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RESUMO

SILVA, A. T. Obtencé&o e caracterizagdo de proteases proveniente de cepas de
bactérias isoladas do intestino do inseto adulto Rhynchophorus palmarum.
2024. Tese (Doutorado) — Instituto de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal

de Alagoas, Macei6, 2024.

A industria de alimentos é um dos pilares da economia brasileira, com o0s
laticinios se destacando como um dos setores mais relevantes. Nesse contexto, as
enzimas desempenham um papel crucial na producéo de laticinios, especialmente na
coagulacao do leite para a fabricacao de queijos. A busca por alternativas as enzimas
de origem animal tem impulsionado a pesquisa por coagulantes de origem microbiana,
destacando a importancia do estudo desses microrganismos para a producdo de
enzimas de interesse biotecnolégico na industria alimenticia. Nesse sentido, o
presente estudo se propos a utilizar cepas de Enterococcus faecalis e Klebsiella
variicola retiradas do intestino do inseto adulto Rhynchophorus palmarum para
obtencdo e caracterizacdo de proteases capazes de coagular o leite. Foram
preparados extratos enzimaticos das cepas bacterianas em tampdao Tris-HCI 50mM,
pH 8.0, e realizados ensaios de pH, temperatura, inibicdo, efeitos dos diferentes
substratos, eletroforese, zimografia e coagulacdo do leite em p6 desnatado. As cepas
de K. variicola e E. faecalis apresentam diferencas em seus parametros bioquimicos,
com atividades e caracteristicas distintas. Enquanto K.variicola mostra atividade em
AZOCASEINA e apresenta pH 6timo de 8 e temperatura 6tima de 50°C, a cepa de E.
faecalis exibe atividade em AZOCASEINA e SAAPFpNA, com pH 6timo entre 7, 8 e
9, e temperatura 6tima de 50°C. Em relac&o aos inibidores, K. variicola € inibida por
EDTA e DTT, enquanto E. faecalis é inibida por PMSF. Ambas as enzimas apresentam
temperatura 6tima de 50°C para atividade coagulante, mas diferem na concentracéo
proteica minima (0,5 pg para K. variicola e 10 pg para E. faecalis) e na concentracao
minima de célcio (2mM para K. variicola e 8mM para E. faecalis) para atividade
coagulante. Dessa forma, o estudo conclui que € possivel obter proteases proveniente
de cepas bacterianas da microbiota do inseto adulto R. palmarum capazes de
coagular o leite, destacando a viabilidade dessas fontes alternativas de coagulantes

na inddstria de laticinios.



Palavras-chaves: coagulantes do leite; caracterizacdo enzimatica, proteases

microbianas, Enterococcus faecalis e Klebsiella variicola.



ABSTRACTS

SILVA, A. T. Production and characterization of proteases from bacterial strains
isolated from the gut of the adult insect rhynchophorus palmarum. 2024. Thesis
(Ph.D.) — Institute of Pharmaceutical Sciences, Federal University of Alagoas, Maceio,
2024.

The food industry is a cornerstone of the Brazilian economy, with dairy products
standing out as one of the most significant sectors. Within this context, enzymes play
a crucial role in dairy production, particularly in the coagulation of milk for cheese
manufacturing. The search for alternatives to animal-derived enzymes has propelled
research into microbial coagulants, highlighting the importance of studying these
microorganisms for the production of biotechnologically relevant enzymes in the food
industry. In this regard, the present study aimed to use strains of Enterococcus faecalis
and Klebsiella variicola extracted from the gut of the adult insect Rhynchophorus
palmarum for the production and characterization of proteases capable of coagulating
milk. Enzymatic extracts from bacterial strains were prepared in 50 mM Tris-HCI buffer,
pH 8.0, and assays for pH, temperature, inhibition, effects of different substrates,
electrophoresis, zymography, and coagulation of skimmed milk powder were
conducted. The strains of K. variicola and E. faecalis displayed differences in their
biochemical parameters, with distinct activities and characteristics. While K. variicola
showed activity in AZOCASEIN and had an optimal pH of 8 and an optimal temperature
of 50°C, the E. faecalis strain exhibited activity in AZOCASEIN and SAAPFpNA, with
an optimal pH between 7, 8, and 9, and an optimal temperature of 50°C. Regarding
inhibitors, K. variicola is inhibited by EDTA and DTT, whereas E. faecalis is inhibited
by PMSF. Both enzymes have an optimal temperature of 50°C for coagulant activity,
but differ in the minimum protein concentration (0.5 pg for K. variicola and 10 pg for E.
faecalis) and minimum calcium concentration (2 mM for K. variicola and 8 mM for E.
faecalis) for coagulant activity. Thus, the study concludes that it is possible to obtain
proteases from bacterial strains of the microbiota of the adult insect R. palmarum
capable of coagulating milk, underscoring the viability of these alternative sources of

coagulants in the dairy industry.



Keywords: milk coagulants; enzymatic characterization; microbiais proteases;
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1 INTRODUCAO

A industria de alimentos é um pilar essencial da economia brasileira, sendo
uma das cadeias produtivas mais consolidadas e vitais do pais. Em 2017, o setor
registrou um faturamento expressivo de aproximadamente R$520,7 bilhdes,
correspondendo a 7,9% do PIB e a 20,1% do valor bruto da produg&o, demonstrando
sua importancia econémica (Viana, 2019). Entre os segmentos alimenticios, o0s
laticinios se destacam como o terceiro setor mais relevante, superado apenas pelos
derivados da carne e dos cereais e bebidas (ABIA, 2018; GDP, 2017).

O Brasil se posiciona como o quarto maior produtor mundial de leite in natura,
alcancando 950 milhdes de toneladas em 2022, segundo a Food and Agriculture
Organization of the United Nations (FAO), contribuindo significativamente para a
producdo agropecudria nacional (FAO, 2023). No entanto, a produgéo de laticinios
nao seria possivel sem o papel crucial das enzimas na industria, especialmente na
producdo de queijos, onde as enzimas coagulantes desempenham um papel
fundamental (Silva; Cortez, 2021).

A busca por alternativas as enzimas de origem animal, como a quimosina, tem
impulsionado a pesquisa por coagulantes de origem microbiana, tornando os
preferidos pela industria devido a sua semelhanc¢a na coagulacao do leite (Mcsweeney
et al.,, 2017; Tabayehnejad; Castillo; Payne, 2012). Contudo, a pesquisa enfrenta
desafios, como a menor especificidade dessas enzimas e alteragdes organolépticas
nos queijos. Estudos com microrganismos, como Aspergillus oryzae, Aspergillus flavo
furcatise e até mesmo Escherichia coli, tém buscado desenvolver enzimas
coagulantes especificas para a industria de laticinios, evidenciando o potencial dos
fungos e bactérias, especialmente do género Aspergillus e Bacillus, como fontes de
enzimas coagulantes (Kumar et al., 2010; Mohanty et al., 1999).

Por outro lado, a associacdo de insetos com microrganismos também é um
fenbmeno comum, sendo que cerca de 15 a 20% das espécies de insetos possuem
alguma forma de associagdo com microrganismos em seu intestino (Muhammad et
al., 2019). O intestino e as func¢des digestivas dos insetos representam um modelo
altamente informativo para compreender o seu metabolismo. Assim, a associacéo
com 0Ss microrganismos acaba apresentando um ponto crucial na digestdo e

aproveitamento de nutrientes em dietas complexas, contribuindo para a adaptacao e



17

sobrevivéncia dos insetos em diferentes ambientes (Hirose; Panizzi, 2009). O estudo
desses microrganismos pode ser fundamental para a producdo de enzimas de
interesse biotecnoldgico, abrindo portas para novas descobertas e aplicacdes na
industria alimenticia.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Industria de alimentos e laticinios

A industria de alimentos sempre teve um papel fundamental para a economia
do Brasil, sendo uma das cadeias produtivas mais tradicionais do nosso pais. De
acordo com a Associacao Brasileira da Industria de Alimentac&o (ABIA, 2019), no ano
de 2017, o setor alimenticio brasileiro faturou cerca de R$520,7 bilhdes, o que
corresponde a 7,9% do PIB daquele ano e a 20,1% do valor bruto da producé&o. Esse
desempenho robusto destaca a importancia e o impacto significativo que a industria
de alimentos tem na economia nacional (Viana, 2019). Também é o setor que mais
consome enzimas com finalidade biotecnolégica no mundo (Garg; Sehrawat; Yadav,
2016).

As enzimas sao essenciais em varias etapas e setores da producao alimenticia,
sendo amplamente utilizadas em panificacdo, em bebidas, suplementos dietéticos,
entre outros produtos. Devido as caracteristicas das enzimas em condi¢des
especificas (atividade catalitica, pH, temperatura, pressédo) resultando em maior
eficiéncia na conversao de produtos, a demanda por esse tipo de material vem
aumentando ao longo dos anos (Fernandes; Carvalho, 2016).

Na industria de alimentos, o setor de laticinios ocupa uma posicao de destaque
na economia brasileira, ficando em terceiro lugar, atras apenas dos setores de
derivados da carne, dos cereais e bebidas (chas e cafés), refletindo a importancia do
setor no panorama econdémico do pais (ABIA, 2018). Em 2022, o Brasil se destacou
como o quarto maior produtor mundial de leite in natura, alcancando a marca de 950
milhdes de toneladas (FAO, 2023). Essa producdo manteve-se relevante, estando
entre as seis atividades agropecuarias mais importantes, contribuindo com 5,15% do
valor bruto da producdo agropecuaria nacional (MAPA, 2024). No contexto da
industria de laticinios, as enzimas desempenham um papel crucial, aproveitando as
condicOes ideais para reacdes bioldgicas proporcionadas pela composicdo do leite
(Justina; Justina, Skoronsk, 2018). Esses dados ressaltam a significancia do setor de
laticinios no Brasil e a importancia das enzimas na sua cadeia produtiva.

O leite € uma das commodities agropecuarias mais importantes do Brasil e do
mundo, estando entre os produtos mais comercializados, tanto em termos de

guantidade quanto de valor agregado. Isso se deve ao fato do leite e seus derivados
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estarem presente no cotidiano de milhdes de pessoas em varias refeicbes do dia.
cerca de um bilhdo de pessoas dependem diretamente da cadeia produtiva do leite
para sua sobrevivéncia, com cerca de 600 milhdes delas trabalhando em fazendas
leiteiras e industrias de laticinios por todo o mundo. Isso significa que
aproximadamente 10% da populacdo global depende deste setor da agropecuaria e
industria alimenticia (GDP, 2017).

O aumento na demanda por produtos lacteos tem impulsionado mudancas na
gestdo do setor para atender a um mercado mais exigente. Esse avango foi possivel
gracas a investimentos governamentais, em conjunto com o Ministério da Agricultura
e as universidades, que proporcionaram suporte técnico e cientifico. Essas iniciativas
resultaram na criagdo do Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite
(PNQL), com o objetivo de elevar a qualidade dos produtos lacteos, garantir a saude

publica e aumentar a competitividade nos novos mercados (Silva; Cortez, 2021).

2.2 Leite

2.2.1 Aspectos gerais

O leite € uma mistura complexa e homogénea contendo diversas substancias,
sendo reconhecido como um alimento de excepcional valor nutritivo para os seres
humanos. Sua composicdo inclui lactose, gorduras, proteinas, sais minerais,
vitaminas, enzimas, entre outros componentes. Alguns desses componentes estdo
em emulsdo, como as gorduras e as substancias associadas, enquanto outros estao
em suspensao coloidal, como no caso das caseinas ligadas a sais minerais, e ainda
h& os que estdo em solucdo verdadeira, como lactose, vitaminas hidrossoliveis,
proteinas do soro e sais minerais (Pelczar Junior et al, 1997).

Devido a essa rica composicdo, o leite é considerado o mais nobre dos
alimentos e é indispenséavel para a alimentacdo de criangas, adultos e idosos, sendo
também, um meio de cultura riquissimo (Muller et al. 2002; Callefe; Langoni, 2015). O
leite por sua vez, é altamente suscetivel a alteracdes fisico-quimicas e a deterioracao
por microrganismos de diversas fontes (Tavares, 1996). A qualidade final do leite pode
ser influenciada por fatores intrinsecos, como a raca do animal, o periodo de lactacéo,
a dieta e o0 estado de saude do animal, aléem de fatores extrinsecos ao longo da cadeia
de producéo, como o manejo e higiene da ordenha, a velocidade e a temperatura de

resfriamento, o transporte e o armazenamento adequado (Walstra et al., 2005).
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Devido a esses fatores, ha uma preocupacao por parte de académicos, pesquisadores
e autoridades ligadas a saude e biotecnologia de alimentos em relacdo a qualidade
do leite. Isso se deve principalmente aos riscos de veiculagdo de microrganismos
patogénicos e deterioradores, o que pode comprometer a seguranca alimentar (Maciel
et al, 2003).

O Regulamento de Inspecédo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal Brasil (1980), estabelece quais os padrdes fisico-quimicos e microbiolégicos
que o leite deve ter quando destinado ao consumo, considerando impréprio todo e
qualquer produto que ndo atenda a esses padrdes. E importante salientar que o leite
ndo deve ser consumido no seu estado cru/ in natura, pois pode conter
microrganismos prejudiciais & salde humana. Nesse sentido, a Instrugdo Normativa
n°51, de 18 de setembro de 2002, foi criada para estabelecer os padrdes para o leite
pasteurizado, classificando-o como tipo A, B e C, de acordo com o grau de higiene na
ordenha, no resfriamento, no acondicionamento e no transporte do leite (De Moraes,
2002).

A pasteurizacao do leite tem como principal objetivo a destruicao total da flora
microbiana patogénica e da maioria dos agentes microbiolégicos, sem alterar
significativamente a constituicéo fisica, o equilibrio quimico, os elementos bioquimicos
e as propriedades organolépticas normais do leite, garantindo assim a sua qualidade
de conservacdo (Marth, 1985). Além disso, a obtencao higiénica do leite e as praticas
adequadas de manipulagéo, resfriamento e transporte sao fundamentais para manter

a boa qualidade microbioldgica e nutritiva do leite cru (Souza et al., 1995).

2.2.2 Proteina e outros componentes do leite

O leite é considerado uma secrecdo das glandulas mamarias, sendo uma
mistura viscosa de liquido e particulas em suspensao, formando uma emulséo natural
que permanece estavel em condigbes normais de temperatura ou refrigeracéo
(Sgarbieri, 2004). Sua composi¢cado pode variar de acordo com a estacdo do ano,
diferencas entre racas de animais, estagio de lactacdo e sistema de alimentacao,
contendo geralmente 87% de agua e 13% de solidos, dos quais aproximadamente
4,0% sdao gordura, 3,3% proteina, 4,6% lactose, além de minerais (0,7%) e vitaminas
(Sgarbieri, 2005). Podemos entéo observar na tabela 1 a composicéo padréo do leite

materno e do leite de vaca.
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Tabela 1 - Componentes encontrados no leite materno e bovino.

