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RESUMO

DIAS, Disney Ribeiro. Uso de protease de Bacillus spp. na hidroélise protéica
de farinha de feijdo (Phaseolus vulgaris L.). Lavras: UFLA, 2007, 131 p.
(Tese — Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) .

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) é um alimento basico na refei¢do do brasileiro,
constituindo uma das principais fontes protéicas da dieta, além de fornecer
outros macronutrientes ¢ minerais. Apesar da consideravel concentracdo de
proteinas no feijdo, este alimento ¢ considerado de baixo valor biologico,
quando comparado a proteinas animais e outras fontes protéicas vegetais. A
aplicacdo de proteases, na industria de alimentos, tem aumentado
consideravelmente nos ultimos anos, seja na fabricacdo de queijos, na
diminuigdo da alergenicidade de proteinas do leite, na modificagdo de textura, na
industria de bebidas e, mais recentemente, na obtencdo de hidrolisados
protéicos. Esta classe de enzimas desempenha papel importante na ciéncia e na
tecnologia de alimentos. A melhoria da qualidade nutricional de alimentos, em
especial o aumento no valor biologico de suas proteinas, tem sido alvo de muitas
pesquisas. Uma das possibilidades de se alcangar resultados satisfatérios neste
contexto ¢ o emprego de proteases para a obtengdo de hidrolisados protéicos.
Estes compostos tém a digestdo favorecida, apresentam maiores teores de di e
tripeptideos e tendem a hipoalergenicidade. Visando melhorar as qualidades
nutricionais do feijdo, em especial quanto disponibilidade protéica, o objetivo
deste trabalho foi a utilizacao de fonte enzimatica microbiana de baixo custo,
capaz de promover a hidrdlise das proteinas do feijao e melhorar a
digestibilidade protéica in vitro do mesmo. O trabalho foi dividido em duas
etapas. Na primeira, duas cepas de Bacillus, uma padrao (Bacillus subtilis ATCC
6633) e uma selvagem (Bacillus sp. UFLA 817CF) isolada durante o processo
fermentativo de café via seca no Sul de Minas Gerais, Brasil, foram avaliadas
quanto a capacidade de secrecdo de proteases alcalinas. As duas cepas foram
cultivadas em cinco meios de cultivo distintos, sendo caldo nutriente, caldo
nutriente mais caseinato de sodio 1% e caldo nutriente adicionado de soro de
leite em pod, nas concentragdes de 0,01%, 0,1% e 1%, durante 72 horas, a 28°C e
150 rpm. Amostras destes cultivos foram coletadas a cada 24 horas para
avaliagdo de atividade proteolitica, proteinas totais ¢ contagem de UFC/mL. O

' Comité Orientador: Rosane Freitas Schwan — DBI/UFLA (Orientadora),
Marialice Pinto Coelho Silvestre — FAFAR/UFMG (Co-Orientadora), Celeste
Maria Patto de Abreu, DQI/UFLA (Co-orientadora).
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maximo de atividade proteolitica foi observado no tempo 24 horas, para ambos
os microrganismos testados (839,8 U/mg para B. subtilis ATCC 6633 ¢ 975,9
U/mg para Bacillus sp. UFLA 817CF). A saturagdo com 60% de sulfato de
amonio foi a fracdo que apresentou os melhores resultados de atividade
proteolitica especifica para todos os meios testados, considerando a cepa
Bacillus. sp. UFLA 817CF. As melhores condigdes para a atividade proteolitica
desta foram em pH 9,0 e 40°C, em trés meios testados (NB, NBC ¢ NBW1), os
quais apresentaram melhores resultados. A protease de Bacillus sp. UFLA
817CF, obtida da fracdo 60%, apresentou estabilidade em pH 7,0 e estabilidade
térmica a 40°C e 50°C, podendo ser considerada uma alternativa para utilizagdo
do efluente de soro de leite, além de poder ser empregada em diversas areas,
com a finalidade de promover hidrolise protéica. Na segunda etapa foram
realizados tratamentos enzimaticos em quatro cultivares de feijdo (ON; OPNS,
TAL e VC3). O delincamento foi inteiramente casualizado, em fatorial 4X3
(quatro cultivares e trés tratamentos: testemunha, sem protease; hidrolisado 1,
adigdo de protease comercial; hidrolisado 2, adigdo de protease de Bacillus sp.)
com 4 repeticdes. A concentragdo de proteinas totais (g/100 g de matéria seca)
nas amostras variou de 16,94% a 18,06%, enquanto a concentracao de fenolicos
totais esteve entre 0,78% e 1,12% (g Eq. 4cido tanico/100 g de matéria seca). A
digestibilidade protéica in vitro na farinha ndo tratada enzimaticamente
(testemunha) variou entre 47,30% e 56,17%, em relacdo a digestibilidade da
caseina. As concentragdes de P, K, Ca, Mg, S e Zn, observadas nas quatro
cultivares testadas, se encontram dentro dos valores médios disponiveis na
literatura. No tratamento com protease de Bacillus sp. houve diminuicdo nos
teores de Cu e Mn. O teor médio de Fe aumentou nas farinhas tratadas
enzimaticamente, chegando ao incremento maximo de 102% para a farinha da
cultivar TAL tratada com protease de Bacillus sp. A digestibilidade de todas as
farinhas testadas aumentou significativamente (p<0,05), em funcdo do
tratamento enzimatico. A maior variagdo foi observada na cultivar OPNS, cujos
valores, respectivamente, para a testemunha e protease de Bacillus sp., foram
54,4% e 81,6%.
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ABSTRACT

DIAS, Disney Ribeiro. Use of Bacillus spp. protease to improve protein
hydrolysis of bean (Phaseolus vulgaris L) flour. Lavras: UFLA, 2007, 131 p.
(Tese — Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) *.

The common beans (Phaseolus vulgaris L.) are a staple food for Brazilian diet,
which represent the major source of dietary protein, and other micronutrients
and minerals. Despite the considerable concentration of protein in beans, the
food is considered of low biological value when compared to animal proteins
and other plant protein sources. The application of proteases in the food industry
has increased considerably in recent years. This class of enzymes plays an
important role in Food Science and Technology, for example, in the manufacture
of cheese, in decrease of the allergenicity of milk proteins, the modification of
food texture, in beverage industry and, more recently, to obtain protein
hydrolysates. Improving of the nutritional quality of the food, especially to
increase their biological value of proteins has been the subject of many
researches. One possibility to achieve satisfactory results in this regard is the use
of proteases to obtaining protein hydrolysates. These compounds have the
digestion favored due to higher levels of di and tripeptideos and tend to
hipoallergenicity. Aiming to improve the nutritional qualities of beans,
especially the protein availability, the objective of this work was to use a
microbial enzyme produced from a low-cost source, capable of promoting the
hydrolysis of proteins from beans and improve its in vitro digestibility. This
work was performed in two steps. Firstly, two strains of Bacillus, one from
culture collection (B. subtilis ATCC 6633) and a wild type (Bacillus sp. UFLA
817CF) isolated from coffee beans in South of Minas Gerais, Brazil, were
evaluated in relation to secretion of alkaline proteases. The strains were grown
on nutrient broth, nutrient broth with sodium caseinate and nutrient broth with
three different concentrations of cheese whey powder during 72 h. Samples were
collected at 24 hour intervals to evaluate the proteolytic activity, protein content
and cell population. Maximum protease activity was observed after 24 hours
growth for both the microorganisms, a period that coincided with the end of the
exponential phase. The specific activity values were, respectively, 839.8 U/mg
for B. subtilis ATCC 6633 and 975.9 U/mg for Bacillus sp. UFLA 817CF. The

? Guidance Committee: Rosane Freitas Schwan — DBI/UFLA (Major Professor),
Marialice Pinto Coelho Silvestre — FAFAR/UFMG, Celeste Maria Patto de
Abreu, DQI/UFLA.
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60% saturation presented the best results for specific protease activity in all the
growth culture media tested with Bacillus sp. UFLA 817CF. Bacillus sp. UFLA
817CF showed highest enzymatic activity at pH 9.0 and 40 °C in the three
culture media tested (NB, NBC e NBW1). The protease obtained from culture of
the wild Bacillus strain presented stability at pH 7.0 and considerable heat
stability at 40°C and 50°C, and could be an alternative for the industry to utilize
cheese whey to produce proteolytic enzymes. The second step included
improving the availability of protein in beans by enzymatic treatments were
performed in four cultivars (ON, OPNS, TAL and VC3). The approach was
completely randomized design with four replicates. It was used a 4 x 3 factorial
arrangement (four cultivars and three treatments; treatment 1: addition of
commercial protease and treatment 2: addition of protease from Bacillus sp.,
treatment 3: control without enzyme). The concentration of total protein (g/100 g
of dry matter) in the samples ranged from 16.94% to 18.06%, while the
concentration of total phenolics was between 0.78% and 1.12% (g Eq. tanic acid
/ 100 g dry matter). The in vitro protein digestibility in beans flour untreated
enzymatically (control) ranged between 47.30% and 56.17% on the digestibility
of casein. Concentrations of P, K, Ca, Mg, Zn observed in the four cultivars
tested were within the average values available in the literature. Treatment 2
with protease from Bacillus sp. induced decrease in levels of Cu and Mn. It was
observed that the average of Fe content increased in all beans flour when treated
with proteases, reaching the maximum increase of 102% in the TAL flour
treated with protease from Bacillus sp. The digestibility of all beans tested was
significantly increased (p <0.05) as function of enzyme treatment, being the
greater variation observed in the cultivar OPNS treated with protease from
Bacillus sp., which values were 81.6% while the control treatment was 54.4%.

v



CAPITULO 1

PROTEASES E HIDROLISADOS PROTEICOS



1 INTRODUCAO GERAL

Enzimas proteoliticas sdo responsaveis pela clivagem de proteinas e
exibem diversas fun¢des nos mais variados sistemas bioldgicos. Estas enzimas
estdo presentes em plantas, animais ¢ microrganismos. Neste grupo, o género
Bacillus ¢ um dos mais estudados, em funcdo de sua habilidade de secretar
elevadas concentragdes de proteases. As caracteristicas de agdo das proteases
podem variar em fun¢do de sua origem e estrutura quimica.

