos. Os efeitos das variaveis, lineares e quadraticos, e de suas interacdes foram

avaliados quanto a significancia estatistica com 95% de confianca.

Os efeitos significativos foram utilizados para compor um modelo matematico
capaz de prever a atividade de MTGase dentro das faixas de pH e temperatura estudadas.
Este modelo foi avaliado quanto a sua significancia estatistica através da analise de
variancia (ANOVA) e foi calculado o coeficiente de multipla correlacdo (R?) para verificar
guanto da variabilidade das respostas sdo previstas pelo modelo. Todas as andlises

estatisticas foram avaliadas com auxilio do software Statistica 7.0.
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11.3.1.5. Temperatura de estabilidade da MTGase

A temperatura de estabilidade da MTGase de Streptomyces sp. P20 foi avaliada a 5,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70°C. O pH da reac¢do foi mantido em 6,0 que é o

valor de referéncia da literatura para realizagao da medida de atividade.

Aliquotas de 400 pL de solucdo de extrato enzimatico (0,01g/mL) em tampdo
citrato 0,2 M, pH 6,0 foi incubada nas diferentes temperaturas por 30 minutos. Em
seguida, foram adicionados 75 pL de solucdo CBZ-glutaminil-glicina (Sigma C6154-1G) 30
mM, 25 L de solugdo de hidroxilamina 0,1 M e os tubos de ensaio foram incubados por
60 minutos a 37°C. Os tubos de ensaio foram, entdo, transferidos para banho de gelo e
500 pL de solucdo acida de FeCl; e TCA (preparada conforme descrito no item 1.4.1.1) foi
adicionada as misturas de reacdo. A absorbancia das solucdes foi avaliada a 525nm em
espectrofotébmetro (DUD 640, Beckman Coulterry) e a atividade enzimatica residual

calculada como descrito anteriormente. Os ensaios foram realizados em triplicatas.

Foi estudada a influéncia de L-cisteina, L- glutationa e PEG 6000 na estabilidade
térmica da MTGase de Streptomyces sp. P20. Aliquotas de 200 uL de solucdo de extrato
enzimatico bruto (0,02g/mL) em tampdo citrato 0,2M, pH6,0 e 200 uL de solucdo de L-
cisteina, L-glutationa e PEG 6000, na concentracdo final de 10mM foram incubadas a 35,
40, 45, e 50°C por 30 minutos. Em seguida a atividade residual foi determinada
adicionando-se 75ul de solugdao CBZ-glutaminil-glicina 30mM e 25uL de solugdo de
hidroxilamina 0,1M. Os tubos de ensaio foram incubados a 37°C por 60 minutos. Os
ensaios foram realizados em triplicatas. Como controle foi determinada a atividade de
MTGase da solucdo de exrato enzimdtico bruto sem adicdo de reagentes. A atividade
residual foi determinada conforme descrito anteriormente. Os resultados foram
analisados estatisticamente pelo teste de Tukey, realizado com auxilio do software

MINITAB" 14.1.
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11.3.1.6. pH de estabilidade da MTGase

A faixa de pH de estabilidade da MTGase de Streptomyces sp. P20 foi avaliada em
pH 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0 e 9,0. Para os valores de pH 3,0 a 6,5 foi utilizado
tampao citrato, 0,05M. Para os valores de pH de 7,2 a 9,0 foi utilizado tampao TRIS-HCI,
0,05M.

Aliquotas de 200 pL de solugdo de extrato enzimatico (0,02g/L) em diferentes
solugdes tampdo foram incubadas a 25°C por 30 minutos. Em seguida, foram adicionados
75 pL de solugao CBZ-glutaminil-glicina (Sigma C6154-1G) 30mM, 25pL de solugdo de
hidroxilamina 0,1M e 200 pL de tampdo citrato 0,2M com pH 6,0. As misturas de reacdes
foram incubadas a 37°C por 60 minutos, e em seguida, os tubos de ensaio foram
transferidos para banho de gelo e 500 uL de solucdo acida de FeCls e TCA (preparado
conforme descrito anteriormente) foi adicionada aos tubos de ensaio. A absorbancia das
solugdes foi avaliada a 525nm em espectrofotometro (DUD 640, Beckman Coulteryy) e a
atividade enzimatica residual calculada da mesma forma descrita anteriormente. Os

ensaios foram realizados em triplicatas.