Composicao media Leite materno Leite bovino
Agua (g/L) 870 870
Proteinas (g/L) 16 35
Caseinas (g/L) 5a7 27
Lipidios (g/L) 35 35a40
Ac. graxos essenciais(g/L) 3,5 1
Carboidratos (g/L) 76 51
Lactose (g/L) 70 49
Minerais (g/L) 2,1 7
Vitaminas
C mg/100 mL 4 2,1
B1 pg/100 mL 16 40
B2 pg/100 mL 40 150
B12 pg/100 mL 0,18 0,5
A UI/200 mL 250 160
D UI/2100 mL 0,4a5,0 0,3a4,0
E pg/100 mL 1.000 60 a 15

Fonte: apud Vidal; Netto (2018).

Esses componentes mantém um equilibrio estavel entre si, essencial para a
identificacdo de problemas que possam alterar a composicao do leite. Uma reducéo
significativa na concentracdo de lactose ou solidos totais pode indicar adicdo
fraudulenta de agua apOs a ordenha, resultando em alteragdes detectaveis nas
propriedades fisicas do leite em laboratdrio. Essas variacdes afetam ndo apenas as
caracteristicas organolépticas, como cor, sabor, aroma e textura, mas também as
propriedades nutricionais e tecnoldgicas, impactando a capacidade do leite de ser
transformado em produtos lacteos seguros e de manter suas caracteristicas fisico-
quimicas, microbiolégicas e sensoriais ao longo de sua vida util (Vidal; Netto, 2018).

As proteinas do leite desempenham um papel fundamental como veiculos
naturais de nutrientes essenciais, fornecendo calcio, fésforo, aminoacidos e
componentes do sistema imunolégico, como imunoglobulinas e lactoferrina, ao recém-
nascido (Livney, 2010). Elas constituem a fragéo nitrogenada do leite, sendo divididas
em duas grandes classes: 80% de caseinas e 20% de proteinas do soro, como a (3-
lactoglobulina e a a-lactoalbumina, enquanto o outro grupo € composto por
substancias nitrogenadas nao proteicas como podemos ver na tabela 2 (Diaz

Gonzalez; Durr; Fontaneli, 2001).
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Tabela 2 - Contetudo das fragGes de proteinas presentes no leite.

Proteina Concentracao (g/L) % proteina total
Caseinas 24 — 28 80
as-caseinas 15-19 42
as1 12-15 34
as2 3-4 8
B-caseinas 9-11 25
K-caseinas 3-4 9
y-caseinas 1-2 4
Proteinas do soro 5-7 20
B-lactoglobulinas 2-4 9
a-lactoalbuminas 1-15 4
Proteoses-peptonas 0,6-1,8 4
Proteinas do sangue - 3
Albumina do soro 0,1-04 1
Imunoglobulinas 0,6-1,0 2

Fonte: apud Vidal; Netto (2018).

As proteinas do soro sdo aquelas que permanecem sollveis no soro do leite
apos a precipitacdo da caseina a um pH de 4,6 e temperatura de 20°C (Farrell JR et
al., 2006). Elas sao predominantemente globulares, altamente hidrofébicas e possuem
cadeias peptidicas densamente dobradas. Os principais componentes das proteinas
do soro sdo a a-lactoalbumina e a B-lactoglobulina (Phadungath, 2005).

Essas mesmas proteinas desempenham papéis essenciais na nutricdo e no
desenvolvimento do ser humano. A a-lactalbumina, segundo peptideo mais
abundante no leite bovino, representando de 15% a 25% do peptideo do soro, é de
facil digestao e funciona como subunidade da enzima lactose-sintetase, precursora
da biossintese de lactose no tecido mamario. Além disso, ela possui a capacidade de
se ligar a minerais, como calcio e zinco, potencialmente melhorando sua absorcao
(Kelleher et al. 2003; Lonnerdal, 2003).

Ja a B-lactoglobulina, é considerada o peptideo de maior quantidade do soro,
compreendendo de 45% a 57%, sendo bastante resistente a acédo de acidos e enzimas
proteoliticas no estbmago, tem sua absor¢do no intestino delgado. Com cerca de
25,1% de aminoacidos de cadeia ramificada, a B-lactoglobulina é também uma
importante transportadora de retinol materno para os filhotes (De Wit, 1998). Embora

sua funcao exata seja desconhecida, ela desempenha um papel crucial na nutricao.
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No entanto, quando ndo séo totalmente digeridas, algumas proteinas do soro podem
desencadear reacfes alérgicas, conhecidas como alergia as proteinas do leite, mais
comumente associada a B-lactoglobulina (Monaci et al., 2006).

Além disso, as proteinas do soro incluem uma variedade de outras substancias,
como albumina, imunoglobulinas, peptonas de protease, enzimas e proteinas com
funcdes metabdlicas especificas, como lisozima e lactoferrina. Essas proteinas
desempenham papéis essenciais no sistema imunolégico, na digestdo e na absorcao
de nutrientes, destacando a importancia das proteinas do soro para a saude e o

desenvolvimento adequado (Walstra, 1999).

2.2.3 Caseina

As caseinas, presentes no leite, desempenham uma funcgéo crucial na glandula
mamaria ao transportar calcio, fosfato e proteinas essenciais para os filhotes (De Kruif;
Holt, 2003). Representando cerca de 80% das proteinas do leite, as caseinas séo
fosfoproteinas com uma estrutura aberta e flexivel. Elas s&o relativamente
hidrofébicas e formam micelas com quatro subunidades principais (as1-, as2-, B- e k-
caseina), com diametros de 15 a 20 nm, conforme ilustrado na figura 1 (Silva et al.,
2019). Essas subunidades constituem aproximadamente 38%, 10%, 35% e 15% das
caseinas, respectivamente. Cada uma delas é composta por um nimero especifico
de residuos de aminoacidos (199, 207, 209 e 169, respectivamente), com pesos
moleculares distintos (23, 25, 24 e 19kDa, respectivamente). Além disso, as caseinas
contém aproximadamente 8% de fosfato de calcio coloidal (Dalgleish, 2011).

Aproximadamente 95% da caseina presente no leite esta na forma de micelas,
que sdo particulas coloidais responsaveis pela estabilidade térmica do leite (Fox;
Brodkorb, 2008). Essas micelas sdo estruturas complexas, compostas principalmente
por as1-, as2-, e B-caseina, nanoparticulas de fosfato de calcio coloidal e k-caseina,
esta Ultima localizada preferencialmente na superficie das micelas (Dalgleish, 2011).
O fosfato coloidal (CCP - colloidal calcium phosphate), que apesar do nome, nao é
composto apenas de fosfato calcico, mas também de citrato, magnésio e outros
elementos minerais. As micelas acabam adotando um formato esférico e um diametro
que varia entre 40 ym e 300 um ou mais, sendo também bastante hidratadas (Vidal;
Netto, 2018).
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Figura 1- Representacdo da estrutura da submicela e micela de caseina.
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Fonte: Adaptado de Test Kappa, 2010.

O arranjo da estrutura micelar das subunidades de caseina é crucial para a
digestdo do leite no estbmago e no intestino, além de conferir resisténcia aos
tratamentos térmicos industriais e estabilidade aos derivados lacteos durante o
armazenamento nas prateleiras do comércio varejista. Isso ocorre porque alteracoes,
principalmente na concentragao de k-caseina e de calcio ibnico do leite, podem levar
a formacéo de precipitados e perda dos produtos (Vidal; Netto, 2018).

A caseina as1 e as2 tende a precipitar em niveis muito baixos de calcio, embora
a as2 caseina seja a mais sensivel delas a precipitacao pelo Ca2+. Por outro lado, a
K-caseina, sendo uma glicoproteina com apenas um grupo fosfoserina, é estavel na
presenca de ions de célcio e desempenha um papel crucial na estabilidade da micela
de caseina. Ja a B-caseina, mais fosforilada que a k-caseina, é mais sensivel a altas
concentracdes de sais de calcio, embora seja menos sensivel a precipitacdo com

calcio do que as caseinas as1 e as2 (Walstra, 1999).
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2.3 Coagulacéo do leite

Quando a estrutura micelar se desfaz, as micelas se dissociam e a caseina se
torna insoltvel, formando um coagulo gelatinoso, que € a base para a producdo de
produtos lacteos ndo fluidos. Durante esse processo, a caseina e a gordura sao
concentradas, enquanto 0s outros componentes sdo removidos com o soro. Essas
mudancas ocorrem por meio de alteracdes fisico-quimicas nas micelas de caseina,
que podem ser causadas por acidificagdo ou por acdo enziméatica (Troch et al., 2017)

A coagulacao por acidificagdo € um processo biolégico que pode ser alcancado
de duas maneiras. Uma delas é através da acidificacdo biologica, na qual
microrganismos sdo adicionados ao leite para produzir enzimas que convertem a
lactose em &cido latico por meio da fermentacdo. A outra forma é pela adicdo direta
de acidos ao leite, como acido latico, &cido citrico ou glucona-d-lactona. Por outro
lado, a coagulacdo por hidrélise das micelas de caseina ocorre pela adicdo de
enzimas especificas, conhecidas como coalho ou coagulante, sendo esta ultima
abordagem mais amplamente empregada em comparacdo a coagulacdo acida. Os
coagulantes sdo geralmente enzimas obtidas do estdbmago de ruminantes e contém
duas enzimas principais, a quimosina e a pepsina (De Paula; De Carvalho; Furtado,
2009; Phadungath, 2005)

A coagulacao acida é um processo em que o pH do leite é reduzido, afetando
a solubilidade dos sais de calcio nas micelas de caseina. Isso faz com que o célcio e
os fosfatos migrem para a fase do soro, resultando na dissociacéo do fosfato de calcio
coloidal das micelas (Perry, 2004). Esse processo continua até o ponto isoelétrico da
caseina, que ocorre em pH 4,6, levando a desmineralizacéo das caseinas (figura 2).

Em condi¢des normais, o leite tem um pH de cerca de 6,6, 0 que faz com que
as micelas de caseina tenham uma carga liquida negativa, causando repulsédo
eletrostatica entre elas. Quando o pH é reduzido pela acidificacdo, os ions de
hidrogénio (H+) neutralizam as cargas negativas, reduzindo a solubilidade das
caseinas (Swaisgood, 2003; De Kruif; Holt, 2003).
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Figura 2 - Representagéo da coagulacdo acida por uma bactéria fermentadora de acido latico.
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Fonte: Adaptado de Kindstedt (2014)

A coagulacao do leite para a producdo de queijos € um passo importante que
envolve a adicdo de enzimas especificas, conhecidas como coalhos ou coagulantes.
O termo coalho é uma preparacao enzimatica extraida do abomaso dos bezerros, que
contém quimosina e pepsina. Outras enzimas usadas na coagulacdo do leite sdo
chamadas de coagulantes, que podem ser de origem vegetal ou microbiana
(Hachana; Aloui; Fortina, 2021).

A coagulacao enzimatica foca na quebra das ligagdes peptidicas na k-caseina,
especificamente entre fenilalanina (105) e metionina (106). Isso desestabiliza a
estrutura das micelas, reduzindo a carga superficial negativa. Como resultado, forma-
se a para-k-caseina, uma porcdo hidrofébica, e o glicomacropeptideo ou
caseinomacropeptideo, uma por¢ao hidrofilica. Isso aumenta as forcas atrativas na
superficie, levando a precipitacdo da caseina do leite (figura 3). Com isso, podemos
dizer que o processo pode ser dividido em duas etapas, com a hidrélise enzimatica

seguida pela agregacéo das micelas (Ordoéfiez et al., 2005; Law, et. al., 2011).
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Figura 3 - Representacédo da coagulacdo enzimatica do leite por uma protease.

Para-k-caseina e C-terminal Aglomerado de micelas
) (formacao da coalhada)

Enzima hidrolisa k-caseina Aglomeraciio de micelas mediada
formando Para-k-caseina pelo Calcio

// — =]

Submicela ~ C-terminal ~ Fosfato K-caseina Interagdo
de k-caseina  de Célcio hidrofobica

Fonte: Munhoz et al., 2020.

Na etapa inicial, conhecida como etapa enzimatica, ocorre a hidrélise da k-
caseina, principal proteinas alvo do leite. Enzimas proteoliticas presentes no coalho
ou em outros coagulantes enzimaticos quebram a ligacdo peptidica entre o0s
aminoéacidos Phel05 e Met106, liberando o caseinomacropeptideo (CMP) para o soro
(Martins, 1999). Com a liberacdo do CMP, ocorre uma reducéo significativa na carga
das micelas de caseina para cerca de 10 mV e uma diminui¢cado das forcas de repulsédo
eletrostaticas que mantém as micelas dispersas no leite. Isso desestabiliza as micelas,
mas ainda ndo sdo observadas mudancas visiveis no leite. Aproximadamente 80 a
90% da k-caseina precisa ser afetada para que a segunda fase tenha inicio (Brulé;
Lenoir; Remeuf, 1997)

Na fase seguinte, chamada de fase de agregacdo micelar, as micelas de
caseina desestabilizadas se agregam, resultando na coagulagdo do leite. Esse
processo envolve mudancas fisicas que aumentam gradualmente a viscosidade,
formando um gel. Apés a agregacdo das micelas, ocorre uma reorganizacado das
mesmas, formando uma rede protéica chamada coalhada, na qual a fase aquosa fica

aprisionada (Brulé; Lenoir; Remeuf, 1997; Martins, 1999).
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O tempo de coagulacdo ou floculacdo € o periodo necessario para que 0s
primeiros flocos se formem no leite apés a adicdo do coagulante. Esses flocos ainda
ndo sao visiveis a olho nu, mas representam o inicio da agregacdo das micelas de
caseina desestabilizadas pela acdo enzimatica. Isso resulta em um aumento de
viscosidade devido a expulsdo espontanea do soro conforme o gel se torna mais
rigido, marcando o inicio da proxima etapa do processo de fabricagcdo do queijo, 0

dessoramento (Guiama et al., 2010).

2.4 Coagulantes do leite

As enzimas coagulantes desempenham um papel fundamental na fabricacdo
de queijos, pois impactam e regulam as propriedades de coagulacdo do leite. E
importante conhecer a atividade de coagulacéo do leite de cada tipo de coagulante, 0
gue permite ao fabricante de queijos selecionar a enzima mais adequada para cada
tipo de queijo e ajustar a proporcéo dessas enzimas para controlar a coagulagéo. Isso
otimiza o rendimento e a qualidade do queijo produzido (Tabayehnejad; Castillo;
Payne, 2012).