Cerca de 60% do mercado mundial de enzimas hidroliticas corresponde
a aplicacdo de proteases na industria. A maioria das proteases comercializadas
atua em pH alcalino e ¢ oriunda do cultivo de Bacillus, microrganismo de
reconhecidamente facil cultivo e capaz de secretar grandes quantidades de
proteases. Cepas deste género podem crescer em diversos meios de cultivo.
Entretanto, a espécie deste microrganismo e a constitui¢do do meio, bem como
as condi¢des de incubagdo, sdo determinantes no rendimento enzimatico e nas
caracteristicas da enzima secretada. Estima-se que 40% do custo de producao
das enzimas seja devido aos gastos com meio de cultivo. Isto tem motivado
pesquisas empregando fontes alternativas (e.g. farinha de soja, pena de galinha,
p6 de conchas, farinha de peixe), oriundas de efluentes de indlstria, como
substrato para o crescimento de Bacillus, com o objetivo de obterem-se
proteases com variadas caracteristicas.

Estas enzimas tém sido amplamente empregadas em varios setores,
como o farmacéutico, o quimico, a pesquisa, o téxtil, o de detergentes ¢ o de
alimentos. Os hidrolisados protéicos enzimaticos tém despertado o interesse da
comunidade cientifica e da industria. Diferentes enzimas e condi¢des hidroliticas
estdo sendo testadas, de maneira a verificar a eficiéncia na obtengdao de

hidrolisados protéicos ricos em oligopeptideos. Estudos tém evidenciado o valor



nutritivo dos hidrolisados enzimaticos de proteinas, relacionando-os,
especialmente, ao seu teor em di e tripeptideos. Nesse sentido, alguns trabalhos
tém desenvolvido hidrolisados protéicos de alto valor bioldgico, a partir de
alimentos de origem animal (leite ¢ derivados).

Informagdes a respeito da utilizagdo de proteina vegetal para a obtengdo
de hidrolisados protéicos sdo encontradas com relacdo a soja, principalmente
milho e arroz. Com relagdo ao feijao (Phaseolus vulgaris L.), ndo ha relatos na
literatura consultada. O feijoeiro ¢ uma leguminosa de grande importancia na
alimentacdo do brasileiro, sendo, em algumas regides, a principal fonte de
proteina.

Assim, levando-se em conta a posicao relevante que ocupa o feijao na
dieta do brasileiro, ¢ de grande interesse utilizd-lo como matéria-prima para o
desenvolvimento de novos produtos. Além disso, a obtengcdo de enzimas
proteoliticas de fontes microbianas, com a finalidade de obter hidrolisados
protéicos, ¢ de interesse para a industria, visando a diminui¢do de custos de
produgdo e ao aumento de eficiéncia do processo de hidrdlise na formulagido de

novos produtos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Hidrolise de proteinas

A hidrdlise de proteinas pode ser catalisada por acidos, bases ou
enzimas. Tanto a hidrolise acida quanto a alcalina sdo inespecificas, podem
destruir aminoacidos como triptofano, lisina, treonina e também causar a
racemizacdo da maioria dos aminodcidos, comprometendo o valor nutricional da
proteina (Adler-Nissen, 1986).

Os processos quimicos ndo sdo facilmente aceitos na producdo de
alimentos, principalmente devido aa crescente preocupacdo do consumidor
quanto a seguranga alimentar. No tratamento enzimatico, utilizando-se proteases
especificas, podem-se citar algumas vantagens sobre as hidrolises alcalina e
acida, como especificidade, controle do grau de hidrélise, condigoes moderadas
de acgdo, menor contetido de sal no hidrolisado final e forma¢do minima de
subprodutos (Cheftel et al., 1989; Mannheim & Cheryan, 1992; Pearce, 1995). A
hidrolise enzimatica ainda da origem a oligopeptideos que, nutricionalmente, sdo
superiores ¢ apresentam elevado potencial para o preparo de formulagdes
hipoalergénicas (Anantharaman & Finot, 1993). Além disso, como as enzimas
podem ser empregadas, geralmente, em concentragdes muito baixas, sua
remocdo do sistema da reacdo é freqlientemente desnecessaria ou mais facil do
que para outros catalisadores, os quais devem ser utilizados em concentragdes
maiores (Posorske, 1984; Jung et al., 2005).

O processo de hidrdlise enzimatica tem se destacado na melhoria das
propriedades funcionais das proteinas, tais como solubilidade, poder
emulsificante, textura, tendo grande aplicabilidade em varios produtos
alimenticios (Panyam & Kilara, 2004; Jung et al., 2005). As proteases tém sido

utilizadas para a modificagdo de proteinas, como na hidrélise de soja e de outros



vegetais, para a solubilizagdo de concentrados de peixes, amaciamento de
carnes, hidrolise de caseina e na melhoria da textura de queijos, aumentando
significativamente a qualidade e o valor dos produtos in natura (Cheftel et al.,
1989; Morato et al., 2000; Carreira et al., 2004; Viana et al., 2004).

Além da melhoria das propriedades funcionais ¢ de sabor e aroma, ¢
possivel aumentar o aproveitamento nutricional das proteinas pelo tratamento
enzimatico. Um dos principais critérios na caracteriza¢ao de um hidrolisado para
utilizagdo dietética ¢ sua distribui¢do quanto ao tamanho dos peptideos, pois
sabe-se que o comprimento da cadeia peptidica influencia a taxa de absor¢ao
(Vijayalakshimi et al., 1986). Diversos autores tém demonstrado que formulas
contendo um elevado teor de oligopeptideos, especialmente di e tripeptideos, sdo
utilizadas mais efetivamente do que uma mistura equivalente de aminoacidos
livres, apresentando assim maior valor nutritivo (Hara et al., 1984; Keohane et
al., 1985; Silvestre et al., 1994a,b).

Uma desvantagem encontrada no processo de hidrolise enzimatica de
proteinas ¢ o desenvolvimento de gosto amargo no decorrer da catalise, o qual
parece estar relacionado a liberacdo de aminoacidos hidrofobicos que se
encontravam no interior das moléculas protéicas. Esta caracteristica representa
um dos principais obstiaculos na aplicacdo generalizada dos hidrolisados

(Minagawa et al., 1989, Gallagher et al, 1994; Kanekanian et al., 2000).

2.1.1 Fatores interferentes
Por se tratar de uma reagdo enzimadtica, algumas varidveis devem ser
controladas para se alcangar resultados confidveis. Temperatura, pH, tempo de
hidrdlise, tipo e concentragdo de substrato, relacdo enzima/substrato (E:S) e
inativacdo enzimatica ao final do processo de obtencdo do hidrolisado (seja por
adicdo de acido tricloroacético, aquecimento ou resfriamento) sdo fatores a

serem cuidadosamente observados (Nielsen & Olsen, 2002).



O controle das condigdes hidroliticas na digestdo enzimatica das
proteinas constitui uma etapa importante para se obter produtos com qualidade
nutricional elevada, propriedades funcionais desejaveis e caracteristicas de sabor
e aroma agradaveis ao consumidor (Svenning et al.,1993).

A escolha da enzima proteolitica ¢ de extrema importancia, uma vez que
sua ac¢do especifica ird influenciar a composicao final dos produtos de hidrolise,
principalmente com relagdo ao tamanho médio dos peptideos e os aminoacidos
que se quer deixar na forma livre (Chataud et al., 1988; Haque & Mozaffar,
1992).

A associagdo de enzimas, introduzidas na reagdo, simultanea ou
sucessivamente, pode conduzir a um grau de hidrdlise superior aquele obtido
com uma Unica enzima, demonstrando um carater de agdo sinérgica ou
complementar (Chataud et al., 1988). Assim, na produc¢do de hidrolisados,
enzimas de ampla especificidade t€ém sido utilizadas em associagdes, levando a
uma hidrdlise extensa, com a obtengdo de oligopeptideos e aminoacidos (Reed,
1975; Clemente, 2000).