11.3.1.7. Inibidores e ativadores da MTGAse

O efeito de alguns sais e compostos inibidores na atividade enzimatica da
transglutaminase de Streptomyces sp. P20 foi avaliado pela incubacdo de aliquotas de
200pL de solugdo de extrato enzimatico bruto em tampao citrato 0,2M pH 6,0, contendo
10,0, 1,0 e 0,1 mM dos compostos EDTA, L-cisteina, L- glutationa, ZnCl,, CoCl,, CuSQO,,
BaCl,, FeCls, KCI, MnCl,, MgS0,, HgCl,, PEG 6000, CaCl, e NaCl, por 30 min a 25°C. Em

seguida a atividade residual de MTGase foi determinada adicionando-se 75 pl de solucdo
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de CBZ-glutaminil-glicina 30 mM e 25 UL de solugdao de hidroxilamina 0,1M e 200pL de
tampao citrato 0,2M pH6,0. Os tubos de ensaio foram incubados a 37°C por 60 minutos e
em seguida, transferidos para banho de gelo e 500 pL de solucdo acida de FeCl; e TCA
(preparado conforme descrito anteriormente) foi adicionada aos tubos de ensaio. A
absorbancia das solucdes foi medida a 525nm em espectrofotémetro (DUD 640, Beckman
Coulterty) e a atividade enzimatica residual foi calculada conforme descrito

anteriormente. Os ensaios foram realizados em triplicatas.

1.3.2. Aplicagdo da enzima MTGase de Streptomyces sp. P20

11.3.2.1. Aplicagdo da MTGase na reestruturac¢do de pedacos de carne bovina

A preparacdo bruta de MTGase obtida por fermentacdo de Streptomyces sp. P20
foi aplicada em cubos de carne bovina, a fim de avaliar sua capacidade de unir os pedacos
de carne. Os resultados da reestruturacdo foram comparados com o efeito da enzima
comercial (Activa® TG-BP, Ajinomoto Co.) e com o controle, no qual ndo foi aplicada

enzima.

A enzima comercial e a produzida pelo microrganismo em estudo foram aplicadas

aos pedacos de carne na forma de solugdo aquosa.

Para a utilizacdo das enzimas em solu¢do aquosa, foram preparadas solucdes de
extrato enzimatico bruto de MTGase de Streptomyces sp. P20 e de MTGase comercial
contendo 1 U/mL. Aliquotas de 10 mL de solucdo de MTGase de Streptomyces sp. P20 e de
MTGase comercial foram adicionadas as amostras de 10 g de carne bovina cortadas em

cubos de 1 cm de aresta e misturadas com bastdo de vidro, para obtencdo de 1 U/g de
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carne. Amostras controle foram preparadas utilizando-se agua destilada no lugar da

solucdo enzimatica.

As amostras de carne tratadas com as enzimas foram transferidas para sacos
plasticos (20 x 4 cm), o ar foi retirado das mesmas com uma bomba de vacuo e os sacos
foram fechados com barbante. As amostras foram incubadas a 37°C por 4 horas. Apds a
incubacdo os sacos plasticos foram abertos e a unido dos pedacos de carne crua foi

observada visualmente.

11.3.2.2. Aplicacdo da MTGase em proteina de soja texturizada

A proteina de soja texturizada foi previamente hidratada na propor¢ao soja:agua
destilada de 1:1 (m:v). A enzima comercial e a produzida pelo microrganismo em estudo

foram aplicadas aos pedacos de carne na forma de solugdo aquosa.

Para a utilizacdo das enzimas em solu¢do aquosa, foram preparadas solucdes de
extrato enzimatico bruto de MTGase de Streptomyces sp. P20 e de MTGase comercial
contendo 1U/mL. Aliquotas de 10 mL de solucdo de MTGase de Streptomyces sp. P20 e de
MTGase comercial foram adicionadas as amostras de 10 g de proteina de soja texturizada
umedecida e misturadas com bastdo de vidro, para obtengdo de 1 U/g de soja texturizada.
Amostras controle foram preparadas utilizando-se agua destilada no lugar da solugdo

enzimatica.