Devido ao alto custo, escassez e questdes éticas e religiosas associadas a
obtencdo do coalho de origem animal, bem como as preferéncias dietéticas e a
proibicdo de quimosina recombinante em alguns paises, a pesquisa de novas enzimas
coagulantes tem se intensificado. Isso ocorre especialmente devido ao aumento na
producdo mundial de queijos e a busca por sabores, texturas e caracteristicas
especiais. Embora varias preparacoes de plantas tenham demonstrado capacidade
de coagular o leite, muitas sdo inadequadas para a producéo de queijo devido ao seu
carater excessivamente proteolitico. Isso ndo s6 reduz o rendimento do queijo, mas
também pode resultar em sabores amargos no produto (Silva; Malcata, 2005)

Além da quimosina recombinante, existem no mercado pepsina bovina,
pepsina de frango, pepsina suina e proteases de origem microbiana produzidas por
diferentes fungos. No entanto, encontrar uma alternativa viavel para a quimosina tem
sido dificil devido a atividade proteolitica fraca dessas enzimas em comparacao com
outras enzimas proteoliticas. A taxa de coagulacéo do leite € um parametro critico na

selecao de proteases como substitutos da quimosina (Alavi; Momen, 2020).
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2.4.1 Coagulantes de origem animal

O uso de extrato enzimatico de origem animal foi o primeiro método de
coagulagéo do leite usado na producao de queijo e foi amplamente utilizado em todo
o mundo por séculos, com registros de uso ha aproximadamente 5000 anos A.C. E
sugerido que, naquela época, o leite era armazenado em bolsas feitas de peles ou
estbmagos de animais, 0 que permitia que o leite entrasse em contato com enzimas
coagulantes presentes no tecido animal e iniciasse o processo de coagulagao durante
o armazenamento (De Paula et. al, 2009).

A coalhada é formada por substancias presentes no quarto compartimento do
estbmago dos ruminantes lactentes, o abomaso, que possui um alto teor de
quimosina. O coalho € composto pelas enzimas acidas proteoliticas, quimosina e
pepsina, em proporc¢des que variam com a idade e o tipo de alimentacéo do animal.
O coalho derivado de bezerros jovens contém cerca de 80% de quimosina e 20% de
pepsina (Janior et al.,, 2018). O coalho é uma mistura de diferentes espécies
moleculares e variantes genéticas da quimosina, uma protease aspartica. Quanto
mais jovem o animal, maior o teor de quimosina no coalho (Mcsweeney et al. 2017,
Rodrigues, 2014).

A quimosina é a enzima mais usada na industria de laticinios devido a sua alta
especificidade para a k-caseina, o que a torna a melhor escolha para coagular o leite.
Por outro lado, a pepsina, embora menos especifica, pode quebrar ligagbes com
residuos Phe, Tyr, Leu ou Val, liberando peptideos com sabores amargos (Jacob et
al., 2011; Fernandes, 2013). A quimosina atinge sua maxima atividade de coagulagéo
em pH 5,5, é estavel termicamente até 55°C e tem maior atividade proteolitica a 30°C
(Mcsweeney et al., 2017).

Contudo, a disponibilidade de enzimas de origem animal tem se tornado
limitada devido ao aumento da demanda global por queijos, com um crescimento de
4% ao ano. A reducdo no abate de bezerros, devido a baixa producdo de sua carne,
também contribui para a escassez desse tipo de coalho (Junior et. al, 2018).
Atualmente, existem trés tipos de substitutos para o coagulante de origem animal: os
de origem microbiana, vegetal e a quimosina produzida por fermentacao (Mcsweeney
et al., 2017).
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2.4.2 Coagulante de origem vegetal

Os coagulantes vegetais sdo uma alternativa ao coalho de origem animal, pois
contém proteases que podem ser facilmente encontradas em diferentes partes das
plantas, como folhas, flores, frutos, raizes, caules e sementes (Laguna; Do Egito,
2001; Roseiro et al., 2003). Desde a antiguidade, extratos vegetais sdo usados na
coagulacéo do leite, como evidenciado por relatos datados de 50 A.C. por Columella,
que utilizou vérias plantas, como o cartamo (Cynara cardunculus L.), alcachofra
(Cynara scolymus) e Citrus aurantium (Scott; Robinson; Wilbey, 1998; Grozdanovic;
Burazer; Gavrovic-Jankulovic, 2013).

Esses extratos vegetais sdo ricos em proteases asparticas, como as cardosinas
ou cinarases, encontradas em plantas como Cynara sp, Calotropis procera, Withania
coagulans e Streblus asper (Ordiales et al., 2012). Atualmente, os queijos feitos com
proteases vegetais sdo geralmente produzidos em pequenas queijarias artesanais,
principalmente em paises do Mediterraneo, Oriente Médio, Africa Ocidental e Sul da
Europa (Roseiro et al., 2003).

As proteases vegetais tém a capacidade de hidrolisar as caseinas do leite em
diferentes pH e temperaturas, sendo classificadas em grupos como proteases
asparticas, serinoproteases e cisteinaproteases. Essas alternativas vegetais sao
valorizadas pela sua facil disponibilidade e processos simples de obtencdo e
purificacdo (Nicosia et al., 2022; Nitu; Geicu-Cristea; Matei, 2005; Ben Amira et al.,
2017).

2.4.3 Coagulante de origem microbiana

Os coagulantes de origem microbiana sao preferidos pelo publico
ovolactovegetariano, pois suas enzimas nado sédo derivadas de tecidos de animais
ruminantes. Essas proteases extracelulares sao produzidas por microrganismos nao
geneticamente modificados e tém a capacidade de coagular e gelificar o leite de forma
semelhante a quimosina (Jacob et al., 2011; Andrén, 2011).

Embora tais proteases sejam menos especificas que a quimosina, a relacao
entre a atividade de coagulagdo e a atividade proteolitica geral, normalmente, é

menor. A fracdo da enzima ativa que permanece no queijo pode contribuir para a
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protedlise durante a maturacdo, resultando na formacdo de pequenos peptideos
hidrofébicos que podem causar um sabor amargo (Mcsweeney et al., 2017).

Alguns microrganismos, como Rhizomucor miehei, Rhizomucor pusillus,
Cryphonectria parasitica, Aspergillus oryzae e Irpex lactics, sao amplamente utilizados
para produzir proteases usadas como coagulantes de leite em grande escala
(Vasconcelos; Araujo; Verruma-Bernardi, 2004). Entre eles, o coagulante produzido
por C. parasitica € menos comum e menos caracterizado devido a sua alta atividade
proteolitica, especialmente na hidrolise da B-caseina. Apesar de suas variagcbes de
sensibilidade a temperatura, pH 6timo e resposta ao calcio, é inegavel que a
estabilidade térmica desses coagulantes é superior a do coalho de bezerros,
resultando em uma maior quantidade de coagulante ativo durante a maturacédo do
queijo, especialmente para a coalhada em larga escala (Mcsweeney et al., 2017).

Os coagulantes microbianos apresentam varias vantagens, como baixo custo
de producéo e conformidade com os principios alimentares (religiosos ou dietéticos).
No entanto, suas principais desvantagens incluem baixa especificidade, alta
estabilidade térmica, menor relacdo entre a atividade de coagulacdo do leite e a
atividade proteolitica em comparacédo com o coalho de bezerro, e maior propenséao a
causar amargor no queijo (Nicosia et al., 2022).

Véarios estudos com microrganismos produtores de coagulantes tém sido
desenvolvidos, como exemplo os estudos com Aspergillus oryzae mostram sua alta
atividade coagulante, alta especificidade e baixa atividade proteolitica, tornando-a
ideal para a industria de queijos (Vishwanatha; Appu Rao; Singh, 2010). Outros
estudos avaliaram Aspergillus flavo furcatis e observaram que ele pode produzir a
enzima coagulante do leite sem gerar toxinas, sendo promissor para a industria
queijeira (Alecrim et al., 2017). Estudos com seis espécies de cogumelos comestiveis
e encontraram em Pleurotus albidus a maior atividade coagulante, destacando-a como
um potencial fonte de enzima para a fabricacdo de queijos (Martim et al., 2017).
Estudos também demonstraram que o fungo Penicillium camemberti € um bom
produtor de enzima coagulante do leite em diferentes substratos (Shellomith; Preetha,
2018).

Além da producao natural desses coagulantes por microrganismos, € possivel
obter a quimosina geneticamente modificada, 0os genes da quimosina de ruminantes
podem ser inseridos em microrganismos como Kluyveromyces lactis, Aspergillus niger

var awamori e Escherichia coli. Uma vez inserido, esse gene iniciara a producdo da
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guimosina no microrganismo hospedeiro. Por meio dessa tecnologia de DNA
recombinante, a quimosina obtida é 100% pura, ao contrario da obtida do abomaso
dos bezerros, que também contém pepsina (Kumar et al., 2010; Mohanty et al., 1999).
No entanto, 0 uso dessa enzima enfrenta restricbes ao consumo devido a legislacao
europeia que proibe a participacdo de organismos geneticamente modificados na

fabricacédo de queijos (Soares et al., 2015).

2.5 Proteases

Segundo o Comité de Nomenclatura Enziméatica da Unido Internacional de
Bioquimica e Biologia Molecular (1992), as proteases pertencem a classe das
hidrolases, especificamente a subclasse 3.4, também conhecida como peptideo-
hidrolases ou peptidases (Vermelho et al., 2008). Essas enzimas desempenham um
papel crucial ao catalisar a quebra das ligacdes peptidicas presentes em proteinas e
peptideos. Esse processo resulta na formacdo de aminoacidos livres e outras
estruturas de menor complexidade estrutural. Dependendo da regido onde ocorre a
quebra das ligacbes peptidicas, as proteases podem ser classificadas como
endopeptidases (EC 3.4.21-24), que atuam no interior da cadeia polipeptidica, ou
exopeptidases (EC 3.2.4.11-19), que atuam nas extremidades da cadeia (figura 4)
(Silverthorn, 2010).

Em relacdo ao ponto de clivagem dessas enzimas, temos as exopeptidases
gue sdo enzimas que atuam nas extremidades da cadeia polipeptidica, permitindo a
guebra das ligacdes peptidicas para formar aminoacidos e peptideos livres. Aquelas
que agem na extremidade carboxilica sdo chamadas de carboxipeptidases, liberando
um Unico aminoacido ou um dipeptideo (peptideo dipeptidase E.C. 3.4.13) na regido
C-terminal da cadeia polipeptidica. Por outro lado, as endopeptidases séao
caracterizadas pela capacidade de hidrolisar as ligagdes peptidicas no interior das
cadeias polipeptidicas. Essas proteases sdo mais importantes na industria do que as
exopeptidases, e sua classificacdo é baseada na especificidade do substrato, no
mecanismo catalitico, na estrutura tridimensional e nos residuos de aminoacidos

presentes no sitio ativo (Sumantha; Larroche; Pandey, 2006).
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Figura 4 - Representacdo esquematica da atuacdo de endopeptidases e
exopeptidases.

(a) Proteinas sdo cadeias de aminoacidos.
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Fonte: adaptado de Silverthorn, 2010.

As proteases podem ser classificadas em diferentes grupos com base em
caracteristicas especificas. Essas caracteristicas incluem o pH em gque essas enzimas
tém sua atividade Gtima, os aminoacidos presentes no sitio catalitico, o tipo de
ligacbes moleculares que sdo quebradas por cada protease e em qual regiao
especifica dessas ligacfes ocorre a quebra (Kermasha; Eskin, 2020). Esses critérios
de especificidade sado utilizados para identificar enzimas individuais dentro dessas
subclasses. Dentro da categoria de proteases, temos as cisteinoproteases (EC
3.4.22), as asparticoproteases (EC 3.4.23), as metaloproteases (EC 2.3.24) e as
serinoproteases (EC 3.4.21) (Terra et al., 1996).

2.5.1 Cisteinoproteases

As cisteinoproteases, também conhecidas como tiol-proteases, sédo enzimas
proteoliticas que atuam nas ligacdes peptidicas por meio de um ataque nucleofilico
do anion sulfeto presente em seu sitio catalitico (Kunakbaeva; Carrasco; Rozas,

2003). A triade catalitica dessas enzimas é composta pelos residuos dos aminoacidos
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cisteina e histidina (figura 5). Com massa molecular variando de 21 a 30 kDa, as
cisteinoproteases apresentam pH 6timo neutro e um mecanismo de a¢éao analogo ao

das serinoproteases e (Rao et al., 1998).

Figura 5 - Representacéo ilustrada do sitio ativo de uma Cisteinoprotease.

Fonte: adaptado de Erez; Fass; Bibi, 2009.

Essas proteases estdo amplamente distribuidas na natureza, sendo
encontradas em bactérias, fungos, protozoarios, animais e plantas (Grzonka et al.,
2007; Shah; Mir; Paray, 2014). O mecanismo catalitico dessas enzimas envolve um
grupo de cisteina no sitio ativo. A clivagem da ligacdo peptidica depende de um par
de ions tiolatoimidazolio, fornecido pelos residuos de cisteina e histidina no sitio ativo.
O ataque nucleofilico ao grupo carbonila leva a formag&o de um intermediario oxigénio
tetraédrico, que aceita um préton do grupo imidazolio, formando um intermediario
enzimatico acil e liberando a porcdo C-terminal do substrato. Posteriormente, uma
molécula de agua promove o ataque nucleofilico ao intermediario enzima-acila,
liberando o substrato (Buttle; Mort, 2013; Verma, Dixit; Pandey, 2016).

2.5.2 Asparticoproteases
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As asparticoproteases sédo endopeptidases que utilizam uma molécula de agua,
ativada por dois residuos de aminoacidos aspartato, como nucledfilo para atacar as
ligacbes peptidicas (figura 6). Sendo bastante encontradas em diversos organismos,
como vertebrados, plantas e virus (Northrop, 1930). A maioria das asparticoproteases
apresentam maxima atividade em pH acido (3-4) e possuem massas moleculares que
variam de 30 a 45 kDa (RAO et al., 1998).

Figura 6 - Representacéo ilustrada do sitio ativo de uma asparticoprotease.

Fonte: adaptado de Erez; Fass; Bibi, 2009.

Elas realizam a clivagem das ligagcbes peptidicas entre residuos de
aminoacidos hidrofébicos responsaveis pela atividade catalitica. Um residuo de
aspartato facilita a adicdo de uma molécula de agua a carbonila da amida do substrato
por meio de um ataque nucleofilico, formando um intermediario tetraédrico.
Posteriormente, ocorre a quebra da ligacdo C-N, resultando na formacao de um &cido

carboxilico e uma amina primaria (Sodero; De Simone, Silva-Jr, 2009; Muri, 2014).

5.2.3 Metaloproteases
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As metaloproteases constituem uma familia de endopeptidases com a maior
diversidade proteolitica entre as enzimas (Barrett, 1994). Essas enzimas sao
caracterizadas pela necessidade de um ion metdlico bivalente, como Zn?* ou Mn?*,
em seu sitio catalitico e sdo conhecidas por sua capacidade de degradar a matriz

extracelular, sendo também chamadas de matrixinas (figura 7) (Woessner Jr, 1991).

Figura 7 - Representacgéo ilustrada do sitio ativo de uma metaloprotease.

Fonte: adaptado de Erez; Fass; Bibi, 2009.

A familia das metaloproteases pode ser dividida em varias subcategorias,
incluindo colagenases, gelatinases, estromelisinas, matrilisinas e metaloproteases
tipo membrana. Todos os membros dessa familia sdo inicialmente secretados como
proenzimas. Essas proenzimas séo liberadas por diferentes tipos de células, como
neutréfilos, mondcitos, macrofagos e fibroblastos, podendo eventualmente, ser
secretadas por células tumorais em resposta a varios estimulos (Visse; Nagase,
2003).