A agdo do calor sobre a atividade enzimatica tem sido utilizada por
alguns autores, visando 4 interrup¢do da reagdo hidrolitica, empregando-se
temperaturas na faixa de 80°C a 90°C, por 10 a 20 minutos (Minagawa et al.,
1989; Nakamura et al., 1993). Segundo Kilara (1985), o tempo requerido para
atingir um determinado grau de hidrolise diminui exponencialmente com o
crescente aumento da temperatura da reacgdo, até 0 momento em que a inativagao
enzimatica pelo calor se torna significativa. Como as enzimas sao termolabeis, o
calor de desnaturacdo resulta em uma perda gradual de suas propriedades
cataliticas, sendo crescente a taxa de inativagdo com o aumento da temperatura.
Desse modo, se, por um lado, as temperaturas mais elevadas aumentam o
rendimento das reagdes enzimaticas, por outro, podem provocar a inativacdo da

enzima, dependendo do calor aplicado (Reed, 1975; Price & Stevens, 1993).



2.2 Enzimas em alimentos

Enzimas podem estar presentes, nos mais diversos tipos de alimentos,
pelo menos de trés formas distintas: (i) enzimas nativas ou constitutivas, (ii)
enzimas adicionadas ao alimento e (iii) enzimas contaminantes de alimentos
(Whitaker, 1994; Naz, 2002).

As enzimas nativas ou constitutivas sdo biomoléculas inerentes ao
alimento como um todo ou presentes em seus componentes. Em muitos casos,
este grupo de enzimas ndo interfere, de forma prejudicial, no alimento do qual
sdo integrantes enquanto este se encontra intacto. Isto se deve, entre outras
razdes, a falta de substrato sobre o qual a enzima atua, a compartimentalizagdo
diferenciada entre enzima e substrato, a presenca de inibidores enzimaticos e a
variagdo nos parametros fisioldgicos e fisico-quimicos, como pH e temperatura.
Todavia, quando o tecido que compde o alimento, seja de origem vegetal ou
animal, sofre injuria ou processamento, as condigdes acima citadas sdo alteradas
e as enzimas iniciam processo catalitico. O escurecimento enzimatico causado
por oxidorredutases (e.g. peroxidase, polifenoloxidase) em frutos, a rancificagdo
oxidativa dos lipideos presentes na soja (por acdo das lipoxigenases) € o
amaciamento de carnes por agdo de calpainas sdo alguns exemplos do contato
entre enzimas e seus substratos em alimentos (Cherry & Ory, 1984; Robinson &
Eskin, 1991; Goulart et al., 2003; Whitaker et al. 2003).

No processamento de determinados alimentos, a adigdo de enzimas
comerciais ou oriundas do metabolismo desejado de microrganismos € etapa
determinante. Estas enzimas tém por finalidade modificar textura, melhorar
aroma ¢ sabor, alterar a aparéncia e garantir o produto final desejado.
Informagdes sobre aplicacdo de enzimas no processamento de alimentos
encontram-se na Tabela 1.

Em determinadas situacdes, a acdo de enzimas ¢ indesejada. Isso ocorre

em alimentos contaminados com microrganismos ou cuja populagdo microbiana



inerente ao alimento tenha aumentado demasiadamente devido a alteragdes
fisico-quimicas e bioquimicas (e.g. alteracdo na microbiota e atividade
enzimatica em leite) e também quando a fonte de alimento (tecido animal ou
vegetal) sofreu algum processo de injuria ou doenca (Whitaker, 1994; Potter &

Hotchkiss, 1995).



TABELA 1 — Emprego de algumas enzimas no processamento de alimentos.

Classes/enzimas

Origem

Aplicacao

Referéncias

Oxidorredutases
Glicose oxidase

Catalase

Peroxidase

Polifenoloxidase

Aspergillus niger, A. oryzae,
Penicillium sp.

Animal (figado), vegetal (rabano —
Armoracia rusticana Gaertn, syn.
Cochlearia armoracia) e microbiana
(Corynebacterium glutamicum,
Bacillus sp., Aspergillus niger).

Animal (figado), vegetal (rabano —
Armoracia rusticana Gaertn, syn.
Cochlearia armoracia; figo, tabaco,
batata, brécolis) e microbiana
(Arthromyces ramosus, Coprinus
cinereus).

Vegetais (maga, banana, café,
cogumelos, batata, folhas de cha).

Produgdo de gliconato e o-
gliconolactona, empregados como
aditivos alimentares.

Remocéo de H,0, residual
durante a fabricaco de queijos.

Aplicag@o conjunta com a glicose
oxidase para diminuir
concentra¢do de H,O,. Remogao
de glicose da clara de ovo para
emprego em panificaco.

Enzima constitutiva associada ao
amadurecimento de frutos.

Enzima constitutiva cuja agdo ¢é
desejada durante o processamento
de cha, chocolate, café, uva passa
€ outros nos quais o
escurecimento enzimatico e
alteracdo no sabor favorecem a
qualidade do produto final.

Whitaker (1994), Belitz et
al. (2004) e Sisak et al.
(2006).

Ozyilmaz et al. (2005), Sisak
et al. (2006) e Ozyilmaz &
Seyhan Tukel (2007).

Clemente & Pastore (1998),
Forsyth et al. (1999), Lemos
etal. (2001) e Kim et al.
(2005).

Vamos-Vigyazo (1981),
Carvalho et al. (1994),
Clemente & Pastore (1998),
Goulart et al. (2003) e
Zanatta et al. (2006).

...continua...
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Lipoxigenase

Vegetais (legumes) e animais.

Processo de branqueamento e
melhoria das propriedades
reologicas de produtos de
panificag@o.

Belitz et al. (2004),
Anokwulu & Onwurah
(2004) ¢ Baysal &
Demirddven (2007).

Hidrolases (Carboidrases)

o-amilase

[B-amilase

Glicoamilase

Lactase (B-D-

galactosidase)

Pectinases

Bacillus licheniformis, B. subtilis,
Aspergillus oryzae, A. niger.

Bacillus subtillis, B. megatherium, B.

cereus.

Aspergillus oryzae, Trichoderma
reesei, Rhizopus sp.

Aspergillus niger, Kluyveromyces
lactis, K. fragilis, K. marxianus.

Aspergillus oryzae, Trichoderma
reesei, Kluyveromyces marxianus.

Hidrolise do amido
(endoglucanase) liberando
dextrinas na produgdo de cerveja
e na panificagdo.

Hidrolise do amido a partir de
extremidades ndo redutoras;
empregada na producédo de
xaropes ricos em maltose

Conversdo de dextrinas a
monossacarideos na produgao de
xaropes e na fabricagdo de
cerveja.

Como aditivo de formulagoes
lacteas para individuos com
deficiéncia na sintese desta
enzima.

Aumentar extracdo e melhorar a
clarificacdo de sucos e bebidas
fermentadas.

Whitaker (1994), Pandey et
al. (2000), Jensen & Olsen
(1992), Belitz et al. (2004) e
Spier et al. (2006).

Shuzheng et al. (1984) e
Soccol et al. (2004)

Mabhoney et al. (1975) e Ku
& Hang (1992).

Schwan & Rose (1994),
Kashyap et al. (2001), Jayani
et al. (2005), Dias et al.
(2003) ¢ Dias et al. (2007).

...continua...
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Hidrolases (Lipases)

Lipases Candida lipolytica, Geotrichum,
Rhizopus, Lypomyces, Thermomyces,

Bacillus.

Melhoria do aroma e diminui¢ao
do tempo de amadurecimento de
queijos.

Arpigny & Jaeger (1999),
Pandey et al. (1999) e Jaeger
& Eggert (2002).

Hidrolases (Peptidases)

Papaina Mamdo (Carica papaya).

Bromelina Abacaxi (Ananas comosus).

Ficina Figo (Ficus carica).

Calpaina Animal (bago e pulmao).

Subtilisina Bacillus licheniformis, B. subtilis e
outros Bacillus.

Pepsina Animal (suco géstrico) e microbiana

(Aspergillus awamori, A. niger, A.
oryzae, Penicillium).

Amaciamento de carnes.
Prevengao de “chill haze” em
cervejas. Obtengdo de peptideos
de sabor e aroma agradaveis.

Amaciamento de carnes.
Obtencao de peptideos de sabor e
aroma agradaveis.

Amaciamento de carnes.
Prevengao de “chill haze” em
cervejas.

Enzima constitutiva.
Amaciamento de carnes.

Industria cervejeira e laticinios
(fabricacdo de queijo).
Hidrolisados protéicos de soja.
Hidrolise proteica em geral com a
finalidade de aumentar a
digestibilidade. Associada a
renina na fabricago de queijos.

Hansler et al. (1995), Wong
(1995) e Lee & Chen (2002).

Rowan et al. (1990), Harrach
et al. (1995) e Pinterits &
Arntfield (2007).

Hiénsler et al. (1995), Akar
& Fadiloglu (1999) e
Ramezani et al. (2003).

Potter & Hotchkiss (1995),
Hughes et al. (2000) e
Chéret et al. (2007).

Rao et al. (1998), Kirk et al.
(2002) ¢ Carreira et al.
(2004).

Godfrey & West (1996), Yu
et al. (2006) e Sinkovits et
al. (2007).

...continua...
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Tripsina

Quimotripsina

Quimosina (renina)

Termolisina

Aminopeptidase
(exopeptidase)

Animal e microbiana.

Animal (pancreas bovino).

Animal (estomago de bezerro) e
microbiana (Aspergillus usamii,
Mucor, Rhizomucor).

Bacillus thermoproteolyticus.

Animal (rim suino) e microbiana
(Clostridium histolyticum,
Streptomyces griseus, Aspergillus
parasiticus, Bacillus).

Ampla aplicag@o na industria

(hidrélise protéica). Produgdo de

hidrolisados.