As amostras de proteina de soja tratadas com as enzimas foram transferidas para
sacos plasticos (20 x 4 cm), o ar foi retirado dos mesmos com uma bomba de vacuo e os
sacos foram fechados com barbante. As amostras foram incubadas a 37°C por 4 horas.
Apds a incubacdo os sacos plasticos foram abertos e a unido dos pedacos da proteina de

soja foi observada visualmente.
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11.4. Resultados e discussoes

I.4.1. Caracterizacao da MTGase bruta de Streptomyces sp. P20

1.4.1.1. Temperatura 6tima da atividade de MTGase de Streptomyces sp.

P20

A Figura II-1 ilustra que o extrato bruto de MTGase de Streptomyces sp. P20
apresentou duas fragdes com atividade de transglutaminase, sendo que a fragdo ativa em
pH 6,0 mostrou atividade 6tima a 35°C e a fragdo ativa em pH 9,0 mostrou atividade 6tima

a 40°C.
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Figura Il-1 - Temperatura 6tima de atividade da MTGase de Streptomyces sp. P20 em pH
6,0 e9,0.
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Os resultados obtidos para a temperatura 6tima da MTGase bruta de Streptomyces
sp. P20, tanto com a incubacdo em pH 6,5 quanto em pH 9,0, foi inferior a da MTGase
purificada obtida de Steptoverticillium S-8112 (ANDO et al., 1989) que apresentou
temperatura 6tima de atividade de 50°C, resultado semelhante ao obtido para a MTGase
purificada de de S. mobaraense WSH-Z2, que foi de 52°C (LU et al., 2002) e a MTGase
purificada de Bacillus subtilis, com temperatura 6tima de 50°C (KOBAYASHI et al., 1998).
MACEDO (2009) purificou e caracterizou a transglutaminase de Streptomyces sp. P20
obtida por fermentagdo. A temperatura oOtima da enzima purificada foi de 40°C,
levemente superior a temperatura obtida para a MTGase bruta em pH 6,5. A temperatura
otima da enzima apds a purificagdo pode sofrer alteragdes, devido a retirada de

componentes presentes no meio de cultura que influenciam este parametro.

A MTGase purificada de MTGase de Streptoverticillium Idakanum descrita por HO
et al. (2000) apresentou temperatura 6tima de atividade a 40°C enquanto que a MTGase
de Streptomyces hygroscopicus mostrou atividade 6tima entre 37°C e 45°C (CUI et al.,

2007a).

1.4.1.2. pH 6timo de atividade da MTGase de Streptomyces sp. P20

A Figura II-2 ilustra que o extrato enzimatico bruto de Streptomyces sp. P20
apresentou fracdes de MTGase com atividade 6tima em pH 6,5 e pH 9,0, sugerindo a
presenca de isoenzimas com caracteristicas de pH e temperatura 6tima de atividade

diferentes.
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Figura I1-2 - pH étimo de atividade da MTGase de Streptomyces sp. P20 a 37°C.

A enzima purificada de Streptomyces sp. P20 (MACEDO, 2009) apresentou pH
otimo de atividade na faixa de 6,0 a 6,5. Muitas MTGases descritas na literatura
apresentam atividade 6tima proxima a estes valores. As MTGases de Sreptoverticillium S-
8112 (ANDO et al., 1989) e Streptomyces hygroscopicus (CUIl et al., 2007a) apresentaram
atividade 6tima na faixa de pH 6,0 a 7,0; a enzima de Streptoverticillium ladakanum (HO et
al., 2000) mostrou atividade 6tima na faixa de pH 5,0 a 6,0. Em contraste a estes valores,
as MTGases das linhagens de Bacillus subtilis AJ1307 e Actinomadura sp. T-2

apresentaram atividade 6tima em pH 8,2 e 8,0, respectivamente (SUZUKI et al.,2000; KIM
et al., 2000).

MACEDO (2009) observou que a preparacao bruta de MTGase de Streptomyces sp.
P20 apresentou atividade étima em pH 6,5 e pH 9,0. Na purificacdo da enzima por
filtracdo em coluna de Sephadex G-75, concentracdo das fracGes ativas e novamente

filtracdo da amostra na mesma coluna, a fracdo de MTGase purificada apresentou

atividade 6tima em pH 6,5.
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11.4.1.2.1. Delineamento experimental para determinacdo do efeito da
interagdo da temperatura e pH na atividade da MTGase de

Streptomyces sp. P20

A Tabela II-1 apresenta os resultados obtidos no planejamento fatorial completo e

os niveis de estudo para as variaveis temperatura (T) e pH.