A participagdo das metaloproteases em diversos eventos biologicos é
significativa, pois elas tém o potencial de influenciar o comportamento celular de varias
maneiras. Isso inclui a clivagem de proteinas envolvidas na adesao célula-célula, a
liberacdo de moléculas bioativas na superficie celular e a clivagem de moléculas que

transmitem sinais no ambiente extracelular (Araujo et al., 2011)
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2.5.4 Serinoproteases

As serinoproteases sdo enzimas que possuem um residuo de serina em seu
centro ativo. Elas sdo amplamente estudadas e encontradas em diversos organismos,
como virus, plantas, bactérias e eucariotos, 0 que sugere que desempenham um
papel importante no metabolismo desses organismos. Essa subclasse de enzimas
apresenta muita homologia de sequéncia e similaridade estrutural (Fersht, 1999). A
principal caracteristica em comum entre essas enzimas é a presenca da "triade
catalitica", que é formada pelos residuos dos aminoacidos serina, histidina e acido

aspartico (figura 8).

Figura 8 - Representacéo ilustrada do sitio ativo de uma serinoprotease.

Fonte: adaptado de Erez; Fass; Bibi, 2009.

O mecanismo basico de acao das serino proteases envolve a transferéncia da
porcao acila do substrato para um grupo funcional da enzima. Primeiramente, ocorre
a formacdo de um éster entre 0 atomo de oxigénio da serina e a por¢ao acila do
substrato, resultando na formag&o de um intermediario tetraédrico. Esse intermediario
desloca um par de elétrons para o oxigénio do grupo carbonil, tornando-o parcialmente
negativo. Quando a dupla ligacdo do grupo carbonil € restaurada por rearranjo
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eletrbnico, ocorre o rompimento da ligacdo peptidica, liberando a parte amina do
substrato. Em seguida, a agua ataca o intermediario acil-enzima, decompondo-o e
liberando o produto acido, regenerando a enzima (Antdo; Malcata, 2005).

Essas enzimas desempenham diversas atividades fisiol6gicas importantes.
Elas estédo envolvidas na digestdo, como é o caso da tripsina, quimotripsina e elastase.
Além disso, atuam na ativacdo de outras enzimas especificas, como descrito em sua
participacdo na cascata de coagulacdo sanguinea, no sistema imunolégico de insetos
e plantas, e no processo de desenvolvimento de peptideos biologicamente ativos
(Bode et al., 1989; Gill et al., 1996; Gorman; Andreeva; Paskewitz, 2000; Russo, 2006;
Wilson; Vogel; Somerville, 1997).

2.6 Proteases microbianas

No organismo, as proteases desempenham papéis essenciais em uma série de
processos, incluindo a digestdo de alimentos, a ativagdo de enzimas, a coagulacao
sanguinea e o transporte de proteinas através da membrana. Por serem enzimas
muito versateis e vitais, sdo amplamente encontradas em uma grande variedade de
fontes na natureza, incluindo plantas, animais e micro-organismos (RAO et al. 1998).

Nesse contexto, as proteases microbianas tém sido amplamente exploradas na
producao de hidrolisados de proteinas de alto valor. Esses hidrolisados séo utilizados
em uma variedade de aplicagbes, como formulacbes de alimentos, produtos
alimentares terapéuticos, fortificantes de bebidas, além de serem empregados como
aditivos alimentares funcionais (Aguilar; Sato, 2018). A tabela 3 apresenta alguns

exemplos de microrganismos produtores de proteases isolados de diferentes fontes.

Tabela 3 - Microrganismos produtores de proteases.

Microrganism . Fonte de Método de Possivel Referénci
iIsolamento/AT ~ ) ~
o produtor cC producao Aplicacao as
Proteases
. In vitro (extrato Hidrolise de
Bacillus . .
subtilis FBL-1 Solo de levedura, _ Case|~na Sietal.
(KCCM 43196) KH2POa4, (liberacéo de (2018)
MgSOQOa) tirosina)
Lentinus Cedida pela Uso potencial Maaalhde
crinitus (L.) Colecao de Fermentacao em indastrias s%t al
Fr. 1825 Culturas do Submersa de alimentos, '

DPUA 1693 Departamento bebidas e (2019)



de Parasitologia
da Universidade

produtos
farmacéuticos

39

Federal do
Amazonas
Fermentaca .
Streptomyces 0 submersa Hidrolise de  A-Dhabi
sp. Al-Dhabi- Solo o . et al.
utilizando meio  pena de frango
82 (2019)
basal
Exiguobacteri .
um In vitro (Agar Atividade de Sudha et
profundam Solo Leite gelatinase al. (2018)
sp Desnatado) '
Atividade
queratinolitica,
colagenolitica,
Sapindus Plantas do Fermentacdo  anticoagulante = Werneck
saponaria Br cerrado Submersa no leite; uso (2016)
em
detergentes

para roupas

Fonte: adaptado de Rigo et al. 2021.

As proteases pertencem a um dos grupos mais importantes de enzimas
industriais, dominando cerca de 60% do mercado. O comércio global desses
biocatalisadores movimenta anualmente entre US$ 300-600 milhdes, sendo que 75%
desse valor é representado por enzimas hidroliticas, e dois tercos delas sao
proteoliticas (Savitha et al., 2011). A producdo de mais da metade das enzimas
industriais é realizada por leveduras e fungos filamentosos, enquanto cerca de 30%
sdo produzidas por bactérias, as de origem animal corresponde a apenas 8%, e
plantas representam apenas 4% da producéo total (Rigo et al., 2021).

As proteases industriais provenientes de fontes vegetais, como papaina,
bromelina e ficina, e de fontes animais, como proteases digestivas, ndo tém sido
capazes de atender completamente as demandas do mercado. Como resultado, as
proteases de origem microbiana estdo ganhando cada vez mais destaque na industria
(Vermelho et al., 2008). Além disso, ha uma variedade de fontes microbianas capazes
de produzir essas enzimas de maneira eficiente (RIGO et al., 2021).

Essas fontes microbianas sdo economicamente vantajosas, pois o cultivo é
simples e ndo esta sujeito a restricdes relacionadas a tempo e espaco, ao contrario

de outras fontes. Além disso, as tecnologias avangadas permitem o sequenciamento
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eficiente dos genomas de microrganismos, o que possibilita a identificacdo de muitas
novas sequéncias de genes que codificam variantes de enzimas (Srivastava, 2019).

Ha uma ampla gama de estudos voltados para a producdo de enzimas por
microrganismos, abrangendo diversos tipos de bactérias e outros micro-organismos
isolados de diferentes ambientes (Rigo et al. 2021). Entre as bactérias que secretam
proteases, destacam-se 0s géneros Bacillus, Pseudomonas, Proteus (vulgaris),
Clostridium sp. e alguns outros de caracteristica anaerobia.

Essas proteases podem ser classificadas de acordo com seu pH 6timo, sendo
neutras, acidas ou alcalinas. Proteases bem caracterizada e amplamente utilizada séo
as proteases alcalinas, produzida pelo género Bacillus (como B. subtilis, B.
licheniformis e B. amyloliquefaciens), que é ativa em um pH entre 8 e 11. J4 as
proteases neutras, secretadas por B. megaterium e P. aeruginosa, sao instaveis e
inativadas rapidamente em condi¢des acidas ou alcalinas. Por sua vez, as proteases
acidas, com pH 6timo entre 4 e 6, sdo produzidas por Aspergillus sp. (Gottschalk,
1985).

Fontes microbianas, como os fungos, sdo cada vez mais estudadas devido a
sua grande diversidade bioquimica e a facilidade de manipulacdo genética (Alecrim et
al., 2015). Estudos com cepas fungica Aspergillus oryzae como produtora de uma
enzima com maior atividade coagulante, apresentando alta atividade especifica, baixa
atividade proteolitica e menor termoestabilidade em compara¢cdo com os coalhos
microbianos existentes, tornando-a ideal para uso nas industrias de fabricacdo de
gueijos tem sido realizado (Vishwanatha; Appu Rao; Singh, 2010).

Outro estudo, realizado por Alecrim et al. (2017), avaliou a capacidade de
producédo de protease coagulante do leite e a producdo de aflatoxina por Aspergillus
flavo furcatis em fermentagcédo submersa e em estado sélido. Os resultados mostraram
gue essa espécie apresenta capacidade de producdo da enzima coagulante em
ambos os meios de fermentagao utilizados e ndo produz toxinas, o que a torna um
potencial fonte de enzima coagulante na fabricagéo de queijos.

Assim, os crescentes estudos com microrganismo evidenciam o potencial dos
fungos e bactérias, especialmente do género Aspergillus e Bacillus, como fontes de
enzimas coagulantes para a industria de laticinios, devido a sua eficiéncia e seguranca

no processo de fabricacdo de queijos.
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2.7 Microbiota intestinal de insetos

E extremamente normal e comum na natureza a associacdo de organismos
superiores e com 0s microrganismos (bactérias, protozodrios, fungos e virus). Assim
como acontece em vertebrados, diversos grupos de microrganismos também
colonizam o intestino dos insetos, formando sua microbiota intestinal (Muhammad et
al., 2019). Estimativas apontam que cerca de 15 a 20% das espécies de insetos
estudadas possuem algum tipo de associagao com alguns microrganismos (Baumann,
2005; Douglas, 1998).

A caracterizacdo dessa microbiota é crucial para uma compreensdo mais
detalhada das relacdes entre os microrganismos simbiontes e seus hospedeiros, pois
partir dessa interacao ecoldgica, os organismos podem afetar-se mutuamente, em um
espectro que abrange o parasitismo, comensalismo e mutualismo, sendo este Gltimo
caracterizado pelo beneficio mutuo entre ambas as espécies (Begon, Townsend,
2023; Klepzig et al., 2009; Wang et al., 2020.) como o exemplo da figura 9 que
representa o aspecto simbionte de um protozoario com um inseto.

Nos organismos de animais e plantas, encontramos comunidades de
microrganismos em varios tecidos e O6rgdos. Nos insetos, as bactérias séo
predominantemente encontradas no limen do intestino médio e em ambientes
intracelulares, diverticulos, glandulas salivares, tdbulos de Malpighi, ovéarios e
carapacas. Surpreendentemente, a informacdo genética do total desses
microrganismos pode ser igual ou até superior a quantidade de células e ao genoma
do proprio hospedeiro (Sender; Fuchs; Milo, 2016).

A colonizacéo do intestino de alguns insetos se inicia logo apés o nascimento,
quando as larvas acabam ingerindo a camada externa do ovo, que contém
microrganismos. Essa camada € depositada pela fémea quando ela pde os ovos,
permitindo que a microbiota seja transmitida de uma geracado para outra. Além disso,
0s insetos podem adquirir a microbiota do ambiente em que vivem ou dos alimentos
que consomem (Rinke, 2009).

Esse processo é especialmente importante em insetos que se alimentam de
dietas com moléculas complexas ou toxinas. Os microrganismos presentes nesses
insetos sdo capazes de degradar essas substancias, 0 que os torna essenciais para
a digestao e aproveitamento dos nutrientes dessas dietas (Hirose; Panizzi, 2009). Ao

fornecer nutrientes essenciais para 0s insetos que se alimentam de dietas
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desbalanceadas, como a seiva das plantas e o sangue, esses microrganismos
acabam por disponibilizar aminoacidos, vitaminas, lipideos e cofatores que podem
estar em falta na dieta do inseto, contribuindo assim para o seu desenvolvimento
saudavel (Wu et al., 2006).

Além disso, esses microrganismos auxiliam na digestdo de materiais dificeis de
serem degradados, como celulose e lignina, presentes em plantas (Ayres et al., 2000;
Bridges, 1981). Também sado capazes de fixar nitrogénio, fornecendo uma fonte
essencial desse nutriente para os insetos. Além disso, participam da reciclagem de
compostos, como o acido urico, e estdo envolvidos em processos metabolicos como
a metanogénese e acetogénese a partir de Hz e CO2. Essas contribui¢cdes nutricionais
Sao cruciais para a sobrevivéncia e adaptacdo dos insetos em diversos ambientes
(AYAYEE et al., 2014 e REN et al., 2022).

Figura 9 - llustracdo da simbiose entre cupins e protozoarios flagelados celuloliticos.
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Fonte: adaptado de brune, 2014.

Os simbiontes dos insetos também desempenham um papel crucial na defesa
contra inimigos naturais e condi¢cdes adversas, como o estresse térmico (Florez et al.,
2015; Krams et al., 2017). Insetos enfrentam uma variedade de ameacas naturais,

incluindo patégenos, predadores e parasitdides. As bactérias intestinais, por exemplo,
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tém a capacidade de produzir compostos toxicos em resposta a ataques de
patdgenos. Isso significa que insetos que possuem essa associacdo com simbiontes
podem receber uma protecao adicional contra seus inimigos naturais (Muller, 2013).

A composig¢ao da comunidade bacteriana no trato digestivo dos insetos pode
ser fortemente influenciada pelo tipo de alimento consumido pelo hospedeiro, devido
as diferencas em sua composicdo quimica (Engel; Moran, 2013; Pinto-Tomas et al.,
2011). Por exemplo, a mosca-das-frutas A. fraterculus ataca uma variedade de frutas
com teores protéicos diversos. Enquanto as macas, Malus doméstica, possuem
apenas 0,045% de proteina total, os mamdes, Carica papaya, apresentam 0,5% de
proteina total. Portanto, € de se esperar que as comunidades de simbiontes no
intestino das moscas que se alimentam de frutas diferentes sejam distintas em sua
composicdo, frequéncia ou capacidades metabdlicas (Valderrama; Marangoni;
Clemente, 2001).

Portanto, é evidente que diversos fatores, como habitat do inseto, seu tipo de
alimentacdo, sexo e estagio de desenvolvimento, exercem influéncia direta sobre a
composi¢ao da microbiota do animal. Essa influéncia faz com que espécies diferentes,
com habitos distintos, acabem desenvolvendo microbiotas Unicas. Nesse sentido, o
mapeamento desses microrganismos se torna uma ferramenta fundamental para uma
compreensao mais completa do ecossistema no qual o inseto esté inserido (VALERI
& ENDRES, 2021; MARTINEZ-SOLIS et al., 2020 e MALACRINO, 2022).

O intestino e as funcdes digestivas dos insetos representam um modelo
altamente informativo para compreender o metabolismo desses organismos. Eles
fornecem um excelente modelo de estudo para diferentes microrganismos,
especialmente devido a adaptacédo de diferentes espécies a uma ampla variedade de
habitats e habitos alimentares (Bédikou et al., 2010). Nesse contexto, as bactérias

seriam excelentes fontes de estudo.

2.8 Enterobactérias

As enterobactérias constituem um grupo bastante heterogéneo amplamente
distribuido na natureza, sendo habitualmente encontradas no trato gastrointestinal de
animais como comensais, representando cerca de 80% dos isolados Gram-negativos.
Elas abrangem uma grande diversidade de géneros e espécies, algumas sdo moveis

e possuem flagelos, enquanto outras ndao (Koneman et al. 2012). A capacidade de
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motilidade e a presenca de flagelos variam de acordo com a espécie, assim como sua
capacidade de serem aerObias ou anaerbbias facultativas. Além disso, as
enterobactérias tém a capacidade de fermentar aglcares e crescer em uma variedade
de meios sélidos (Alvim; Couto; Gazzinelli, 2019; Nordmann; Naas; Poirel, 2011).