Ampla aplicacdo na industria.

Diminui alergenicidade das
proteinas do leite. Reagdo de
plasteina.

Coagulagdo da caseina na
fabricagdo de queijos.

Sintese de aspartame.
Hidrolisados protéicos

(diminuigao do sabor
desagradavel).

Chen et al. (1994), Carreira
et al. (2004) e Mota et al.
(2006).

Combes & Lozano (1992),
Hassan et al. (2007) e
Humiski & Aluko (2007).

Rampilli et al. (2005) e
Mistry (2006).

Kamihira et al. (1987), Paul
et al. (1988) e Martin et al.
(2001).

Taylor (1993), Raksakulthai
& Haard (2003) e Arima et
al. (2006).




2.2.1 Emprego de proteases na industria

A utilizacdo de enzimas pelo setor industrial movimenta bilhdes de
dodlares anualmente. A aplicagdo destas biomoléculas ¢ diversificada e elas sdo
empregadas em industrias té€xteis, em curtumes, na fabricacdo de bebidas, na
panificacdo e em alimentos em geral, além do tratamento de residuos e efluentes
industriais.

A origem destas enzimas pode variar entre diversas fontes, como
microbianas, animais e vegetais. A cultura de células animais ou vegetais se
torna um processo oneroso quando se pensa em producdo em larga escala. Ja a
utilizacdo de microrganismos ¢ uma das mais antigas formas de produgdo de
enzimas, sendo um processo rentavel a baixo custo e corresponde a cerca de
90% do montante de enzimas produzidas comercialmente (Godfrey & West,
1996; Beynon & Bond, 2001).

A maioria dos microrganismos consegue produzir proteases durante o
seu metabolismo, porém, nem todos podem atuar como fornecedores dessas
enzimas para algumas industrias, principalmente nas de alimento e
medicamento. Microrganismos cujas enzimas serdo empregadas nestes setores
devem ser reconhecidos como GRAS, do inglés generally recognized as safe. Os
principais géneros de microrganismos produtores de proteases para fim
industrial sdo Aspergillus sp. e Bacillus sp. Outros géneros, em menor escala,
aparecem como produtores de enzimas para fins industriais (Lee, 1996; Rao et
al., 1998).

Cerca de 75% das enzimas utilizadas em processos industriais
desempenha a¢do hidrolitica, sendo utilizadas na clivagem de polimeros naturais
em oligdomeros ou até mondmeros. Destes 75%, as proteases correspondem a
40% das enzimas comercializadas, sendo principalmente empregadas na
industria de laticinios e detergentes com a finalidade de alterar a estrutura e a

funcdo do material protéico. Na industria de alimentos sdo utilizadas no aumento
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da solubilidade, estabilidade, digestibilidade, e alergenicidade de proteinas
contidas em alguns alimentos (Cordle, 1994; Frokjaer, 1994; Godfrey, 1996;
Godfrey & West, 1996). Também tém sido empregadas na produgdo de
hidrolisados protéicos com baixo teor de fenilalanina para tratamento de
fenilcetontricos (Nakhost et al., 1982; Arai et al., 1986; Maeda et al., 1987;
Watanabe et al., 1988).

A agdo das proteases estd condicionada a sua especificidade ou
seletividade e esta a fatores fisico-quimicos, como pH, temperatura,
concentracdo de sais, solventes e agentes inibidores. Este grupo de enzimas
modifica a estrutura protéica por atuar em pontos especificos da cadeia
polipeptidica e quebrar a ligacdo amidica existente entre os aminoacidos. A
estrutura da cadeia polipeptidica e a seqiiéncia de aminoacidos desta cadeia sao
fatores que interferem na agdo da enzima, razdo pela qual existem diversas
proteases, de diferentes origens, que atuam em pontos distintos da cadeia
protéica. As tr€s principais fontes ou origens de proteases sdo a animal (e.g.
quimosina, quimotripsina, tripsina, pancreatina e pepsina) a vegetal (e.g.
bromelina, papaina, ficina e queratinase) e a microbiana (e.g. subtilisina,
termolisina, protease alcalina, protease neutra e protease acida), sendo esta uma
das mais amplas e difundidas formas de obtengdo (Naz, 2002; Belitz et al.,
2004).

Enzimas proteoliticas podem ser classificadas como exopeptidases
(atuam na extremidade carboxil ou amino da cadeia polipepetidica) e
endopeptidases (atuam na parte interna da cadeia da proteina). Em fungao do(s)
residuo(s) de aminoacido(s) presente(s) no sitio catalitico, responsavel(is) pela
catalise, as peptidases podem ser, também, classificadas com cisteino (papaina,
bromelina, ficina), serino (tripsina, quimotripsina, subtilisina), aspartico
(pepsina, quimosina, catepsina D) e metalo-endopeptidases (termolisina,

colagenases). O mecanismo de agdo proposto da papaina, subtilisina e pepsina
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(Wong, 1995; Whitaker, 2003) esta ilustrado nas Figuras 1, 2 e 3,

respectivamente.
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FIGURA 1 - Esquema do mecanismo de agdo catalitico das cisteino-

endopeptidases (papaina), em que: 1. ligacao reversivel e formagao
do complexo enzima-substrato - [E-S]; 2. ataque nucleofilico do
anion tiol da Cys 25 ao C carbonilico da ligacdo peptidica a ser
clivada, levando a formagdo de um intermediario tetraédrico; 3.
colapso do intermediario em acil-enzima, via protonagdo do C da
ligacdo a ser clivada por agdo do grupo imidazol da His 159, com
liberag@o do segmento polipeptidico aminado do substrato; 4. ataque
nucleofilico pela agua, intermediado pela His 159, promove
desacilagdo da acil-enzima; 5. liberacdo do segmento polipeptidico
carboxilado do substrato (Price & Stevens, 1993; Wong, 1995;
Belitz et al., 2004).
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FIGURA 2 - Esquema do mecanismo de agdo catalitico das serino-

endopeptidases (subtilisina), em que: 1. ligacdo reversivel e
formagdo do [E-S]; 2. ataque nucleofilico do anion —O- da Ser 211
ao C carbonilico da ligacdo peptidica a ser clivada, levando a
formagdo de um intermediario tetraédrico. Este passo é favorecido
pela catalise basica da His 64; 3. colapso do intermediario em acil-
enzima, via protonacdo do C da ligagdo a ser clivada por agdo do
grupo imidazol da His 64, com liberag@o do segmento polipeptidico
aminado do substrato; 4. ataque nucleofilico da agua, intermediado
pela His 64, formando um novo intermediario; 5. quebra deste
intermediario via protonagdo do O- da Ser 211 por agdo da His 64,
liberando o segmento polipeptidico carboxilado do substrato (Price
& Stevens, 1993; Wong, 1995; Belitz et al., 2004).

17



Substrato
Asp 32
Asp32 | o o Aen 32 P P
& o sp 0 R
R—C Z , P

R —
\06 \N_R C\ I O—C=0
Sitio |1| ° /C -
o Sitio | 2 OH
I : oA E—N—
C
~oH C H Asp 215 \
Asp 215 OH OH
Asp 215 .

Intermediério
tetraédrico HOH

VY
R—NH, + R—C/

I
\OH C_N_R'
Asp 215

Aminoacil-Enzima

FIGURA 3 - Esquema do mecanismo de acgdo catalitico das aspartico-
endopeptidases (pepsina), em que: 1. o oxigénio do C carbonilico do
substrato ¢ protonado por acdo conjunta dos residuos de Asp 32 e
Asp 215 (diade Asp); 2. uma molécula de agua atua como
nucledfilo. Ataque nucleofilico ocorre no C carbonilico do substrato
(auxiliado pelo carboxilato do Asp), levando a formacdo de um
intermedidrio tetraédrico, 3. o nitrogénio do substrato, no
intermediario, recebe um préton disponivel no meio ou provindo da
diade Asp; 4. a protonagdo do N favorece a clivagem da ligagdo
peptidica, liberando os seguimentos peptidicos (Price & Stevens,
1993; Wong, 1995; Belitz et al., 2004).
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2.3 Hidrolisados protéicos

Os hidrolisados protéicos enzimaticos com cadeia polipeptidica curta e
peso molecular definido sdo importantes complementos para a alimentagdo de
individuos que apresentam dificuldade na digestdo de proteinas, alergia e ou
intolerdncia a proteinas alimentares ou outras patologias associadas ao
metabolismo de aminoacidos, como nos casos de doencas crénicas do figado
(faléncia hepatica) e fenilcetonuria (Clemente, 2000).

Podem ser utilizados como alternativa a alimentagdo, substituindo as
misturas de aminoacidos, incorporados ou ndo aos alimentos, para tratamento
clinico de pacientes com desordens especificas na digestdo, na absor¢ao e no
metabolismo de aminoacidos. Apresentam vantagens nutricionais em relagdo as
misturas de aminoacidos livres (sintéticos), além de menor custo ¢ maior
facilidade na administragdo (Clemente, 2000; Mira & Marquez, 2000). As
misturas de peptideos sdo empregadas como matérias-primas de patés, paes,
doces, produtos alimenticios fortificados, produtos alimenticios para criangas,
alimentos em geral para a saude, nutrientes para dieta enteral e suplementos para
atletas, entre outros (Rérat, 1993; Hinsberger & Sandhu, 2004).