Tabela ll-1 - Variaveis codificadas e valores reais (em parénteses) das variaveis do
planejamento fatorial 2% com pontos axiais e centrais do estudo do efeito da temperatura
e do pH na atividade de MTGase

. . Atividade (U/mg de Atividade

Ensaio T(°C) extrato enzimético) Enzimatica

Relativa (%)
1 31,5 5,8 5,308 70,4
2 38,5 5,8 2,807 37,2
3 31,5 7,2 2,873 38,1
4 38,5 7,2 1,475 19,6
5 30 6,5 4,412 58,5
6 40 6,5 2,212 29,3
7 35 5,5 2,034 27,0
8 35 7,5 1,401 18,6
9 35 6,5 7,278 96,5
10 35 6,5 7,540 100,0
11 35 6,5 6,929 91,9

A Tabela 1I-2 apresenta os efeitos de cada variavel, bem como de suas interagdes e

a avaliagdo estatistica de cada efeito para verificacdo de suas significancias.
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Tabela II-2 - Efeitos estimados, erro padrao, Teste t-Student e p-valor para a atividade de
MTGase do delineamento fatorial completo 2.

Fator Efeito Desvio Padrao t(2) p-valor
Média/Interacdo* 7,249 0,177 40,982 0,000595
Temperatura (L)* -1,753 0,217 -8,090 0,014937
pH (L)* -3,637 0,258 -14,103 0,004990
Temperatura (Q)* -1,165 0,217 -5,379 0,032872
pH (Q)* -5,231 0,259 -20,287 0,002421
Temperatura x pH 0,552 0,306 1,801 0,213465

R? = 0,96, *Fatores com efeito significativo

Os p-valores calculados pelo software Statistica 7.0 indicam que todos os termos
lineares e quadraticos apresentam efeito significativo (com 95% de confianca) sobre a
atividade da enzima. A interacdo entre as varidveis ndo apresenta efeito sobre a resposta.
Desta forma, a equacdo II-2 apresenta o modelo estatistico com termos significativos,

codificados.

Atividade (U/mg de extrato enzimatico) = 7,25 -0,88.T -1,82.T% - 0,58.pH - 2,62.pH> (1-2)

O modelo estatistico foi avaliado através da ANOVA, cujos resultados estdo na
Tabela II- 3. Observou-se que a regressao foi significativa, visto que no teste de Fisher, o
Fealculado fOi maior que o valor tabelado. A falta de ajuste nao foi significativa a 95% de
confianca e o coeficiente de regressdo multipla foi de 0,96, indicando que o modelo
estatistico é capaz de justificar 96% da variabilidade das observacdes realizadas. Desta
forma, a equacdo 1I-2 pode ser utilizada para prever os valores de atividade de TGase, em
U/ mg de extrato enzimdtico, para reagdes incubadas dentro das faixas de pH e
temperatura avaliadas no planejamento, e para determinar o valor 6timo para estes

parametros, dentro da faixa estudada.

96



Tabela I1I-3 - Andlise de varidncia para a atividade de MTGase do planejamento
experimental fatorial completo 22 do estudo do efeito da temperatura e pH na atividade
de MTGase de Streptomyces sp. P20

Fat Somados Graus de Soma dos
ator Quadrados Iiberdade quadrados I:calculado I:tabelado
médios
Regressao 54,30 4,00 13,57 35,05 4,53
Residuos 2,32 6,00 0,39
Falta de Ajuste 2,14 4,00 0,53
Erro Puro 0,19 2,00 0,09 269 19,25
Total 56,62 10,00
R°=0,96

A Figura II-3 ilustra a superficie de resposta e as curvas de contorno para a
atividade de MTGase em fun¢do da temperatura e pH de incubacdo indicando que a
temperatura 6tima e o pH o6timo de atividade enzimadtica ocorrerdao em 35°C e 6,5
respectivamente. Estes resultados estdao compativeis com os valores obtidos nos ensaios

univariados, fato esperado, visto que o efeito da interagdo entre a temperatura e o pH foi
estatisticamente ndo significativo.

e Sl

Temperatura (T)

Figura II-3 - Superficies de resposta e curvas de contorno para o efeito da temperatura e
pH na atividade de MTGase de Streptomyces sp. P20.
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A faixa de pH estudada ndo permitiu avaliar a melhor temperatura para regices de
pH préximas ao valor 9,0. Como os resultados dos ensaios univariados foram similares
para as duas faixas de pH e como no planejamento fatorial completo 2° o efeito da
interagdo entre pH e temperatura ndo foi significativo, optou-se por realizar o

planejamento experimental apenas para esta faixa de pH.