Essas bactérias despertaram a atencado da comunidade cientifica devido a sua
capacidade de causar uma série de infeccdes em seres humanos. Entre as doencas
associadas a essas bactérias estdo a pneumonia, sepse, peritonite, diarreia,
meningite, cistite e infecgdes relacionadas a dispositivos invasivos. Os géneros e
espécies mais comuns que afetam os seres humanos incluem Escherichia spp.,
Proteus spp., Enterobacter spp., Klebsiella spp., Citrobacter spp., Yersinia spp.,
Shigella spp., Salmonella spp, e outros (Auer; Weibel, 2017). Essas bactérias sao
altamente transmissiveis por meio do contato direto e da ingestédo de agua e alimentos
contaminados (Silva, 2009). E importante observar que, como parte da microflora
intestinal, essas bactérias podem estar presentes sem causar doencas,
representando colonizagdo em vez de infeccéo verdadeira (Paterson, 2011).

Considerando que a mucosa intestinal é o ambiente mais densamente
colonizado por microrganismos da familia Enterobacteriaceae (Andreatti; Da Silva,
Curi, 1997), ao analisar o intestino e as fezes, é possivel detectar a presenca dessas
bactérias nos animais. Espécies silvestres e animais criados extensivamente podem
ser fontes desses microrganismos, 0s quais podem ser isolados e cultivados para
estudo (Silva et al., 2014).

2.8.1 Klebsiella Variicola

As bactérias do género Klebsiella, fazem parte da familia Enterobacteriaceae,
sdo bacilos gram-negativos que frequentemente apresentam capsula. Com
dimensdes variando de 0,5 a 5,0 um, esses microrganismos sdo anaerdbios
facultativos, ndo possuem flagelos e sao oxidase-negativos. Amplamente distribuidas
na natureza, essas bactérias sado ubiquas, encontradas em ambientes como agua,
esgoto, solo e plantas. Além disso, elas tém a capacidade de colonizar mucosas de
mamiferos, incluindo humanos, cavalos e suinos (Drancourt et al., 2001; Podschun;
Ullmann, 1998) (figura 10).
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Figura 10 - llustracdo esquematica dos fatores de viruléncia e patogenicidade do
género Klebsiella spp.
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Fonte: adaptado de Podschun; Ullmann, 1998.

Uma das caracteristicas marcantes dessas bactérias é a presenca de uma
espessa camada de capsula polissacaridica. Essa capsula confere uma
hipermucoviscosidade que permite as bactérias evitarem alguns mecanismos de
defesa do hospedeiro, como a fagocitose (Podschun; Ullmann, 1998).

O género Klebsiella passou por frequentes revisdes taxonémicas, resultando
na descricao de novas espécies, bem como na incluséo e transferéncia de espécies
para outros géneros. Atualmente, o género Klebsiella € composto por 14 espécies e
sete subespécies (Parte et al., 2020; Lima, 2020). As principais espécies incluem
Klebsiella pneumoniae, que possui trés subespécies (K. pneumoniae subsp.
pneumoniae, K. pneumoniae subsp. ozaenae, K. pneumoniae subsp.
rhinoscleromatis), Klebsiella oxytoca, Klebsiella variicola, Klebsiella granulomatis,
Klebsiella singaporensis, Klebsiella michiganensis, Klebsiella quasipneumoniae e
Klebsiella grimontii (Brisse; Passet; Grimont, 2014; Passet; Brisse, 2018; Rosenblueth
et al., 2004).

Klebsiella variicola sdo um bacilo Gram-negativo, anaerdbio facultativo e

imoével, formando colbnias circulares, convexas e mucoides, com uma faixa de
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crescimento entre 11 e 41°C (Lin et al., 2012). Esta espécie foi descrita em 2004,
inicialmente isolada da superficie de vegetais e ambientes hospitalares, mas
posteriormente encontrada em uma variedade de ecossistemas vegetais, onde
desempenha um papel na fixacdo de nitrogénio e no estimulo ao crescimento das
plantas (Lin et al., 2012; Reyna-Flores et al., 2018). Além disso, K. variicola foi
detectada em varias outras fontes ambientais e identificada como patdgeno humano
em casos de septicemia, aspiracao traqueal, infec¢des do trato respiratdrio e urinario,
e feridas cirdrgicas, causando infeccdes graves (RODRIGUEZ-MEDINA et al., 2019;
Rosenblueth et al., 2004).

Infeccbes causadas por Klebsiella variicola foram registradas em seres
humanos em todo o mundo, embora sejam menos comuns em animais selvagens e
de fazenda (Berry, Loeffelholz; Williams-Bouyer, 2015; Brisse; Van Duijkeren, 2005;
Maatallah et al., 2014). No entanto, alguns estudos sugerem que a verdadeira
prevaléncia dessas infec¢cdes pode ser subestimada devido ao uso de métodos de
identificagdo imprecisos. A falta de precisdo na identificagdo dos membros do
complexo K. pneumoniae tem limitado a compreensé&o de K. variicola, resultando em
lacunas no conhecimento e nas implicacdes clinicas nos sistemas de saude (Valiatti
et al., 2021).

Apesar de K. variicola ser considerada um patdgeno oportunista e menos
virulento em humanos do que K. pneumoniae, ela tem demonstrado importancia na

pratica clinica (Brisse; Passet; Grimont, 2014).

2.9 Enterococcus

Os Enterococcus spp. sdo bactérias comensais que pertencem a familia
Enterococcaceae, do filo Firmicutes, encontradas em uma variedade de ambientes
naturais, incluindo solo, agua e esgoto, além de serem parte da microbiota intestinal
de animais. Essas bactérias se caracterizam por sua morfologia em cocos Gram-
positivos nao esporulados, que sao observados frequentemente em arranjos de pares,
cadeias curtas ou isolados (figura 11) (Murray, 1990; Williamson et al., 2022).

Sdo bactérias anaerdbias facultativas que apresentam teste de catalase
negativo e sdo produtores de acido latico. Eles demonstram uma notavel capacidade
de tolerancia a condicdes desfavoraveis, como elevada concentracéo de sais biliares

(40%) e solugdes salinas (6,5%). Sua faixa ideal de crescimento situa-se em um pH
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de 7.5, porém, eles podem crescer em pHs variando entre 4.5 e 9.0 (De Souza et al.,
2012).

Figura 11 - Imagem do microscoépio eletronico de Enterococcus faecalis apresentando
arranjo de cocos isolados e diplococos.

Fonte: adaptado de Matsumoto et al., 2019.

Este género estd bem adaptado as condigdes fisioldgicas do corpo humano,
sendo encontrado na cavidade oral, trato gastrointestinal e trato geniturinario. Os
Enterococcus sédo considerados bactérias oportunistas, o que significa que, embora
normalmente ndo causem doencas em individuos saudaveis, podem ser responsaveis
por infeccbes em pessoas imunocomprometidas (Semedo-Lemsaddek; Barreto-
Crespo; Tenreiro, 2012). Atualmente, mais de 50 espécies de Enterococcus sao
reconhecidas, com destaque para Enterococcus faecalis, uma das causadoras mais
frequentes de infec¢des (Fisher; Phillips, 2009; Madsen et al., 2017).

2.9.1 Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis é uma das espécies mais comuns no trato

gastrointestinal, representando aproximadamente 65% da composi¢cdo da microbiota
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relacionada ao filo Firmicutes (BRUNEAU et al., 2017). Essa prevaléncia € atribuida,
em parte, ao seu diversificado repertério de mecanismos de viruléncia, que lhe
conferem uma capacidade Unica de permanecer e sobreviver em diferentes ambientes
e situacbes no organismo do hospedeiro. Isso destaca sua notavel adaptacdo
fisiologica (Chattopadhyay et al., 2021).

No trato gastrointestinal, essas bactérias mantém uma relacdo de
comensalismo com o corpo humano, contribuindo para o equilibrio da microbiota e
para a manutencao da homeostase do organismo. No entanto, em situagcdes em que
conseguem se disseminar sem controle, Enterococcus faecalis pode se tornar um
patdbgeno oportunista, desencadeando ou favorecendo quadros inflamatorios
inadequados em regides do intestino, como o célon e o reto, por meio de mecanismos
ainda nao totalmente compreendidos (Alhinai; Walton; Commane, 2019; Gagniere et
al., 2016).
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Utilizar bactérias do intestino do inseto adulto Rynchophorus palmarum para

producado de proteases com atividade caseinolitica e capazes de coagular leite.

3.2 Objetivos especificos

Q Identificar as bactérias do intestino do inseto adulto R. palmarum capazes de

produzir proteases com atividade caseinolitica.

A Cultivar as bactérias em meio Agar-caseina para producdo de proteases de

interesse.

U Extrair as enzimas e mensurar sua atividade caseinolitica.

Q Caracterizar o perfil proteico e enzimatico do extrato (pH e temperatura 6tima

e inibigc&o).

O Submeter o extrato a um pré-purificagéo para melhorar a eficiéncia da atividade

caseinolitica.

O Caracterizar os parametros minimos para coagulacéo do leite.
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4 Metodologia

4.1 Criacao e manutencao do inseto adulto Rynchophorus palmarum

A coleta dos espécimes adultos de Rhynchophorus palmarum utilizados neste
estudo foi realizada por meio de armadilhas atrativas, seguindo o protocolo descrito
por Duarte et al. (2003). As armadilnas foram instaladas nas adjacéncias da
Universidade Federal de Alagoas, Campus A.C. Simdes, Macei6, AL (Latitude
9033'22"S e Longitude 35°46'35"W). ApOs a captura, os insetos foram acondicionados
em recipientes plasticos com volume aproximado de 30 cm3, mantidos em ambiente
climatizado com temperatura ambiente e umidade relativa de 60 + 10%, por um
periodo ndo superior a sete dias. A dieta dos espécimes capturados consistiu em
cana-de-acUcar, a qual foi substituida a cada 48 horas.

4.2 Cepas bacterianas cultivaveis do trato digestivo de R. palmarum

4.2.1 Obtengé&o das cepas bacterianas

As cepas bacterianas utilizadas neste estudo foram cedidas pelos Laboratorios
de Bioquimica Metabdlica e de Microbiologia, ambos pertencentes ao Instituto de
Ciéncias Farmacéuticas (ICF) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL). As cepas
foram isoladas e caracterizadas em um estudo prévio realizado pelo grupo de
pesquisa dos referidos laboratérios, cujos resultados culminaram na publicacdo de
Calumby et al. (2022). O trabalho de Calumby et al. (2022) teve como objetivo a
caracterizacdo da microbiota intestinal cultivavel de Rhynchophorus palmarum,

resultando na elaborag¢édo de um catélogo contendo 147 cepas bacterianas.

4.2.2 Selecdo das bactérias produtoras de proteases com atividade
caseinolitica.

A fim de identificar as cepas bacterianas com potencial para producédo de
proteases com atividade caseinolitica, foi empregada uma metodologia adaptada de
Cheeseman (1963). As cepas bacterianas foram cultivadas em meio de cultura sélido
composto por agar bacteriol6gico e caseina de leite bovino (2% p/v) como substrato.

Para fins de controle negativo, as cepas também foram cultivadas em meio de cultura
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contendo apenas agar bacterioldgico. As culturas foram incubadas a 37 °C por 48
horas.

A avaliacdo preliminar considerou o crescimento bacteriano satisfatorio e a
presenca de alteracdes organolépticas, como modificacdes no odor e na coloracao do

meio de cultura, como indicadores de atividade proteolitica.

4.2.3. Identificacao das cepas selecionadas

Apés a etapa de sele¢cdo, 11 cepas bacterianas, exibindo potencial para a
producao de caseinases, foram submetidas a um novo processo de identificacdo para
confirmacédo do isolamento e autenticacdo da espécie bacteriana. As cepas foram
encaminhadas ao Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal
da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Sao Paulo (USP), utilizando
meio de transporte bacteriol6gico Stuart. A identificacdo bacteriana foi realizada por
espectrometria de massas MALDI-TOF (ionizac&o por dessorcao a laser assistida por
matriz com analisador por tempo de voo), utilizando o espectrometro de massas
Microflex™ (Bruker Daltonik).

Os resultados obtidos corroboraram os achados de Calumby et al. (2022),
confirmando a identidade das cepas inicialmente isoladas. Entretanto, seis cepas
apresentaram contaminacao, sendo necessario um novo processo de isolamento.

Para as etapas subsequentes, foram selecionadas duas cepas que
demonstraram maior potencial, com base no crescimento bacteriano e nas alteracées
organolépticas observadas no meio de cultura. As cepas bacterianas Enterococcus
faecalis e Klebsiella variicola, isoladas do intestino do inseto adulto Rhynchophorus

palmarum, foram entéo utilizadas na segunda etapa do estudo.

4.3 Preparacao do extrato enzimético

O extrato enzimatico foi preparado utilizando uma metodologia adaptada de
Cheeseman (1963). Placas de Petri (90 x 15 mm) contendo meio de cultura composto
por agar bacteriologico e sal sédico de caseina de leite bovino como substrato foram
utilizadas para o cultivo das cepas Enterococcus faecalis e Klebsiella variicola,
isoladas do intestino do inseto adulto Rhynchophorus palmarum. As cepas foram
cultivadas separadamente e incubadas a 37 °C por 48 horas.
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Apos o periodo de incubacédo, procedeu-se a extracdo das enzimas secretadas
na matriz sélida de agar bacteriologico. Para cada grama de meio de cultura, foram
adicionados 2 mL de tampao TRIS-HCI 50 mM, pH 8. A maceracdo e
homogeneizagao do meio de cultura com o tampao foram realizadas individualmente,
utilizando gral e pistilo. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 5.000 rpm por
20 minutos a 4 °C. O sobrenadante, contendo as enzimas bacterianas, foi coletado e
denominado Extrato de Enzimas Bacterianas (EBac), sendo utilizado nos ensaios

subsequentes.

4.4 Determinacdo da atividade enzimatica usando o substrato azocaseina

A atividade enzimética dos extratos foi determinada por meio de um ensaio
colorimétrico com azocaseina como substrato, utilizando uma metodologia adaptada
de Alencar et al. (2003). O meio reacional foi composto por 50 pL de EBac, 50 uL de
tampéo TRIS-HCI 50 mM (pH 8) contendo Triton X-100 a 0,1% (p/v) e 150 pL de
azocaseina a 0,6% (p/v). Ap6s incubacao a 37 °C por 1 hora, a reacao foi interrompida
pela adicdo de 100 pL de acido tricloroacético (TCA) a 10% (p/v).

Um controle branco foi realizado em paralelo, utilizando os mesmos
componentes do meio reacional, com a adicdo de TCA no inicio da incubacédo para
interromper a reagdo enzimética imediatamente. Apos a adi¢cdo do TCA, as amostras
foram mantidas em repouso por 10 minutos e posteriormente centrifugadas a 10.000
rpm por 10 minutos.