Os oligopeptideos, principalmente di e tripeptideos, sdao melhor
absorvidos pelo organismo e t€ém melhor balango de aminoacidos do que as
misturas de aminoacidos livres (Rérat, 1993; Hinsberger & Sandhu, 2004). Além
disso, as solugdes de hidrolisados protéicos contendo di e tripeptideos tém uma
osmolalidade menor do que as solu¢des de aminoacidos livres e, por isso, sdo
mais bem toleradas por individuos com dificuldades de absor¢ao (Furst et al.,
1990; Gonzales-Tello et al.,1994).

O valor nutricional dos hidrolisados protéicos depende da proteina de
origem, do tipo de hidrolise (quimica ou enzimdtica) e do tamanho da cadeia
peptidica. A qualidade da proteina ¢ determinada por sua natureza ¢ composi¢ao

de aminoacidos, especialmente os essenciais (Mahan & Scott-Stump, 2005).
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2.3.1 Aplicacdo de hidrolisados protéicos

Os hidrolisados protéicos sdo empregados em formulagdes infantis para
criangas que apresentam alergia a proteina intacta ou algum problema causado
por um erro inato do metabolismo, formula¢des especiais para adultos com
fungdo gastrintestinal prejudicada ou doengas em oOrgdos especificos e
suplementos nutricionais para facilitar a assimilagdo de nitrogénio (Mira &
Marquez, 2000; Mahan & Scott-Stump, 2005).

Varios trabalhos avaliaram a absor¢ao entre os aminoacidos originados
de hidrélise enzimdtica parcial de proteinas com uma mistura equivalente de
aminoacidos livres. A velocidade de absor¢do intestinal de aminoacidos ¢
consideravelmente maior, para solugdes contendo somente di e tripeptideos ou
proteina parcialmente hidrolisada, do que aquelas constituidas apenas de
aminoacidos livres (Adibi & Morse, 1971; Adibi & Soleimanpour, 1974;
Keohane et al., 1985; Saenz de Pipaon et al.,, 2005). Hara et al. (1984)
compararam, em ratos, a absor¢do intestinal de aminoacidos de um hidrolisado
enzimatico de clara de ovo com uma mistura equimolar de aminoacidos livres e
observaram que a eficiéncia de absor¢do do hidrolisado foi de 70% a 80%
superior, apresentando, assim, uma melhor qualidade nutricional.

O estudo do mecanismo de absor¢do intestinal sugere que a taxa de
absor¢do de aminoacidos livres ¢ menor do que aquela dos pequenos peptideos
porque, na absor¢do de di e tripeptideos, a competicdo entre aminoacidos, que
compartilham o mesmo sistema de transporte, é parcial ou completamente
eliminada (Silk et al., 1985; Grimble & Silk, 1989; Webb Jr., 1990; Frenhani &
Burini, 1999).

A baixa osmolalidade das solug¢des constituidas, principalmente, por di e
tripeptideos, as torna melhor toleradas pelos individuos com reduzida absorc¢ao
em relagdo as solugdes de aminoacidos livres. Para a producdo de formulas

dietéticas, a osmolalidade ndo deve ultrapassar a 300 mOsm/L, ou seja, a

20



osmolalidade otima fisiologica do plasma sangiiineo (Furst et al.,, 1990;
Gonzales-Tello et al., 1994).

Proteinas e peptideos de elevado peso molecular freqiientemente causam
alergias. Com isso, ¢ crescente o uso de formulas preventivas ou terapéuticas
contendo hidrolisados parciais de proteina, ja que o decréscimo no tamanho dos
peptideos tem relagdo direta com a diminui¢do da imunogenicidade (Takase et
al., 1979; Ragno et al., 1993; Boza et al., 1994; Shin et al., 2007). Assim, os
hidrolisados de caseina sdo usados na fabricagdo de alimentos especiais para
recém-nascidos prematuros, em féormulas para criancas que apresentam diarréia,
gastrenterite, dificuldades na absorc¢ao de nutrientes e fenilcetontiria (Smithers &
Bradford, 1991; Guadix et al., 2006).

O tratamento clinico e a nutri¢do enteral de pacientes com desordens
especificas de digestdo, como fibrose cistica ou de absor¢do e metabolizagao de
aminodacidos, utilizam proteinas pré-digeridas. Uma mistura de hidrolisados
protéicos, além de ser vantajosa do ponto de vista nutricional, ¢ menos onerosa
que uma mistura de aminoacidos sintéticos (Aubes-Dufau et al., 1995). Assim,
segundo Cogan et al. (1981), outra vantagem relacionada ao uso dos
hidrolisados protéicos refere-se a sua produgdo economicamente mais viavel do
que as misturas sintéticas de aminoacidos.

De acordo com Gonzales-Tello (1994), os hidrolisados protéicos, para
uso em dietas especiais, devem apresentar as seguintes caracteristicas: alto teor
de di e tripeptideos; massa molecular média de 500 Da, para controlar a
osmolalidade e ndo devem conter peptideos com massa superior a 1000 Da.
Além disso, o valor nutricional dos hidrolisados protéicos depende do seu teor
em pequenos peptideos contendo determinados aminoacidos que, na forma livre,
apresentam problemas com relacdo a estabilidade e a solubilidade. Tirosina e
cistina sdo pouco soluveis; a glutamina e a cisteina sdo instaveis em solugdo e

facilmente destruidas durante as etapas de esterilizacdo e armazenamento.
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Entretanto, sob a forma de di e tripeptideos, estes aminoacidos apresentam boa
solubilidade e estabilidade, o que mostra a importancia do isolamento destes
peptideos de hidrolisados protéicos (Furst et al., 1990; Anantharamam & Finot,

1993; Hinsberger & Sandhu, 2004).

2.3.2 Importancia nutricional dos hidrolisados protéicos

Desde 1940, os hidrolisados protéicos tém sido utilizados com
finalidades terap€uticas para a manuten¢do do estado nutricional de pacientes
impossibilitados de digerir proteinas. Entretanto, na década de 1970, esta
utilizacdo registrou expressivo crescimento, que continuou ao longo dos ultimos
anos, tanto por seus aspectos nutricionais e clinicos, como pela melhoria das
propriedades funcionais das proteinas (Neklyudov et al., 2000; Morais et al.,
2002).

Os hidrolisados, geralmente, sdo destinados a trés grandes grupos
alimentares: (1) formulagdes infantis para criancas que apresentam alergia a
proteina intacta ou algum problema causado por um erro inato do metabolismo;
(2) formulagdes especiais para adultos com fungdo gastrintestinal prejudicada ou
doengas em orgdos especificos; (3) suplementos nutricionais para facilitar a
assimilagdo de nitrogénio (Mira & Marquez, 2000; Mahan & Scott-Stump,
2005).

O valor nutricional dos hidrolisados estd diretamente relacionado a
natureza da proteina de origem, que devera ser de alto valor nutricional ¢ ao
método de hidrdlise que possibilite a obtengdo de peptideos de pesos
moleculares diferentes (Grimble & Silk, 1989; Silvestre et al., 1994a,b).

Outro emprego de hidrolisados protéicos ¢ na complementacao alimentar
de certas patologias, em que a alimentacdo por via oral ndo ¢ possivel. Nestas
situagdes, a ingestao de alimentos ¢ insuficiente, estando prejudicadas a digestao

e a absorcdo intestinais, fazendo com que a dieta normal se torne ineficaz ou,
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mesmo, inadequada (Cuthbertson, 1950; Webb Jr., 1990; Saenz de Pipadn et al.,
2005).

2.4  Feijao

O feijoeiro ¢ uma hortalica pertencentente a familia Fabacea
(leguminosas), tendo grande importdncia soécio-econdmica no territorio
brasileiro e nas Américas. Esta familia agrega varias espécies vegetais utilizadas
para a nutrigdo humana, entre elas a ervilha (Pisum sativum L.), o feijdo-de-
corda (Vigna umbellata L.), o feijao-de-lima (Phaseolus lunatus L.), a fava
italiana (Vicia faba L.) e o feijdo-de-vagem ou feijio comum (Phaseolus
vulgaris L.). O feijoeiro comum pode apresentar portes variados em fungdo da
cultivar, bem como sdo variados as cores, o tamanho e a forma do grdo de cada
uma (Murayama, 1983). O género Phaseolus apresenta em torno de 55 espécies,
sendo 5 delas cultivadas para o consumo humano (P. vulgaris, P. lunatus, P.
derasus — feijao-preto e P. nanus — feijao-andao) (EMBRAPA, 2003). O género
Phaseolus ¢ sistematicamente classificado como eudicotiledénea (Judd et al.,
2002).