11.4.1.3. Temperatura de estabilidade da MTGase de Streptomyces sp. P20

A Figura ll- 4 apresenta a atividade relativa residual de MTGase quando submetidas
a diferentes temperaturas por 30 minutos em pH 6,0. A enzima produzida por
Streptomyces sp. P20 apresentou 70% de atividade residual quando submetida a 30°C por
30 minutos, sendo que, quando submetida a temperaturas superiores a 35°C a enzima foi
inativada rapidamente, sendo que praticamente nao foi verificada atividade residual em

temperaturas acima de 50°C.
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Figura ll-4 - Temperatura de estabilidade da MTGase de Streptomyces sp. P20

A MTGase de Streptomyces sp. P20 purificada apresentou boa estabilidade até a
temperatura de 45°C, quando incubada por 30 minutos em pH 6,0, sendo que a incubacao
da enzima a 50°C por 30 minutos levou a perda de aproximadamente 80% da atividade
inicial (MACEDO, 2009). Desta forma, a purificacdo elevou a estabilidade térmica da
transglutaminase de Streptomyces sp. P20. A estabilidade térmica da MTGase purificada
de Streptomyces sp. P20 foi semelhante a da MTGase obtida pela linhagem de
Streptomyces hygroscopicus isolada por CUI et al. (2007a), que mostrou-se estavel até

40°C por 30 minutos.

A Figura II-5 ilustra o efeito dos reagentes PEG 6000, L-cisteina e L-glutationa, na
concentragao final de 10 mM, na estabilidade térmica da TGase de Streptomyces sp. P20.
Observou-se que os trés reagentes apresentaram efeito sobre a estabilidade térmica da
MTGase, além de exercer efeito ativador da enzima. A L-cisteina aumentou em 114% a
atividade inicial da MTGase, sendo que apds 30 minutos de incubacdo a 40°C a atividade
da MTGase foi superior a do extrato bruto sem adicdo das substancias. O efeito da L-
glutationa e do PEG 6000 também foram positivos em relacdo a estabilizacdo da MTGase

de Streptomyces sp. P20 a 40°C.

99



300

250

200 =

150

100

Atividade relativa residual de MTGase (%)
7

50

25 30 35 40 45 50 55

Temperaturade incubagdo (°C)

—4— Extrato Enzimatico --A-- Extrato enzimatico + PEG 6000

— @— Extrato enzimatico + L-cisteina ---B-- Extrato enzimatico +L- glutationa

Figura II-5 — Efeito dos compostos PEG 6000, L- cisteina e L-glutationa na estabilidade
térmica da MTGase de Streptomyces sp. P20

A Tabela II-4 apresenta as médias das atividades residuais relativas de MTGase de
Streptomyces sp. P20 e seus desvios padrdo. A comparacgao estatistica das médias (teste
de Tukey) apontou que ndo ha diferenca significativa, com 95% de confianca, entre os
resultados de atividade enzimdtica do extrato enzimatico bruto e do extrato enzimatico
bruto incubado com 10 mM de L-glutationa e PEG 6000, no entanto a L-cisteina
apresentou efeito significativo sobre a atividade residual enzimatica, sendo uma opcao
para aumentar a estabilidade térmica da transglutaminase. CUI et al. (2007b) observaram
que o PEG 6000, na concentra¢cdo de 0,8 mol/L, melhorou a estabilidade térmica da
MTGase de Streptomyces hygroscopicus WSHO03-13, incubada a 40°C por 30 minutos,
sendo a atividade residual cerca de 30% superior a observada para a MTGase incubada

sem aditivos.
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Tabela ll-4 - Atividades residuais relativas médias, desvios padrdes, intervalos de confianga
do estudo do efeito da adicdo dos compostos PEG 6000, L-cisteina e L-glutationa na
concentragao final de 10 mM na estabilidade da MTGase tratada a 40°C em pH 6,0.