A hidrélise da azocaseina foi quantificada medindo-se a absorbancia de 200 pL
do sobrenadante em um comprimento de onda de 366 nm, utilizando o leitor de
microplacas FlexStation 3.

4.5 Quantificacéo proteica dos extratos de enzimas bacterioldgicas

A quantificacdo de proteinas nos extratos enzimaticos bacterianos (EBac) foi
realizada pelo método de Bradford (1976), utilizando albumina sérica bovina (ASB)
como padrao em concentra¢des que variaram de 0,05 a 1 mg/mL. O meio reacional
foi preparado adicionando-se 10 uL de EBac a 190 pL de reagente de Bradford. Apos
5 minutos de incubacdo em ambiente escuro, a absorbancia foi medida em 595 nm

utilizando o leitor de microplacas FlexStation 3.
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4.6 Precipitacdo salina com sulfato de amoénio (NH4)2SO4 e método trifasico
(TPP) (Enterococcus faecalis)

4.6.1 Precipitacao salina com sulfato de amonio

O extrato enzimatico bacteriano (EBac) da cepa Enterococcus faecalis foi
submetido a um processo de pré-purificacdo proteica por precipitacdo salina com
sulfato de amoénio ((NH,) ,SO,), utilizando uma metodologia adaptada de Hopkins e
Pinkus (1898). Inicialmente, 20 mL de EBac foram preparados, dos quais 5 mL foram
reservados como controle para posterior anélise da eficiéncia do método. Os 15 mL
restantes foram submetidos a fracionamentos salinos com concentracdes crescentes
de sulfato de aménio, variando de 20% a 100% (p/v). A adicdo do sal foi realizada de
forma lenta e gradual (conforme Tabela 4), sob agitagdo constante em banho de gelo
por 1 hora, para promover a solubilizacdo do sal e a precipitacao proteica.

ApoOs cada etapa de precipitacdo, as amostras foram centrifugadas a 5.000 g
por 30 minutos. O sobrenadante foi coletado e utilizado no fracionamento
subsequente, utilizando a préxima concentracdo superior de sulfato de aménio. O
precipitado proteico foi ressuspendido em 0,5 mL de tampéao de extracéo (Tris-HCI 50
mM, pH 8).

As fracdes proteicas obtidas foram entdo submetidas a uma triagem para
avaliar a atividade enzimética, utilizando um ensaio colorimétrico com azocaseina
como substrato, adaptado de Alencar et al. (2003). A fracdo que apresentou maior

atividade enziméatica foi selecionada para as etapas subsequentes da pesquisa.

Tabela 4 - Fracionamento salino do extrato de enzimas bacteriol6gicos Enterococcus
faecalis.

Massa de sulfato de aménio

Fracéo salina ((NH4)2S04) (m/v)

Atividade Enziméatica (U)

EBac - 0,036
0-20% 1,599 0,019
20-40% 1,709 0,022
40 - 60 % 1,809 0,033
60 — 80 % 1,94¢ 0,189
80 — 100 % - 0,012

Fonte: elaborado pelo autor.
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4.6.2 Método sistema de particéo trifasica (TPP)

Visando otimizar o processo de pré-purificacdo e aumentar o rendimento e a
recuperacdo enzimatica do EBac, foi empregado um sistema de precipitacdo trifasica
(TPP), utilizando &lcool t-butilico como fase organica e sulfato de aménio como agente
precipitante. O método TPP, uma alternativa eficaz aos métodos cromatograficos de
purificacdo de proteinas, destaca-se por sua versatilidade e viabilidade econémica
(Gagaoua & Hafid, 2016).

De acordo com a metodologia adaptada de Rawdkuen, Vanabun e Benjakul
(2016), 100 mL de EBac foram preparados, dos quais 10 mL foram reservados como
controle para analise da eficiéncia do método. Aos 90 mL restantes, foi adicionado
sulfato de amdnio, conforme descrito na se¢éo 4.7.1, até atingir a fragdo de saturacao
de 60-80%. Em seguida, alcool t-butilico foi adicionado na propor¢éo de 0,5:1 (v/v)
em relacdo ao volume de EBac. A mistura foi entdo submetida a agitacdo moderada
em movimentos circulares em tubos Falcon (15 mL) e mantida em repouso por 1 hora
a temperatura ambiente.

Apébs o periodo de repouso, a amostra foi centrifugada a 5.000 rpm por 20
minutos a 4 °C. As fases formadas foram separadas e avaliadas quanto a atividade
enzimatica, conforme descrito na secéo 4.4 e de acordo com a Tabela 5. A fase com

maior atividade enzimatica foi selecionada para os ensaios de coagulacdo do leite.

Tabela 5 - Sistema de Particdo Trifasica do extrato de enzimas bacterioldgicos
Enterococcus faecalis.

Fracado Atividade Enzimatica (U)
EBac 0,035
Organica 0,000
Aquosa 0,019
Precipitado 0,147

Fonte: Elaborado pelo autor
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4.7 Ensaio de caracterizacao do extrato

4.7.1 Ensaio com diferentes substratos na atividade proteolitica.

A fim de determinar a presenca de enzimas proteoliticas de interesse no
complexo enzimatico produzido pelas cepas bacterianas, foi realizado um ensaio
enzimatico utilizando os substratos sintéticos BApNA (N-a-benzoil-L-arginina-p-
nitroanilida), SAAPLpNA (N-succinil-Ala-Ala-Pro-Leu-p-nitroanilida) e SAAPFpNA (N-
succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilida). Os substratos foram previamente dissolvidos
em dimetilsulféxido (DMSO) a uma concentracao final de 50 mM. A hidrélise dos
substratos libera p-nitroanilida, um produto cromogénico que permite a quantificacao
da atividade enzimética por meio da leitura da absorbancia em 410 nm, utilizando o
leitor de microplacas FlexStation 3.

O meio reacional foi composto por 10 yL de EBac, 110 pL de tampéao Tris-HCI
50 mM, pH 8,0 e 30 pL de solucéo reveladora (contendo 4 puL do substrato a ser
utilizado (50 mM) + 96 uL de tampéao Tris-HCI 50 mM, pH 8,0). Apds incubacéo a 37
°C por 1 hora, a reacao foi interrompida pela adicdo de 150 pL de &cido citrico a 20%
(m/v). A absorbancia foi entdo medida em 410 nm, utilizando 200 pL do meio reacional

no leitor de microplacas FlexStation 3.

4.7.2 Influéncia do pH

Visando avaliar a influéncia do pH na atividade caseinolitica do complexo
enzimatico produzido pelas cepas bacterianas, foi empregada a metodologia descrita
por Alencar et al. (2003), com modificacBes. A atividade enziméatica foi determinada
em diferentes valores de pH, utilizando as seguintes solu¢cbes tampéao: acetato de
sodio (pH 4,0 e 5,0), fosfato de sédio (pH 6,0 e 7,0), Tris-HCI (pH 8,0) e glicinato de
sédio (pH 9,0; 10,0 e 11,0), todas em concentragdo de 100 mM.

O meio reacional consistiu em 50 pL de EBac, 50 pL da solugéo tampao
correspondente contendo Triton X-100 a 0,1% (v/v) e 150 pL de azocaseina 0,6%
(p/v), previamente dissolvida no tampéo especifico para cada pH. Apos incubacéo a
37 °C por 1 hora, a reacdo foi interrompida pela adicdo de 100 pL de acido
tricloroacético (TCA) a 10% (p/v). As amostras foram entdo mantidas em repouso por

10 minutos e centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos.
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Para cada valor de pH testado, um controle branco foi incluido, no qual o TCA
foi adicionado no inicio da reacdo. Todas as reagdes foram realizadas em triplicata.
A absorbéancia do sobrenadante foi medida em 366 nm, utilizando 200 pL do meio
reacional no leitor de microplacas FlexStation 3. O pH que resultou na maior hidrélise

da azocaseina foi considerado o pH 6timo para a atividade enzimatica.

4.7.3 Influéncia da temperatura

Com o intuito de determinar a influéncia da temperatura na atividade
caseinolitica do complexo enzimatico produzido pelas cepas bacterianas, foi utilizada
a metodologia descrita por Alencar et al. (2003), com modificacdes. A atividade
enzimatica foi avaliada nas seguintes temperaturas: 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90 °C.

O meio reacional foi composto por 50 uL de EBac, 50 pL de tampéao Tris-HCI
50 mM, pH 8,0, contendo Triton X-100 a 0,1% (v/v) e 150 pL de azocaseina a 0,6%
(p/v). Apos incubacdo em cada temperatura por 1 hora, a reacéo foi interrompida pela
adicdo de 100 pL de &cido tricloroacético (TCA) a 10% (p/v). As amostras foram entao
mantidas em repouso por 10 minutos e centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos.

Para cada temperatura avaliada, um controle branco foi incluido, no qual o TCA
foi adicionado no inicio da reacdo. Todas as reacdes foram realizadas em triplicata. A
absorbancia do sobrenadante foi medida em 366 nm, utilizando 200 pL do meio
reacional no leitor de microplacas FlexStation 3. A temperatura que resultou na maior
hidrolise da azocaseina foi considerada a temperatura Otima para a atividade

enzimaéatica.

4.7.4 Ensaio de inibicao

Querendo investigar o efeito de diferentes inibidores enzimaticos na atividade
caseinolitica do complexo enzimatico produzido pelas cepas bacterianas, foi
empregada a metodologia descrita por Alencar et al. (2003), com modificacdes. Os
seguintes inibidores foram utilizados: fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) (5 mM) para
serinoproteases; 2B3-mercaptoetanol (5 mM) para tiol-proteases; &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) (5 mM) para metaloproteases; ditiotreitol (DTT) (5
mM) para cisteino-proteases; e benzamidina (5 mM) como inibidor sintético de

tripsina.
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O meio reacional consistiu em 50 pL de EBac, 40 yL de tampéao Tris-HCI 50
mM, pH 8,0, contendo Triton X-100 a 0,1% (v/v), 10 pL da solucado inibidora
correspondente e 150 pL de azocaseina a 0,6% (p/v). A concentracao final do inibidor
no meio reacional foi de 3 mM. Apds um periodo de pré-incubacdo de 30 minutos a
temperatura ambiente, as reacdes foram incubadas a 37 °C por 1 hora. A reacéo foi
entdo interrompida pela adicdo de 100 pL de acido tricloroacético (TCA) a 10% (p/v).
As amostras foram mantidas em repouso por 10 minutos e centrifugadas a 10.000 rpm
por 10 minutos.

Para cada inibidor testado, um controle branco foi incluido, no qual o TCA foi
adicionado no inicio da reacdo. Um controle positivo, sem a adicdo de inibidores, foi
utilizado como referéncia para 100% da atividade enzimatica. A absorbancia do
sobrenadante foi medida em 366 nm, utilizando 200 pL do meio reacional no leitor de

microplacas FlexStation 3.

4.8 Eletroforese SDS-PAGE e Zimografia

4.8.1 gel poliacrilamida SDS-PAGE

A andlise do perfil proteico dos extratos enzimaticos bacterianos (EBac) foi
realizada por eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de
sédio (SDS-PAGE), de acordo com o método descrito por Laemmli (1970). Utilizou-
se um gel de empilhamento a 4% (m/v) e um gel de separacdo a 10% (m/v). As
amostras foram preparadas em tampéao contendo Tris-HCI 0,0625 M (pH 6,8), SDS
2% (p/v), glicerol 10% (v/v), B-mercaptoetanol 5% (v/v) e azul de bromofenol 0,001%
(p/v), e desnaturadas por aquecimento a 90 °C por 5 minutos antes da aplicacdo nos
pocos do gel.

A eletroforese foi realizada a uma voltagem constante de 140 V, por
aproximadamente 3 horas. Apds a corrida eletroforética, o gel foi corado com uma
solucéo contendo 0,4 g de AgNO3, NaOH 0,36% (p/v) e NH,OH 21% (v/v) por 30
minutos. Em seguida, o gel foi lavado com solucéo reveladora, composta por 50 mL
de agua, 25 pL de formaldeido a 37% (v/v) e 25 L de acido citrico a 10% (p/v), até a

visualizagdo das bandas proteicas.
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4.8.2 Zimografia

A atividade proteolitica do EBac foi avaliada por zimografia em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), contendo caseina incorporada a matriz do gel. Foram
utilizados géis de empilhamento (4% m/v) e de separacao (14% m/v), ambos contendo
dodecil sulfato de sédio (SDS) e caseina a 0,25% (p/v). As amostras foram preparadas
em tampdo contendo Tris-HCI 0,0625 M (pH 6,8), glicerol 10% (v/v) e azul de
bromofenol 0,001% (p/v).

A eletroforese foi realizada a 140 V, por aproximadamente 3 horas, em banho
de gelo. Apéds a corrida eletroforética, o gel foi lavado trés vezes com tampéao Tris-HCI
50 mM (pH 8,0) contendo Triton X-100 a 2,5% (v/v), com duracéo de 15 minutos cada
lavagem. Em seguida, o gel foi incubado em tampéao Tris-HCI 50 mM (pH 8,0) por 48
horas a 37 °C para permitir a renaturacdo das enzimas e a atividade proteolitica sobre
a caseina.

A revelacédo do zimograma foi realizada pela imerséo do gel em solucéo corante
de Coomassie Brilliant Blue G-250 a 0,2% (p/v) em solucdo aquosa de metanol (1:1
v/v) por 24 horas. O gel foi entdo lavado com solugéo fixadora contendo metanol 50%
(v/v) e acido acético 10% (v/v) até a visualizacdo das bandas claras, indicativas da

atividade proteolitica, em um fundo azul escuro.

4.9 Ensaio de coagulacdo em leite desnatado

4.9.1 Ensaio de parametros minimos ideais para coagulacéo de leite em po6
desnatado.

A fim de determinar os parametros minimos para a coagulacao de uma solucéo
de leite em po6 desnatado pelos extratos enziméticos bacterianos (EBac), foi
empregada a metodologia descrita por Arima, Yu e lwasaki (1970), com modificacdes.
Os fatores investigados incluiram tempo, temperatura e concentracdo minima de
proteina com atividade coagulante.