A cultura do feijoeiro no Brasil tem trés safras, designadas como 1%, 2% ¢
3* safras, as quais variam de acordo com as condi¢des edafoclimaticas e com o
estado onde estdo sendo cultivadas. Com base na época de colheita, a 1* safra
(ou safra das aguas) é obtida de novembro a abril, estando concentrada nas
regides Sul e Sudeste, na Bahia ¢ em Goias. A 2? safra (ou safra da seca) ¢
colhida entre abril e julho, nas regides Nordeste, Sul e Sudeste ¢ em Goias. Ja a
3% safra (ou safra de inverno) ¢ colhida de agosto a outubro, principalmente em
Minas Gerais, Goias, S3o Paulo e Bahia. A 1* e a 2% safras sdo responsaveis por
cerca de 90% da produgdo nacional, utilizando, na grande maioria, mao-de-obra
familiar e tecnologia de produgdo restrita, o que gera baixa produtividade (cerca

de 760 kg/ha). A safra de inverno responde pelos demais 10% da producao
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nacional de feijao, utilizando tecnologia de ponta e irrigagdo, obtendo alta
produtividade (cerca de 1.500 kg/ha e, em algumas fazendas, produzindo mais
de 3.000 kg/ha) (CONAB, 2002; EMBRAPA, 2003). Estas trés safras permitem
que o feijao esteja disponivel durante praticamente todo o ano ao consumidor.
Isto se deve a ampla adaptagdo do feijoeiro as condigdes de cultivo, seja como
monocultura ou consorciada a outras culturas, o que faz com que ele cresga em
quase todo o pais (EMBRAPA, 2003). A producdo ¢ a produtividade total de
feijdo (somando-se as trés safras) nos ultimos 11 anos (CONAB, 2007) estdo
ilustradas na Figura 4.

Dados da Faostat/ONU (2007) mostram o Brasil como maior produtor
mundial de feijao, em 2006, com produ¢ao acima de 3,4 milhdes de toneladas. A
producdo anual média no paises do Mercosul, no periodo de 1998 a 2001, foi de
3,0 milhdes de toneladas, tendo o Brasil sido responsavel por cerca de 93% deste
total. No Mercosul, o Brasil se destaca tanto como maior produtor quanto como
maior consumidor, participando, em ambos, com percentuais acima de 85
(CONAB, 2002). Entretanto, segundo esta mesma fonte, o consumo per capita
de feijao no Brasil tem diminuido em fun¢do do éxodo rural e da conseqiiente

urbanizagio e das alteragdes no habito alimentar do brasileiro.
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FIGURA 4 Produgdo (linha continua) e produtividade (linha descontinua)
brasileiras de feijao, entre as safras 1995/19996 e 2005/2006,
levando-se em conta o total das trés safras anuais (CONAB, 2007).

2.4.1  Aspectos nutricionais do feijao

O feijdo ¢ um alimento basico na refei¢do do brasileiro, sendo uma das
principais fontes protéicas da dieta, principalmente das classes economicamente
menos favorecidas (EMBRAPA, 2003). Apesar da grande importancia nutritiva
deste alimento, seu consumo per capita tem declinado nos tltimos anos, tendo
passado de 19 kg/habitante/ano, em meados da década de 1990, para atuais 16
kg/habitante/ano (CONAB, 2002; Broughton et al., 2003).

Além de rica fonte protéica, o feijdo também tem na sua constitui¢do
outros nutrientes de fundamental importdncia para o desenvolvimento do
organismo. Dados sobre a composi¢do nutricional de feijao (Phaseolus vulgaris

L.) encontram-se na Tabela 2.
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TABELA 2 Composi¢do nutricional do feijdo (P. vulgaris) por 100 g de por¢do

comestivel.
Composicao centesimal Lipideos
Umidade o 11,75 (tcﬁzli;‘los graxos saturados o 0.154
Calorias keal 337 16:0 g 0,136
Calorias kJ 1408 18:0 g 0,018
Proteinas & 22,53 mlc?r?(i)liir?ssa%;:;g; (total) & 0,082
Lipideos g 1,06 18:1 g 0,082
Cinzas ¢ 337 (t(/)\t;:ll;ios graxos polinsaturados o 0.586
ENN g 61,29 18:2 g 0,228
Fibras totais g 15,2 18:3 g 0,358
Acucares redutores g 2,23 Colesterol mg 0
Minerais Aminoéacidos
Ca mg 83 Triptofano g 0,267
Fe mg 6,69 Treonina g 0,948
Mg mg 138 Isoleucina g 0,995
P mg 406 Leucina g 1,799
mg 1359 Lisina g 1,547
Na mg 12 Metionina g 0,339
Zn mg 2,79 Cistina g 0,245
Cu mg 0,699 Fenilalanina g 1,218
Mn mg L1111 Tirosina g 0,634
F mcg 2,2 Valina g 1,179
Se mcg 32 Arginina g 1,395
Vitaminas Histidina g 0,627
Vitamina C mg 4,5 Alanina g 0,945
Tiamina (B,) mg 0,608 Aspartato g 2,725
Riboflavina (B,) mg 0,215 Glutamato g 3,436
Niacina (B3) mg 2,110 Glicina g 0,880
Acido pantoténico (Bs) mg 0,780 Prolina g 0,955
Piridoxal e derivados (Be) mg 0,397 Serina g 1,226
Folato (total) mecg 394
Folato (alimentar) mcg 394
Vitamina E (a-tocoferol) mg 0,22
Vitamin K (fitoquinona) mcg 59

Fonte: USDA (2007).
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Em fungdo de sua composi¢do quimica, o feijdo comum ¢é empregado,
em muitos paises, como uma das principais fontes de proteinas, carboidratos
(incluindo-se fibras e amido), vitaminas e sais minerais da dieta. Além de
nutricionalmente importante, a ingestdo de feijdo esta associada a beneficios
para a saude humana, diminuindo o indice glicémico, favorecendo a motilidade

intestinal e reduzindo o risco de cardiopatias (Geil & Anderson, 1994).

2.4.1.1 Teor de minerais, vitaminas e lipideos

A quantidade de ferro presente nos graos de feijdo cru e seco ¢
considerada elevada quando comparada com a de outros vegetais. Em média, ha
cerca de Smg de Fe em 100 g de feijdo. A disponibilidade do Fe para absorcao
intestinal ¢ comprometida em funcdo da interacdo do mesmo com outros
componentes presentes no feijdo, como fitatos, compostos fenolicos e fibras.
Além disso, ha diminui¢do na quantidade de ferro disponivel quando o feijao é
processado termicamente ou quando ¢é utilizado como substrato para a produgdo
de alimento fermentado (Lombardi-Boccia et al., 1995; Moura & Canniati-
Brazaca, 2006). Além do Fe, o feijao também ¢ fonte satisfatoria de outros
minerais, como Mg, P, K e Zn (Guzman-Maldonado et al., 2000; Wu et al.,
2005).

Com relagdo as vitaminas, o feijao ¢ fonte razoavel de vitaminas do
complexo B e acido folico, mas apresenta baixa concentragdo de vitaminas
lipossoluveis e de acido ascorbico (Tabela 2). A disponibilidade de vitaminas no
feijdo cozido tende a diminuir em funcdo da termolabilidade das mesmas
(Augustin et al., 1981; Geil & Anderson, 1994).

Os lipideos s3o o grupo de biomoléculas presentes em menor quantidade,
quando comparados aos carboidratos e proteinas, em leguminosas como feijao,
ervilha e lentilha, sendo o inverso observado nas oleaginosas, como a soja

(Salunkhe et al., 1983). A concentracao de lipideos, assim como a de outras
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moléculas, varia, dependendo da cultivar de feijao e da regido de cultivo das
mesmas. Diversas cultivares tém sido desenvolvidas com vistas a melhoria de
resisténcia a doengas e, principalmente, a melhoria na qualidade nutricional
(Salunkhe et al., 1993; Ramalho et al., 2005).

O contetido médio de lipideos em Phaseolus vulgaris L. ¢ de 1,6%
(m/m), considerando-se 100 gramas da matéria integral e apresenta grande
propor¢do de acidos graxos insaturados (Stanley & Aguilera, 1985; Geil &
Anderson, 1994; Mabaleha & Yeboah 2004). Dentre estes acidos graxos, os
acidos linoléico (18:2, A*'*, w-6) e linolénico (18:3, A”'*"*, -3) correspondem
a cerca de 80%. Isso confere ao feijdo importante propriedade nutricional, visto
que estes acidos sdo essenciais ao metabolismo humano e estdo envolvidos na
biossintese de outros lipideos, como acido araquiddnico (20:4, AL ®-6) ¢
prostaglandinas.

Além disso, ha estudos que correlacionam a ingestao destes acidos com a
reducdo no risco de doencgas cardiovasculares (Sinclair et al, 2002; Astorg et al.,
2006; Sacks & Campos, 2006). Os lipideos presentes no feijao podem contribuir
de forma negativa com a qualidade do grdo submetido ao armazenamento por
longos periodos. Os lipideos podem sofrer rancificacdo enzimatica e
rancificacdo oxidativa, ou uma delas, gerando sabor e¢ odor desagradaveis

(Reyes-Moreno & Paredez-Lopez, 1993).

2.4.1.2 Carboidratos
A concentracdo de carboidratos totais em feijoes varia de 40% a 60%,
sendo o amido o principal componente (até 45% da concentracdo de
carboidratos). Outros polissacarideos (celulose, hemiceluloses e pectinas, que
compdem as fibras) e, em menor propor¢do, oligossacarideos (estaquiose,
rafinose e verbascose, principalmente) compdem o percentual restante (Geil &

Anderson, 1994; Sathe, 2002, Osorio-Diaz et al., 2002; Fialho et al., 2006).
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Tem sido observado que o amido presente em legumes apresenta menor
digestibilidade do que amidos presentes em cereais ¢ na mandioca, segundo
Hoover & Zhou (2003). A classificagdo de amidos presentes nas mais diversas
fontes vegetais foi proposta por Englyst et al. (1992), que levaram em conta a
cinética de digestibilidade e a completa digestdio do amido. Estes autores
propuseram o agrupamento do amido em trés fragdes: amido rapidamente
digerivel, amido lentamente digerivel e amido indigerivel ou amido resistente
(AR). O amido resistente (AR) foi subclassificado em AR1 (amido indisponivel
por estar associado a matriz celular de sementes), AR2 (amido presente em
alguns vegetais, como banana e batata, na forma cristalina, o que dificulta o
ataque enzimatico) e AR3 (formado pela retrogradacdo do amido em alimentos
aquecidos e armazenados).