Atividade relativa

Ensaio . Desvio padrao
residual
Extrato enzimatico 69,70° 5,95
Extrato enzimatico + PEG 6000 10mM 94,61° 4,05
Extrato enzimatico + L-cisteina 10 mM 183,20b 9,34
Extrato enzimatico + L-glutationa 10 mM 78,78° 12,18

1.4.1.4. pH de estabilidade da MTGase de Streptomyces sp. P20

A Figura Il-7 ilustra que a MTGase de Streptomyces sp. P20 apresentou maior
estabilidade na faixa de pH 6,0 a 9,0 apds incubagdo a 25°C por 30 minutos, mantendo

mais que 64% da atividade inicial.
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Figura 1l-6 - pH de estabilidade da MTGase de Streptomyces sp. P20.
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As transglutaminases produzidas por linhagens de Streptomyces sp. apresentam
estabilidade na faixa de 5,0 a 8,0 (ANDO et al., 1989; HO et al., 2000; CUI et al., 2007; LIU
et al., 2008; MACEDO, 2009). Assim a MTGase de Streptomyces sp. P20 apresentou
estabilidade em ampla faixa de pH, contudo, em pH baixos (menores que 4,0), a enzima

ndo é estdvel, podendo dificultar a aplicacdo em produtos alimenticios de alta acidez.

11.4.1.5. Inibidores e ativadores da MTGase de Streptomyces sp. P20

A Figura 1I-8 ilustra o efeito de diferentes sais e dos compostos PEG 6000, L-

cisteina, L-glutationa e EDTA na atividade de TGase de Streptomyces sp. P20.
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Figura 1l-7 — Efeito de diferentes sais e dos compostos EDTA, L-cisteina, L-glutationa e PEG
6000 na concentracdo final de 0,1; 1,0 e 10 mM na atividade de MTGase do extrato

enzimatico bruto.
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O HgCl, e o CuSO,4 foram inibidores da enzima nas trés concentra¢des avaliadas. O
MnCl, e 0 ZnSO4 também apresentou efeito inibitdrio na atividade enzimatica, no entanto
menos intenso que o HgCl, e o CuSO,. Os ions Hg**, Cu®* e Zn**, reagem preferencialmente
com grupos tiol sugerindo que a MTGase de Streptomyces sp. P20 apresenta na estrutura
de seu sitio ativo grupo tiol. ANDO et al. (1989), HO et al. (2000), SUZUKI et al. (2000), CUI
et al. (2007), LIU et al. (2008) relataram que a MTGase de linhagens de Streptomyces e

Streptoverticillium apresentam grupo tiol no sitio ativo.

Os ions Ca®', Ba**, Na*, K*, Fe**, Co®" e Mg®*, na concentracdo de 1 mM ativaram a
transglutaminase do extrato enzimatico obtido de Streptomyces sp. P20, no entanto, na
concentracdo final de 10 mM nas misturas de reagcdo, ndo afetaram ou inativaram a
enzima. Embora os ions Ca** tenham elevado a atividade da MTGase de Streptomyces sp.
P20, ele ndo foi essencial para a atividade enzimatica, indicando que a enzima é calcio
independente, tal como as demais transglutaminases microbianas caracterizadas para
outros microrganismos (ANDO et al., 1989; HO et al., 2000; SUZUKI et al., 2000; CUI et al.,
2007; LIU et al., 2008).

O complexante EDTA na concentragao final de 1 mM e 10 mM ativou a MTGase
cerca de 41% e 26%, respectivamente, mas na concentracdo de 0,1 mM inibiu a enzima

cerca de 10%.

Os compostos L-glutationa, PEG 6000 e L- cisteina nas concentragdes finais de 10
mM e 1mM ativaram a MTGase de Streptomyces sp. P20, sendo que na concentracdo de
0,1 mM nao houve diferenga significativa entre a atividade do extrato bruto e do extrato

adicionado dos compostos.

Entre os sais minerais e os compostos testados, o aminodacido L-cisteina, na
concentracdo de 1 mM apresentou maior efeito ativador da MTGase, sendo obtido

atividade 130% superior a enzima do extrato bruto sem adicdo de reagentes.
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A Tabela II-5 apresenta os valores médios de atividade residual relativa e os
desvios padrGes de cada ensaio, bem como o resultado do teste de Tukey para a diferenca

estatistica entre os resultados, com 95% de confianga.