Inicialmente, a concentracédo de proteina em cada EBac foi determinada pelo
meétodo de Bradford, conforme descrito na secédo 4.5. Para o EBac de K. variicola,
com concentragao proteica de 0,163 pg/pL, foram avaliadas concentragdes de 15 a
0,1 ug de proteina. Para o EBac de E. faecalis, com concentracdo de 0,304 pg/uL,

foram testadas concentracdes de 30 a 1 ug de proteina.
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Uma solucéo de leite em p6 desnatado a 10% (m/v) foi preparada com a adi¢ao
de cloreto de calcio a 10 mM e o pH ajustado para 6,5. Aliquotas de 1000 pL da
solucéo de leite foram distribuidas em tubos de microcentrifuga (Eppendorf), e 100 pL
de cada EBac foram adicionados aos respectivos tubos. Como controle, utilizou-se
100 pL de tampéo Tris-HCI 50 mM, pH 8,0. O experimento foi conduzido em duas
temperaturas (37 °C e 50 °C), com tempo de incubacéo de 1 hora. Apdés a incubacéao,
as amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 2 minutos e a coagulagéo foi avaliada

visualmente. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

4.9.2 Ensaio efeito do calcio

Visando determinar a influéncia do cloreto de célcio na coagulacédo do leite
mediada pelos extratos enzimaticos bacterianos (EBac), foram utilizadas
concentracbes de 0,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0 mM de cloreto de célcio no meio
reacional. Uma solucéo de leite em pé desnatado a 10% (m/v) foi preparada e o pH
ajustado para 6,5. Aliquotas de 1000 pL da solucéo de leite foram adicionadas a tubos
de microcentrifuga (Eppendorf), juntamente com 100 pL do EBac e 100 pL da solucéo
de cloreto de calcio na concentracao desejada. O controle consistiu em 1000 L da
solucéo de leite, 100 pL de tampéao Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, e 100 uL de agua
ultrapura.

As reacdes foram incubadas a 50 °C por 1 hora, utilizando a concentracao
minima de proteina previamente determinada como eficaz para a coagulacao do leite.
Apoés a incubacdo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 2 minutos e a

coagulacéao foi avaliada visualmente. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

4.9.3 Caélculo da atividade coagulante

O célculo da atividade coagulante foi realizado com base na seguinte equagéao:

MCA(U)/mL = [2225] x v

13 ”

Em que “V” é o volume do leite (mL); “T” o tempo de coagulagdo em segundos e “v” 0
volume de extrato enzimatico aplicado (mL). A equacdo foi adaptada de
Tabayehnejad, Castillo e Payne (2012), considerando a quantidade de enzima

necessaria para coagular 10 mL de leite em 40 minutos (2400 segundos) a 37 °C.
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5 Resultados e Discussao

5.1 Caracterizacdo dos extratos

5.1.1 Atividade enzimatica frente aos diferentes substratos

O meio de cultura, como descrito por Chi et al. (2007) e Sindhu, Suprabha e
Shashidhar (2009), constitui uma ferramenta essencial para o cultivo de
microrganismos, fornecendo os nutrientes necessarios para o crescimento e producao
de enzimas de interesse biotecnolégico. Dentre os diversos substratos utilizados em
meios de cultura, a caseina destaca-se como uma fonte rica em proteinas, sendo
amplamente empregada para estimular a producdo de proteases, enzimas que
catalisam a quebra de proteinas. Essa estratégia € corroborada por estudos como 0s
de Verma (2001) e Han, Kautto e Nevalainen (2017), que demonstraram a eficacia da
caseina na inducao da producédo de proteases por diferentes microrganismos.

No presente estudo, o0 objetivo principal foi investigar a capacidade de duas
cepas bacterianas, Enterococcus faecalis e Klebsiella variicola, isoladas do intestino
do inseto Rhynchophorus palmarum, em produzir enzimas proteoliticas com diferentes
especificidades, utilizando a caseina como substrato indutor. As enzimas de interesse
incluiram tripsina, quimotripsina e elastase Il, selecionadas devido a sua relevancia
em processos biotecnologicos, como a producdo de detergentes, alimentos e
farmacos. Para avaliar a presenca dessas enzimas nos extratos bacterianos (EBac),
foram empregados substratos sintéticos especificos: BApNA para tripsina,
SAAPLpNA para elastase Il e SAAPFpNA para quimotripsina. A atividade
caseinolitica, por sua vez, foi determinada utilizando a azocaseina como substrato.

Os resultados obtidos revelaram que o0s extratos de ambas as cepas
apresentaram baixa atividade frente aos substratos BApNA e SAAPLpNA, indicando
uma producéo limitada de tripsina e elastase Il, respectivamente. Entretanto, o EBac
de E. faecalis exibiu uma atividade detectavel (0,034 U) com o substrato SAAPFpNA,
sugerindo a presenca de enzimas com especificidade semelhante a quimotripsina.
Essa atividade, embora modesta, abre caminho para futuras investigagdes sobre a
natureza e aplicacéo dessas enzimas. E importante salientar que a Figura 12 ilustra
graficamente esses resultados, permitindo uma visualizagdo clara do perfil de

atividade enzimatica de cada cepa.
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Figura 12 - Atividade hidrolitica dos extratos enzimaticos das cepas Klebsiella
variicola e Enterococcus faecalis. A) frente ao substrato azocaseina B) frente aos
substratos enzimaticos BApNA , SAAPLpNA e SAAPFpNA .
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024

Apesar da baixa atividade frente aos substratos sintéticos, o cultivo em &gar-
caseina mostrou-se eficaz na indugdo da producdo de enzimas com atividade
caseinolitica por ambas as cepas bacterianas. Vale ressaltar que a cepa de K. variicola
destacou-se neste aspecto, apresentando uma atividade especifica de 0,09 U pg/uL,
sem a necessidade de etapas adicionais de pré-purificacdo ou concentracdo do
extrato enzimatico. Em contrapartida, o EBac de E. faecalis, apesar de também exibir
atividade caseinolitica, requereu pré-purificacdo e concentracdo para atingir uma
atividade especifica de 0,01 U pg/puL. Essa diferenca na eficiéncia de producédo
enzimatica entre as duas cepas pode ser atribuida a fatores como variagdes nas vias
metabdlicas, sistemas de secrecdo e mecanismos de regulacéo génica envolvidos na
biossintese de proteases.

Em suma, o presente estudo demonstrou o potencial de cepas bacterianas
isoladas do intestino de Rhynchophorus palmarum na producdo de enzimas com
atividade caseinolitica, abrindo perspectivas para a exploracdo dessas enzimas em

diversas aplicagOes biotecnoldgicas, como a industria alimenticia, farmacéutica e de
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biocombustiveis. A identificacdo e caracterizacdo detalhada dessas enzimas, bem
como a otimizacdo das condi¢Ges de cultivo e producéo, sdo etapas cruciais para o

desenvolvimento de processos biotecnoldgicos eficientes e sustentaveis.

5.1.2 Influéncia do pH

A atividade catalitica de uma enzima € intrinsecamente dependente da
manutencdo de sua estrutura tridimensional nativa, a qual é sensivel a diversos
fatores fisico-quimicos, incluindo o pH do meio. Variagbes no pH podem alterar o
estado de ionizacdo dos aminoacidos constituintes da enzima, induzindo mudancas
conformacionais que afetam diretamente sua capacidade catalitica, conforme descrito
por Nelson e Cox (2022).

O valor de pH no qual a enzima exibe atividade méaxima é denominado pH
otimo, sendo um parametro crucial na caracterizacdo bioquimica de enzimas. A
determinacdo do pH otimo pode fornecer informacbes relevantes sobre as
propriedades da enzima, como sua natureza acida ou alcalina. Neste estudo, a anélise
do perfil de atividade enzimética em funcdo do pH revelou que os extratos brutos de
Klebsiella variicola e Enterococcus faecalis (EBac) exibiram atividade proteolitica
maxima em condic¢des alcalinas. O EBac de K. variicola apresentou pH étimo de 8,0,
enquanto o EBac de E. faecalis exibiu uma faixa 6tima de pH entre 7,0 e 9,0 (Figura
13). A maior amplitude da faixa de pH 6timo observada para o EBac de E. faecalis
sugere a presenca de mdultiplas enzimas com atividade caseinolitica e pHs 6timos
distintos, atuando de forma sinérgica na degradacédo da azocaseina.

E interessante observar que os resultados obtidos neste estudo estdo em
consonancia com diversos trabalhos cientificos que relatam a producao de proteases
alcalinas por diferentes microrganismos, como os de Shrinivas e Naik (2011), Asokan
e Jayanthi (2010), Aguilar, De Castro e Sato (2019) e Mitra e Chakrabartty (2005), que
descreveram a producao de proteases alcalinas por diversos microrganismos, com
atividade maxima em faixas de pH entre 7,0 e 11,0. Essa convergéncia de resultados
reforca a consisténcia das analises realizadas e confirma a natureza alcalina das

proteases presentes nos EBac de K. variicola e E. faecalis.
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Figura 13 - Quantificacédo da atividade proteolitica dos EBacs de Klebsiella variicola e
Enterococcus faecalis frente ao substrato azocaseina em diferentes pH: tampéo
acetato (pH 4-5); tampao fosfato (6-7); tampao Tris-HCI (8) e tampéao de glicina (9-11).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024
5.1.3 Influéncia da temperatura

A temperatura proporciona o0 aumento da energia cinética das moléculas,
fazendo com que a probabilidade de interacdo entre a enzima e o substrato se
intensifique, porém, em temperaturas bastante elevadas, as enzimas podem sofrer
desnaturacdo, deformando sua estrutura nativa e tornando-se inativas de forma
irreversivel Nelson e Cox (2022). A temperatura € considerada um dos parametros
cruciais para o bom desempenho e funcionamento de uma enzima. A regulacdo desse
parametro em ensaios enzimaticos é fundamental para garantir a maxima atividade
catalitica e com isso possibilitar a reducéo da quantidade de enzima necessaria para
uma reacao Herlet et al. (2017). Assim, conhecer como determinada enzima se
comporta em diferentes temperaturas € um passo importante para possiveis
aplicacfes biotecnolégicas.

Compreender como as enzimas se comportam em diferentes temperaturas é
essencial para o desenvolvimento de bioprocessos eficazes e robustos. No presente
estudo, a analise da atividade enzimatica em funcéo da temperatura revelou que os
extratos enzimaticos bacterianos (EBac) de Klebsiella variicola e Enterococcus
faecalis compartilham um perfil de atividade semelhante, com temperatura 6tima de

50 °C demonstrado na figura 14. Ambas as enzimas mantiveram niveis satisfatérios
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de atividade em uma faixa relativamente ampla de temperatura, entre 40 °C e 60 °C,
demonstrando certa flexibilidade em relacdo a temperatura de reacdo. No entanto,
temperaturas mais elevadas, acima de 70 °C, levaram a uma diminui¢cdo drastica na
atividade enzimatica, evidenciando a ocorréncia de desnaturagao proteica.

Um resultado interessante foi a capacidade do EBac de K. variicola em manter
uma atividade enzimatica significativa mesmo a 80 °C. Essa caracteristica, conhecida
como termoestabilidade, é de grande interesse para aplicagdes biotecnologicas que
requerem altas temperaturas, como a producdo de biocombustiveis, o processamento
de alimentos e o tratamento de residuos industriais. A termoestabilidade do EBac de
K. variicola abre caminho para sua utilizacdo em processos industriais mais eficientes
e econdmicos, uma vez que a enzima pode ser utilizada em temperaturas mais

elevadas, acelerando as reac¢des e reduzindo o tempo de processamento.

Figura 14 - Quantificacdo da atividade proteolitica dos EBacs de Klebsiella variicola e
Enterococcus faecalis frente ao substrato azocaseina em diferentes temperaturas (20
—80°C).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024

Os resultados obtidos neste estudo corroboram as observacdes de diversos
trabalhos cientificos que investigaram a influéncia da temperatura na atividade de
proteases microbianas, especialmente aquelas com potencial aplicacdo na
coagulacao do leite, como observado em Vishwanatha; Appu Rao e Singh (2010), Da
Silva et al. (2017), Saeed et al. (2023) e Liu et al. (2018) que encontram faixas de
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temperatura Otima para suas respectivas atividades enziméaticas variando de 45 a
70°C. Essa convergéncia de resultados demonstra a importancia da temperatura como
fator critico na atividade enzimatica e reforca a necessidade de se considerar os
parametros térmicos no desenvolvimento de aplicagcbes biotecnolégicas que

envolvam o uso de enzimas.
5.1.4 Ensaio de Inibicdo da atividade enzimatica.

A atividade enzimatica pode ser modulada por substancias conhecidas como
inibidores enziméaticos. Estas moléculas interagem com as enzimas, diminuindo ou
cessando a catélise. Os mecanismos de inibicdo séo diversos, incluindo a ligacédo do
inibidor a enzima livre, ao complexo enzima-substrato, ou a competicdo direta pelo
sitio catalitico. Tais interacbes podem ser reversiveis ou irreversiveis, dependendo da
natureza da ligacdo enzima-inibidor e da possibilidade de dissociacdo do complexo,
como descrito por Butterworth (1997) e Palmer e Bonner (2007).

A especificidade da interacdo enzima-inibidor permite inferir a classe
enzimatica presente em um sistema. Considerando a complementaridade entre o sitio
catalitico e o substrato, e utilizando inibidores especificos para diferentes classes de
enzimas, é possivel realizar uma pré-identificacdo da classificacdo enzimatica. Neste
estudo, foram selecionados os seguintes inibidores: Fluoreto de fenilmetilsulfonil
(PMSF), para inibir serinoproteases; 2[-mercaptoetanol, para inibir tiol-proteases;
Acido etilenodiaminotetracético (EDTA), para inibir metaloproteases; Ditiotreitol (DTT),
para inibir cisteino-proteases; e benzamidina (3 mM), como inibidor sintético de
tripsina.

Convergindo com essa perspectiva, diversos estudos, incluindo Saeed et al.
(2023), Shaikh, Dixit e Shaikh (2018), Biscola et al. (2016) e Souto, Branquinha e
Santos (2018), investigaram a producdo de extratos enzimaticos microbianos com
atividade coagulante sobre o leite. Esses trabalhos, por meio de ensaios de inibicao,
identificaram a predominancia de classes enzimaticas como metaloproteases,
cisteinoproteases e serinoproteases, corroborando a associacao dessas enzimas com
a capacidade de coagulagao do leite.

Os resultados da presente investigacao revelaram perfis de inibicdo distintos
entre os extratos bacterianos (EBac) de K. variicola e E. faecalis. O EBac de K.
variicola exibiu maior sensibilidade ao DTT (91,22% de inibicdo) e ao EDTA (60,23%
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de inibicdo), sugerindo a presenca de cisteino-proteases e metaloproteases. Em
contraste, o EBac de E. faecalis apresentou maior suscetibilidade ao PMSF (87,5%
de inibic&do), indicando a presenca de serinoproteases como observado na tabela 6.
Adicionalmente, a atividade enzimatica do EBac de E. faecalis frente ao substrato
SAAPFpNA (Figura 12) reforca a hipotese da presenca de quimotripsina, uma

serinoprotease com especificidade por esse substrato.

Tabela 6 - Atividade residual enziméatica dos EBacs de Klebsiella variicola e
Enterococcus faecalis frente ao substrato azocaseina apds a adicdo de diferentes
inibidores.