Asp (1992) definiu o amido resistente como o amido e suas dextrinas
parcialmente formadas, porém, ndo passiveis de absor¢do no intestino delgado
de individuos sadios. O amido resistente (AR) ¢é considerado como fibra
dietética e, juntamente com as demais, esta associado, em parte, ao baixo indice
glicémico de leguminosas, como o feijao, por dificultar a absor¢do de glicose e
sua conseqiiente disponibilidade na corrente sanguinea (Tovar et al., 1992;
DeVries et al. , 1999; Hoover & Zhou, 2003; Carmona-Garcia et al., 2007).

As fibras alimentares ou fibras dietéticas t€m por caracteristica a
resisténcia a hidrolise enzimatica no trato gastrintestinal humano, o que ¢ devido
ao tipo de ligacdo entre os monossacarideos que compdem o polimero ¢ ao
arranjo estrutural do mesmo. A lignina, polimero de derivados fenodlicos, ¢
considerada fibra alimentar, apesar de ndo apresentar estrutura polissacaridica
(Sathe et al., 1984a). As fibras localizam-se, principalmente, no tegumento do
feijdo e podem ser classificadas como soluveis (e.g. pectinas, algumas
hemiceluloses e B-glucanas) e insoluveis, entre as quais estdo incluidas a

celulose, a maioria das hemiceluloses e a lignina (Olson et al., 1987; DeVries et
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al., 1999). Ambas as classes de fibras sdo importantes para a fisiologia humana e
sua ingestdo pode auxiliar na prevencdo de doengas cardivasculares, promover a
diminuigdo da pressdo arterial e reduzir o risco de cancer intestinal (Vanderhoof,
1998; Mozaffarian et al., 2003, Lairon et al., 2005).

Entretanto, segundo Baron (2005), ainda sdo necessarios estudos
conclusivos quanto ao efeito das fibras como preventivas ou estimuladoras do
surgimento de cdncer no intestino grosso ou, at¢ mesmo, para verificar se elas
tém algum efeito, conforme estudos conduzidos por Trock et al. (1990) e
Michels et al. (2006).

Com relagdo as fibras insoluveis, ha informagdes de que elas estdo
associadas a retencdo de agua e ao favorecimento do peristaltismo intestinal, o
que pode reduzir os riscos de patologias neste 6rgdo (Messina, 1999; Finley et
al., 2007). As fibras soluveis estdo correlacionadas com a menor absor¢ao
intestinal de colesterol e glicose, favorecem a acdo do horménio colecistocinina
e auxiliam na prevengdo de algumas doengas cronicas (Topping, 1991; Bourdon
et al., 2001; Lairon et al., 2005). As concentracdes de fibras soluveis e insoluveis
variam de acordo com a fonte vegetal, sendo o feijdo uma fonte que apresenta
equilibrio no teor das fragcdes (Hughes, 1991; Bressani, 1993).

Os oligossacarideos rafinose, estaquiose ¢ verbascose, encontrados em
feijdes em baixas concentragdes, estdo relacionados a flatuléncia em humanos.
Para a hidrdlise desses carboidratos ¢ necessaria a a¢do de a-galacosidases
especificas, ausentes no metabolismo humano. Conseqlientemente, ndo sdo
degradados e ficam disponiveis no trato gastrintestinal, sofrendo agdo da
microbiota presente no intestino grosso, que os utiliza em processos
fermentativos, transformando parte da estrutura em moléculas menores, que
compdem os gases responsaveis pela flatuléncia (Kigel, 1999; Fialho et al.,
2006). A diminui¢ao na concentragdo destes polissacarideos pode ser conseguida

pelo processamento térmico (Olson et al, 1982), pelo tratamento enzimatico
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(Fialho et al., 2006) ou pelo melhoramento genético de cultivares de Phaseolus

vulgaris (Broughton et al., 2003).

2.4.1.3 Proteinas

Este grupo de biomoléculas ¢ um dos mais importantes nutricionalmente,
presentes em leguminosas. As proteinas do feijdo formam, em muitos paises
emergentes, a base protéica da alimentacdo. O feijdo apresenta, em média,
22,5% (m/m de por¢do comestivel) de proteinas, o que pode ser equiparado ao
contetdo protéico de outras fontes, como carne (32%), peixe (23%) e amendoim
(24%), sendo superior a quantidade de proteinas presentes em trigo (17,5%),
arroz (7%), ervilha (6%) e milho (3,2%) (Sathe et al., 1984b; Bressani, 1993;
USDA, 2007).

As principais fragdes protéicas presentes no feijao, quanto a solubilidade,
sdo globulinas, albuminas, prolaminas e glutelinas. Globulinas (soluveis em
solucdo salina e pH neutro) e albuminas (soliveis em agua) compdem a maior
parte das proteinas do feijdo e apresentam carboidratos em sua estrutura, sendo
consideradas glicoproteinas. A maioria das proteinas de reserva do gréo,
entretanto, pertence a classe das globulinas e esta localizada em corpos protéicos
presentes no cotilédone. Por esta razdo, as globulinas sdo as mais abundantes no
feijdo, correspondendo a até 80%, em massa, das proteinas totais.

Proteinas com fun¢do enzimatica e outras fungdes metabdlicas sdo, em
grande parte, albuminas, que representam até 50% do total de proteinas na
semente. Elas apresentam maior valor biologico que aquelas, por conterem
maior concentragdo dos aminoacidos cisteina (Cys), metionina (Met), ambos
sulfurados, e lisina (Lys), um aminoacido basico; estes dois ultimos sdo
considerados essenciais ao metabolismo humano, por ndo serem sintetizados
pelo mesmo. Ainda assim, as proteinas do feijao sdo consideradas pobres em

aminoacidos sulfurados e tém a metionina como limitante. Glutelinas e
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prolaminas do feijao estdo fortemente ligadas a organelas e correspondem a
menos de 10% das proteinas totais encontradas em feijoes (Sgarbieri &
Whitaker, 1982; Bressani, 1993; Sathe, 2002).

Osborne (1894a,b,c) descreveu a estrutura das proteinas do feijao
agrupando-as em duas fracdes: faseolina e faselina, também com base na
solubilidade das macromoléculas. Segundo este autor, a faseolina corresponde a
85% das proteinas totais. Pesquisas posteriores realizadas por Waterman &
Johns (1921) e Waterman et al. (1923) evidenciaram a presenca de uma terceira
fracdo protéica, entdo nomeada confaseolina. A faseolina ¢ a principal globulina
de reserva do feijao e uma das mais estudadas. As denominagdes globulina G1,
glicoproteina 2, eufaseolina, a-globulina e globulina 7S s3o termos também
utilizados para designar esta proteina. Apresenta estrutura quaternaria composta
de trés subunidades glicosiladas (Sathe, 2002). Esta estrutura, no estado nativo, &
compacta e resistente a acdo de proteases, o que pode ser modificado em fungao
do aquecimento, que favorece a modificagdo das estruturas quaternaria e
terciaria da faseolina, tornando-a mais suscetivel ao ataque enzimatico. Esta
resisténcia a hidrolise pode estar associada, também, a presenga de
monossacarideos ligados as cadeias polipeptidicas da globulina G1 (Nielsen,
1991; Yeboah et al., 1999; Venkatachalam & Sathe, 2003).

O feijdo também apresenta, em sua composi¢do protéica, estruturas
consideradas como fatores antinutricionais. Entre elas estdo as lectinas, os
inibidores de proteases e os inibidores de amilases. As lectinas, ou fito-
hemaglutininas, sdo glicoproteinas soltiveis tanto em agua (albuminas) quanto
em solugdes salinas (globulinas) que compdem o mecanismo de defesa vegetal
contra insetos e microrganismos (Peumans & van Damme, 1995). Tém a
capacidade de induzir a agregacdo de eritrocitos e estdo associadas a alteragdes

nos mecanismos de absorcao intestinal de mamiferos (Figueroa et al., 1984).
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Com relagdo aos inibidores de proteases, também conhecidos como
inibidores de tripsina, existem dois tipos principais: Bowman-Birk e Kunitz.
Ambos apresentam elevado nimero de aminoacidos sulfurados em suas cadeias
polipeptidicas, quando comparados as demais estruturas protéicas presentes no
feijdo. Os inibidores do tipo Bowman-Birk apresentam diversas pontes
dissulfeto em sua estrutura, o que lhes confere estabilidade térmica maior que os
demais inibidores. Por esta razao, sdo necessarios maior temperatura € ou maior
tempo de aquecimento, para que sejam inativados. Estes inibidores possuem dois
sitios de ligacdo a enzima, podendo inibir até duas moléculas simultaneamente
(Bowman, 1971; Birk, 1985; Deshpande, 1992).