Tabela II-5 - Atividade relativa residual média e desvios padrdes para os ensaios do efeito
de ativadores e inibidores da MTGase de Streptomyces sp. P20

Atividade relativa residual de MTGase

Concentragdo 10 mM 1Mm 0,1mM
Composto Média Desvio padrdo Média Desvio padrdo Média Desvio padrdo
Hgcl, 0° - 4,5° 1,5 0,2° 0,5
Cuso, 4,8° 0,7 7,8" 0,2 26,9™° 9,4
Znso, 46,6™™ 3,1 72,84" 7,0 86,9"™ 11,4
Mncl, 110,2 &Nk 9,0 82,0Mm 8,9 87,0™™ 9,4
EDTA 126,2 BNk 2,4 141,65 24,7 89,7 3,5
Cacl, 120,75 18,2 129,65k 1,5 99,9"" 2,3
BaCl, 109,0 " 6,7 148,9°cefen 19,2 89,17m 35,1
Nacl 121,5 "k 2,4 159,3°<°fe" 22,2 93,4 8,0
L-glutationa  122,6%"* 14,1 164,88 36,2 83,0 4,4
Kcl 122,9 *efenik 12,7 167,9°°% 27,1 100,9"™ 2,5
FeCl 67,2™ 10,2 180,5°°°% 0,2 100,0"™ 8,0
CoCl, 139,176 7,5 177,6°°° 37,4 104,88"M 1,3
PEG 6000 102,65"" 9,7 184,7°" 37,4 85,2™ 13,8
Mgso, 79,3%™ 1,6 207,2%° 6,7 102, 78" 22,3
L-cisteina 186,0° 15,2 233,3° 6,3 112,58 11,6
Controle 100,0"" - 100,0" - 100,0"™" -

A Tabela II-6 ilustra os resultados obtidos para o efeito de ions metalicos e EDTA na
ativacao ou inibigdo das transglutaminases de Streptomyces sp. P 20, Streptoverticillium S-
8112 (ANDO et al, 1989) e Streptomyces hygroscopicus WSH03-13 (CUI et al.,, 2007a) e
Streptomyces sp. P20 (MACEDO, 2009). O controle correspondeu a incubacdo da enzima

sem a adicdao de metais ou de EDTA.
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Tabela Il-6 — Efeito de ions metalicos e EDTA na atividade de transglutaminases de

Streptomyces sp.

% de atividade relativa de MTGase

Streptomyces Streptomyces sp. Streptoverticillium  Streptomyces
sp. P20 bruta P20 sp. S-8112 hygroscopicus
Ati (concentracdo purificada(MACEDO, purificada (ANDO WSHO03-13
ivadores e
inibidores dos ions de 10 2009) et al., 1989) purificada (CUI
mM) (concentracdo dos (concentracdo et al., 2007)
ions de 5 mM) dosionsde 1 (concentracao
mM) dosionsde 5
mM)
Controle 100 100 100 100
Ba** 109 123 94 110,6
ca** 121 112 100 107,9
Co* 139 118 99 90,8
cu* 4,8 21 84 9,5
Fe®* 67 97 89 10,3
mg* 79 83 102 109,1
Mn?* 110 115 89 111
Na* 121 118 95 105,2
Zn* 47 74 11 4,5
EDTA 126 70 111 103

O comportamento dos ions na atividade da MTGase de Streptomyces sp. P20 bruta

e purificada apresentam poucas variagdes, sendo a principal diferenca observada, o efeito

do EDTA na atividade enzimatica.

11.4.2.

11.4.2.1.

Aplicagdo da MTGase de Streptomyces sp. P20

Aplicagdao da MTGase na reestrutura¢ao de carne bovina

A Figura II-8 apresenta os resultados da aplicagdo da MTGase de Streptomyces sp.

P20 em comparag¢do com a enzima comercial Activa® TG-BP, ambas aplicadas em solucdo
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aquosa, e o controle, ao qual foi adicionado apenas agua destilada. Observou-se que no
controle, os pedacos de carne ndo apresentaram nenhuma aderéncia entre si, sendo que
0 bloco de carne se desfez ao ser retirado da embalagem plastica. As preparacdes de
MTGase de Streptomyces sp. P20 e da enzima comercial adicionadas nas amostras de

carne bovina, na concentracdo de 1U/g, mostraram efetivas, unindo os pedacos de carne.