Concentracio % Atividade % Atividade
Inibidor & residual K. residual E.
[mM] . :
variicola faecalis
Controle 5mM 100 100
PMSF 5mM 75,55 12,5
Zbeta- 5mM 50,79 75,96
mercaptoetanol
EDTA 5mM 39,77 61,53
DTT 5mM 8,78 100
benzamidina 5mM 100 100

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024

5.2 Eletroforese SDS-PAGE e Zimografica

A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) constitui um método
amplamente difundido na comunidade cientifica, o qual se baseia na migracdo de
macromoléculas carregadas em um campo elétrico através de uma matriz porosa. No
ambito biotecnoldgico, as variantes nativa e desnaturante da PAGE demonstram-se
ferramentas valiosas na andlise de perfis proteicos e na purificacdo de biomoléculas,
notadamente aquelas obtidas por técnicas de isolamento e fracionamento. Essa
técnica possibilita a avaliagdo do grau de complexidade e pureza de proteinas
presentes em uma amostra, contribuindo significativamente para o avan¢o do
conhecimento cientifico e suas aplicagdes em diversas areas (Silva Junior, 2004).

Nesse contexto, o presente estudo propds-se a analisar o perfil proteico
expresso pelo extrato bruto bacteriano (EBac) de Klebsiella variicola, bem como a
metodologia de pré-purificacdo do EBac de Enterococcus faecalis, visando a

determinacdo do grau de complexidade dos extratos produzidos. Adicionalmente,
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empregou-se a técnica de zimografia para avaliar a atividade proteolitica em matriz

sélida de poliacrilamida contendo caseina como substrato (Figura 15).

Figura 15 - A e C representa eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 14%
corado com prata dos EBac de K. variicola e E. faecalis respectivamente; B e D
representa zimografia gel de poliacrilamida 14% (contendo SDS + 0.25% de caseina)
corado com comassie blue dos EBacs de K. variicola e E. faecalis respectivamente.

Ebac Klebsiella variicola Ebac Enterococcus faecalis

§ 1111

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024

Os resultados obtidos demonstram-se promissores, visto que os EBacs de K.
variicola e E. faecalis ndo exibiram perfis proteicos de elevada complexidade. No caso
do EBac de K. variicola, observaram-se sete bandas proteicas apos coloracdo com
prata, além de eficiente hidrolise da caseina incorporada a matriz de poliacrilamida.
Para o EBac de E. faecalis, detectaram-se seis bandas proteicas utilizando a mesma
metodologia de coloragdo. A zimografia evidenciou a atividade proteolitica na matriz
de poliacrilamida, caracterizada por um padrdo de hidrélise com arrasto inicial no gel
e uma banda de hidrdlise localizada na regido mediana do gel.

A técnica de eletroforese demonstrou-se crucial para o estudo das enzimas
produzidas pelas cepas bacterianas analisadas. Além de permitir a obtengdo de um

perfil proteico para as amostras, proporcionou uma caracterizacdo preliminar
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relevante. A zimografia em gel de poliacrilamida confirmou a presenca de proteases

nas amostras avaliadas, fornecendo indicios sobre suas propriedades proteoliticas.

5.3 Ensaio de coagulacao

O leite caracteriza-se como uma emulséo de lipidios em agua, estabilizada por
uma dispersdo coloidal de proteinas. As caseinas constituem a principal fragdo
proteica do leite, representando aproximadamente 80% do total, e organizam-se em
micelas compostas predominantemente pelas variantes as1-, as2-, B- e k-caseina. A
K-caseina destaca-se por sua importancia no processo de coagulacdo, sendo sua
hidrolise essencial para a formacéo do coagulo. Este processo ocorre em duas etapas:
inicialmente, a k-caseina sofre hidrélise enzimética, gerando micelas de para-k-
caseina sensiveis ao calcio; posteriormente, o célcio induz a agregacao dessas
micelas, culminando na formacao do coagulo (Guinee; Wilkinson, 1992).

O presente estudo objetivou avaliar a interagcdo das enzimas presentes nos
extratos brutos bacterianos (EBacs) de Klebsiella variicola e Enterococcus faecalis
com leite em pd desnatado, estimando o potencial coagulante dos extratos e
determinando os parametros minimos para a ocorréncia da coagulacao. O ensaio foi
conduzido com tempo minimo de 1 hora, utilizando diferentes concentracdes dos
extratos em duas temperaturas distintas (37°C e 50°C).

Os resultados obtidos para o EBac de K. variicola demonstram-se promissores,
com atividade especifica (unidade de atividade coagulante - UAC) estimada em 400,2
UAC/mL de enzima. A andlise do parametro temperatura revelou influéncia
significativa na atividade coagulante, observando-se aumento substancial da
eficiéncia em temperatura mais elevada. Enquanto a 37°C a concentracdo minima
para atividade coagulante efetiva foi de 2,5 ug de proteina, a 50°C essa concentragao
reduziu-se para 0,5 pg. Portanto, a 50°C, requer-se uma quantidade cinco vezes

menor de proteina para alcancar o mesmo efeito em 1 hora de reacéo (Figura 16).
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Figura 16 - Ensaio de coagulacdo em leite em p6 desnatado Ebac Klebsiella variicola,
usando diferentes concentragdes proteicas do extrato. A) ensaio realizado a 37°C por
1 hora; B) ensaio realizado a 50°C por 1 hora.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024

O EBac de E. faecalis também apresentou resultados promissores, com
atividade especifica estimada em 200,1 UAC/mL de enzima. A temperatura influenciou
a atividade coagulante, com reducao da concentracdo minima de proteina necesséria
para 10 pug a 50°C, representando 1,5 vezes menos proteina em comparacédo a 37°C,
para o mesmo efeito em 1 hora de reacéo (figura 17). A comparacao entre os dois
EBacs permitiu evidenciar o superior potencial coagulante do EBac de K. variicola, o
qual requer 20 vezes menos proteina para exercer a atividade coagulante a 50°C em
1 hora, em relacdo ao EBac de E. faecalis.

Estudos anteriores, como os conduzidos por Luo et al. (2018), Hang et al.
(2016), Li et al. (2012) e Shieh, Thi e Shih (2009), também relataram elevadas
unidades de atividade coagulante em microrganismos, com valores de 380, 6000, 200
e 650 MAC (Milk-Clotting Enzyme)/mL, respectivamente. Diversas pesquisas tém sido
publicadas ao longo dos anos sobre proteases microbianas, visando a identificacao
de novos microrganismos produtores e ao desenvolvimento de enzimas mais

eficientes para a coagulacéo do leite, impulsionando avancos biotecnolégicos.
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Figura 17 - Ensaio de coagulacdo em leite em p6 desnhatado Ebac Enterococcus
faecalis, usando diferentes concentragdes proteicas do extrato A) ensaio realizado a
37°C por 1 hora; B) ensaio realizado a 50°C por 1 hora.

Concentragao da Enzima Enterococcus faecalis

Temperatura 372C

Temperatura 50°C

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram os valores encontrados
nas pesquisas supracitadas, evidenciando o potencial significativo dos extratos

enzimaticos analisados.

5.4 Influéncia do Célcio

O calcio desempenha um papel crucial na coagulacao do leite, sendo capaz de
reduzir significativamente a estabilidade estrutural da caseina. Esse efeito promove a
desestabilizacdo das micelas de caseina, aumentando sua hidrofobicidade e,
consequentemente, favorecendo a agregacdo micelar (Philippe et al., 2003).
Adicionalmente, a forca ibnica do meio ou a interacdo de ions especificos com os
grupos carregados da proteina podem atenuar a repulsdo eletrostética entre as
moléculas, facilitando a agregacéao proteica (Mikheeva et al., 2003).

O presente estudo objetivou avaliar a influéncia do célcio na atividade
coagulante do leite. Com base na metodologia descrita no item 4.9.2, variou-se a

concentracéo de cloreto de calcio, utilizando a menor concentracdo proteica capaz de



71

induzir a coagulacéo do leite a 50°C em 1 hora. Dessa forma, buscou-se determinar a
concentracdo minima de célcio necessaria para influenciar positivamente a atividade
coagulante dos extratos brutos bacterianos (EBacs) analisados.

Os resultados obtidos corroboram o0s dados presentes na literatura,
confirmando o papel essencial do calcio na coagulacdo do leite. Ambos os EBacs
demonstraram-se incapazes de exercer atividade coagulante na auséncia de cloreto
de calcio. No caso do EBac de Klebsiella variicola, as concentracdes de cloreto de
calcio necesséarias foram significativamente menores que as estipuladas na
metodologia de Arima et al. (1970), sendo suficientes 2 mM para promover a
coagulacdo. Em contraste, o EBac de Enterococcus faecalis apresentou resultados
mais modestos, necessitando de 8 mM de cloreto de calcio para exercer sua atividade

coagulante (Figura 18).

Figura 18 - A) ensaio de influéncia da concentracdo de célcio para atividade
coagulante de 0,5 pg de proteina do EBac Klebsiella variicola a 50°C por 1 hora; B)
ensaio de influéncia da concentracdo de célcio para atividade coagulante de 10ug de
proteina do EBac Enterococus faecalis a 50°C por 1 hora.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024

Estudos realizados com outros microrganismos, como os de He et al. (2011),
Ding et al. (2012) e El-Bendary, Moharam e Ali (2007), demonstraram que o calcio
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potencializa a atividade coagulante de proteases microbianas. Esses estudos
relataram elevadas atividades coagulantes em concentracdes de cloreto de calcio de
50 mM, mas indicaram reducao significativa da eficiéncia em concentracdes inferiores
a 10 mM. Conforme mencionado, o calcio isoladamente pode exercer potencial
coagulante no leite, sendo necessario manter suas concentracbes em niveis
adequados para que a acao catalitica das enzimas de interesse atue de forma efetiva
sobre as proteinas do leite.

Com base nos resultados, infere-se que os parametros minimos para a
atividade coagulante do EBac de K. variicola consistem em 0,5 ug de proteina para
coagular 1 mL de leite em pé desnatado a 50°C, na presenca de 2 mM de CaCl,, em
1 hora. Para o EBac de E. faecalis, os parametros minimos sao 10 ug de proteina
para coagular 1 mL de leite em p6 desnatado a 50°C, na presenca de 8 mM de CaCl,,

em 1 hora.

5.5 compilado dos resultados

O presente estudo desenvolveu-se utilizando duas cepas bacterianas isoladas
da microbiota intestinal do inseto adulto Rhynchophorus palmarum: Enterococcus
faecalis e Klebsiella variicola. As cepas foram cultivadas em meio de cultura que
propiciou a producdo e extracdo de proteases com atividade caseinolitica e
coagulante do leite. Ao longo da caracterizacdo enzimatica e aplicacédo biotecnoldgica
na coagulacédo do leite, observaram-se semelhancas e diferencas entre os extratos
enzimaticos obtidos a partir dessas cepas bacterianas, conforme apresentado na
Tabela 7.

Tabela 7 - Resumo comparativo dos resultados obtidos com os EBacs das cepas de
bactérias de Klebsiella variicola e Enterococcus faecalis.

Paramentros Klebsiella variicola Enterococcus faecalis
N _ ) AZOCASEINA e
Atividade em diferentes substratos AZOCASEINA
SAAPFpNA
pH 6timo 8 7,8e9
Temperatura 6tima 50°C 50°C

Inibidores EDTA e DTT PMSF
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Temperatura 6tima para atividade

50°C 50°C
coagulante
Concentragdo proteica minima para
- 0,5 ug 10 ug
atividade coagulante
Concentracdo minima de célcio
2mM 8mM

para atividade coagulante

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024

As diferencas observadas entre os extratos enzimaticos podem ser atribuidas
a diversidade genética entre as cepas bacterianas, as condicées de cultivo e aos
métodos de extracdo empregados. E crucial salientar que a microbiota intestinal de
insetos representa um reservatério de enzimas com potencial biotecnolégico ainda
pouco explorado.

Os resultados deste estudo, sintetizados na Tabela 7, demonstram o potencial
de E. faecalis e K. variicola como fontes de proteases para aplicacdo na industria
lactea. As informacdes obtidas contribuem para o desenvolvimento de processos
biotecnolégicos inovadores e sustentaveis para a producdo de queijos, explorando a

biodiversidade microbiana e impulsionando avancos na area de alimentos.
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6 Conclusao

O presente estudo teve como objetivo investigar o potencial biotecnoldgico de
proteases extraidas de bactérias intestinais do inseto-praga Rhynchophorus
palmarum. As enzimas proteoliticas, comumente denominadas proteases,
desempenham um papel essencial em diversos processos biolégicos e industriais,
destacando-se, particularmente, na industria alimenticia, onde sdo amplamente
utilizadas na producao de queijos.

Duas cepas bacterianas, Enterococcus faecalis e Klebsiella variicola, foram
isoladas do trato intestinal de R. palmarum e cultivadas em condicdes otimizadas para
a producao de proteases. Os extratos brutos bacterianos (EBacs) foram submetidos
a ensaios bioquimicos com o intuito de avaliar a atividade caseinolitica, determinar
parametros cinéticos e caracterizar o perfil de inibicdo enzimatica.

A atividade caseinolitica, indicativa da capacidade das enzimas em hidrolisar a
caseina (principal proteina do leite), foi avaliada utilizando azocaseina como
substrato. Ambos os EBacs exibiram atividade caseinolitica, confirmando a presenca
de proteases nos extratos. Adicionalmente, o EBac de E. faecalis demonstrou
atividade hidrolitica sobre o substrato sintético SAAPFpNA, sugerindo a presenca de
uma enzima semelhante a quimotripsina.

A andlise do pH 6timo para a atividade proteolitica revelou que ambos os EBacs
apresentam atividade méaxima em pH alcalino (pH 8). Contudo, o EBac de E. faecalis
demonstrou maior estabilidade em uma faixa de pH mais ampla (pH 7-9), enquanto o
EBac de K. variicola apresentou atividade mais restrita ao pH 8.

Quanto a temperatura 6tima, ambos os EBacs exibiram atividade maxima a
50°C. No entanto, o EBac de K. variicola apresentou menor variagdo na atividade
entre 40°C e 60°C, indicando maior termoestabilidade em relacdo ao EBac de E.
faecalis.

A caracterizagao do perfil de inibic&do revelou diferengas significativas entre os
EBacs. O EBac de K. variicola apresentou um perfil compativel com metaloproteases
e cisteinoproteases, enquanto o EBac de E. faecalis exibiu caracteristicas de
serinoproteases.

Os ensaios de coagulacdo do leite demonstraram que ambos os EBacs

possuem atividade coagulante a 50°C. Contudo, o EBac de K. variicola mostrou-se 20
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vezes mais eficiente, necessitando de menor concentragao de proteina para promover
a coagulacéo do leite em comparacao ao EBac de E. faecalis.

A influéncia do calcio na atividade coagulante foi avaliada pela adicdo de
cloreto de célcio (CaCl,). Ambos os EBacs demonstraram dependéncia de célcio para
exercer atividade coagulante. Entretanto, o EBac de K. variicola necessitou de uma
concentracéo de CaCl, quatro vezes menor em relagcdo ao EBac de E. faecalis.

Os resultados obtidos evidenciam o potencial biotecnoldgico das proteases
extraidas de E. faecalis e K. variicola para aplicacao na industria lactea, especialmente
na producdo de queijos. As diferencas observadas entre os EBacs destacam a
importancia da selecdo e caracterizacdo de microrganismos para obtencdo de
enzimas com propriedades especificas, visando a otimizacdo de processos

biotecnoldgicos.
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