(c) (d)

Figura 11-8 — Aplicagdo de MTGase em carne bovina

(a) Pedacos de carne sem tratamento; (b) Controle; (c) tratamento com Activa® TG-BP (1
U/g); (d) tratamento com MTGase de Streptomyces sp. P20 (1 U/g).
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11.4.2.2. Aplicagdo da MTGase na reestruturacao de proteina de soja

texturizada

A Figura II-9 ilustra a aplicagdo da TGase de Streptomyces sp. P20 e a TGase
comercial Activa® TG-BP na reestruturacdo de proteina texturizada de soja, aplicadas em
solugdao aquosa. Observou-se que na amostra controle, na qual foi adicionada apenas agua
destilada, ndo houve aderéncia entre os pedagos da proteina de soja, sendo que o bloco
se desfez ao ser retirado da embalagem plastica. A proteina texturizada tratada com
TGase comercial e de Streptomyces sp. P20, contendo 1U/g de proteina texturizada de

soja umedecida, apresentou boa aderéncia.

O bloco de proteina de soja formado no controle se desfez logo que o saco plastico
foi aberto. Os blocos tratados com as duas enzimas foram pressionados com o bastdo de
vidro para verificar a aderéncia entre os pedacos de proteina. Foi observado que a enzima
produzida pela linhagem de Streptomyces sp. P20 apresentou a capacidade de unir os

pedacos de proteina de soja texturizada, de forma similar a enzima comercial.
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(c) (d)

Figura 1l-9 - Aplicagdao de MTGase em proteina texturizada de soja

(a) Proteina de soja texturizada sem tratamento enzimatico; (b) Controle; (c) tratamento
com Activa® TG-BP (1U/g); (d) tratamento com TGase de Streptomyces sp. P20 (1U/g).
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11.5. Conclusoes

O extrato enzimatico bruto de Streptomyces sp. P20 apresentou atividade 6tima de
transglutaminase em pH 6,5 e 9,0, sugerindo a presenca de isoenzimas com pH 6timo de
6,5 e temperatura 6tima de atividade a 35°C e com pH étimo igual a 9,0 e temperatura

otima de atividade a 40°C.

No estudo do efeito da interagdo do pH e da temperatura na atividade de TGase,
utilizando delineamento experimental fatorial 22, foi verificado que n3o houve efeito de
interagao entre pH e temperatura, sendo a atividade 6tima da MTGase em pH 6,5 e

temperatura em 35°C.

A MTGase do extrato enzimatico bruto mostrou-se termossensivel, retendo cerca
de 50% da atividade inicial apdés 30 minutos de tratamento térmico a 40°C, sendo

inativada apds tratamento térmico a 50°C por 30 minutos.

A MTGase do extrato enzimatico bruto apresentou maior estabilidade na faixa de
pH de 6,0 a 9,0, sendo que reteve cerca de 65% da atividade na faixa de 6,0 a 7,5 e 100%

da atividade em pH 9,0 apds 30 minutos a 25°C.

A adicdo de L-cisteina, L- glutationa e PEG 6000, na concentracdo de 10 mM, ao
extrato enzimatico aumentou a estabilidade térmica da MTGase de Streptomyces sp. P20,
sendo que a L-cisteina apresentou maior efeito, aumentando cerca de 114% a atividade da
enzima em relagao ao extrato enzimatico controle sem adigdo do ativador, incubado nas

mesmas condicoes.

A MTGase de Streptomyces sp. P20 foi eficiente na reestruturacdo de pedacos de
carne bovina quando aplicada na concentragdo de 1U/g de carne. A aplicagdo da MTGase
do microrganismo em estudo foi eficiente também na reestruturacdo da proteina de soja,
sendo os resultados obtidos semelhantes ao resultado com aplicagdo da enzima

comercial.
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11.6. Sugestodes para trabalhos futuros

Estudos futuros envolvendo a aplicagdo desta TGase em carne de frango e suina,
bem como na elaboracdo de produtos mistos de proteina animal e vegetal podem ser

avaliados.
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