Os inibidores do tipo Kunitz s@o raros em Phaseolus sp., sdo mais
sensiveis ao aquecimento, por apresentarem menor concentragdo de Cys em sua
estrutura e tém a capacidade de inibir uma molécula de protease, por
apresentarem apenas um sitio de ligagdo, sendo, portanto, menos prejudiciais, do
ponto de vista nutricional (Kunitz, 1947; Sathe, 2002). Os inibidores de amilases
presentes no feijdo sdo extremamente sensiveis ao calor e a outros processos
desnaturantes. Apresentam especificidade elevada sobre amilases de insetos e
baixa capacidade inibitoria sobre amilases animais (Kasahara et al., 1996;

Sawada et al., 2002).

2.4.1.3.1 Digestibilidade protéica in vitro
A digestibilidade das proteinas do feijdo é considerada baixa quando
comparada com a de outras proteinas vegetais ¢ animais. A dificuldade na
digestdo das proteinas do feijdo pode estar associada a diversos fatores, entre
eles a estrutura compacta e glicoprotéica da faseolina e demais polipeptideos; a
presenca de inibidores de proteases e amilases, a presenca de hemaglutininas,
compostos fenolicos, fitatos e oxalatos (em especial quando considerado o grao

cru), o tempo e as condi¢des de armazenamento e o processamento do grao
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(Bressani et al., 1988; Reyes-Moreno & Paredez-Lopez, 1993; Messina, 1999;
Sathe, 2002). A digestibilidade em Phaseolus vulgaris varia em fungdo da
cultivar, com tendéncia a ser maior nos graos claros em relacdo aos coloridos
(Aw & Swanson, 1985). A presenca de compostos fenolicos, localizados
principalmente no tegumento, estd associada a baixos valores de digestibilidade
em humanos, cerca de 50% (Goycoolea et al., 1990; Bressani, 1983; Bressani,

1993).
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CAPITULO 2

ALKALINE PROTEASE FROM Bacillus sp. ISOLATED FROM COFFEE
BEAN GROWN ON CHEESE WHEY
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1 RESUMO

DIAS, Disney Ribeiro. Protease alcalina obtida de Bacillus sp. isolado de
gréos de café, cultivado em meio com soro de leite em po. Lavras: UFLA,
2007, 131 p. (Tese — Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) °.

Duas cepas de Bacillus, uma padrdo (Bacillus subtilis ATCC 6633) e uma
selvagem (Bacillus sp. UFLA 817CF) isolada durante o processo fermentativo
de café via seca no Sul de Minas Gerais, Brasil, foram avaliadas quanto a
capacidade de secrecdo de proteases alcalinas. As duas cepas foram cultivadas
em cinco meios de cultivo distintos, sendo caldo nutriente, caldo nutriente mais
caseinato de sodio 1% e caldo nutriente adicionado de soro de leite em po, nas
concentragdes de 0,01%, 0,1% e 1%, durante 72 horas, a 28°C e 150 rpm.
Amostras destes cultivos foram coletadas a cada 24 horas para avaliagdo de
atividade proteolitica, proteinas totais e contagem de UFC/mL. O maximo de
atividade proteolitica foi observado no tempo 24 horas, para ambos os
microrganismos testados (839,8 U/mg para B. subtilis ATCC 6633 e 975,9 U/mg
para Bacillus sp. UFLA 817CF). A saturagdo com 60% de sulfato de amonio foi
a fracdo que apresentou os melhores resultados de atividade proteolitica
especifica para todos os meios testados, considerando a cepa Bacillus. sp. UFLA
817CF. As melhores condigdes para a atividade proteolitica desta foram em pH
9,0 e 40°C, em trés meios testados (NB, NBC ¢ NBW)), os quais apresentaram
melhores resultados. A protease de Bacillus sp. UFLA 817CF, obtida da fracao
60%, apresentou estabilidade em pH 7,0 e estabilidade térmica a 40°C e 50°C,
podendo ser considerada uma alternativa para utiliza¢do do efluente de soro de
leite, além de poder ser empregada em diversas areas, com a finalidade de
promover hidrolise protéica.

> Comité Orientador: Rosane Freitas Schwan — DBI/UFLA (Orientadora),
Marialice Pinto Coelho Silvestre — FAFAR/UFMG (Co-Orientadora)
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2 ABSTRACT

DIAS, Disney Ribeiro. Alkaline protease from Bacillus sp. isolated from
coffee bean grown on cheese whey. Lavras: UFLA, 2007, 131 p. (Tese —
Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) *.

Two strains of Bacillus, one from culture collection (B. subtilis ATCC 6633) and
a wild type (Bacillus sp. UFLA 817CF) isolated during coffee fermentation in
South of Minas Gerais, Brazil, were evaluated in relation to secretion of alkaline
proteases. The strains were grown on nutrient broth, nutrient broth with sodium
caseinate and nutrient broth with three different concentrations of cheese whey
powder during 72 h. Samples were collected at 24 hour intervals to evaluate the
proteolytic activity, protein content and cell population. Maximum protease
activity was observed after 24 hours growth for both the microorganisms, a
period that coincided with the end of the exponential phase. The specific activity
values were, respectively, 839.8 U/mg for B. subtilis ATCC 6633 and 975.9
U/mg for Bacillus sp. UFLA 817CF. The 60% saturation presented the best
results for specific protease activity in all the growth culture media tested with
Bacillus sp. UFLA 817CF. Bacillus sp. UFLA 817CF showed highest enzymatic
activity at pH 9.0 and 40 °C in the three culture media tested (NB, NBC e
NBW,). The protease obtained from culture of the wild Bacillus strain presented
stability at pH 7.0 and considerable heat stability at 40°C and 50°C, and could
be an alternative for the industry to utilize cheese whey to produce proteolytic
enzymes.

* Guidance Committee: Rosane Freitas Schwan — DBI/UFLA (Major Professor),
Marialice Pinto Coelho Silvestre — FAFAR/UFMG
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Alkaline protease from Bacillus sp. isolated from coffee bean grown on

cheese whey

Abstract

Two strains of Bacillus, one from culture collection (B. subtilis ATCC 6633) and
a wild type (Bacillus sp. UFLA 817CF) isolated during coffee fermentation in
South of Minas Gerais, Brazil, were evaluated in relation to secretion of alkaline
proteases. The strains were grown on nutrient broth, nutrient broth with sodium
caseinate and nutrient broth with three different concentrations of cheese whey
powder during 72 h. Samples were collected at 24 hour intervals to evaluate the
proteolytic activity, protein content and cell population. Maximum protease
activity was observed after 24 hours growth for both the microorganisms, a
period that coincided with the end of the exponential phase. The specific activity
values were, respectively, 839.8 U/mg for B. subtilis ATCC 6633 and 975.9
U/mg for Bacillus sp. UFLA 817CF. The 60% saturation presented the best
results for specific protease activity in all the growth culture media tested with
Bacillus sp. UFLA 817CF. Bacillus sp. UFLA 817CF showed highest enzymatic
activity at pH 9.0 and 40 °C in the three culture media tested. The protease
obtained from culture of the wild Bacillus strain presented stability at pH 7.0 and
considerable heat stability at 40°C and 50°C, and could be an alternative for the

industry to utilize cheese whey to produce proteolytic enzymes.

Key Words: Alkaline protease, Bacillus, proteolytic enzymes, cheese whey

powder, microbial enzyme.
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3 Introduction

Proteolytic enzymes can be secreted across cytoplasmic membrane and
cell wall. These extracellular enzymes are synthesized by diverse groups of
microorganisms, including fungi, yeasts and bacteria. Among extracellular
alkaline proteases, those from Bacillus species have wide use and importance in
several industrial sectors, such as the food (dairy, Razak et al. 1994; obtaining of
protein hydrolysates, Carreira et al. 2004 and Soares et al. 2007), leather
(Takami et al. 1992; Giongo et al. 2007), detergent (Ito et al. 1998; Hadj-Ali et
al. 2007) and synthesis of biologically active peptides (Kumar & Bhalla 1995).
The genus Bacillus is one of the most important extracellular protease producers
(Harwood 1992; Sarvas et al. 2004).

About 75% of world sales for industrial enzymes application are
hydrolytic enzymes, of which proteolytic enzymes correspond to 60%. Alkaline
proteases account for approximately 25% of the world enzyme market. The
majority of the commercially available alkaline proteases are derived from
Bacillus strains, which are recognized as important sources of this enzyme
because their ability to secrete large amounts of proteinases showing high
activity and stability. These proteases secreted by Bacillus sp. presented activity
at a wide range of pH (7.0 to 11.0) and temperature (30 to 60 °C) (Horikoshi
1999; Joo et al. 2002; Gupta et al. 2002a).

Natural and spontaneous fermentation is a rich source for new
microorganisms with potential industrial or commercial value. The genus
Bacillus is a taxon with broad distribution on diverse environments and has been
the subject of attention for their application in biotechnology. These bacteria are
relative ease of isolation and they are also able to grow in both complex and

synthetic media (Johnvesly & Naik 2001). It is known that the amount of
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enzyme produced varies greatly with strain and growth conditions, in which the
cultivation media is an important parameter. In order to obtain high yields of
protease it is necessary to plan and test media and cultivation conditions for wild
strains (Anwar & Saleemuddin 1998).

Due to the potential uses of proteases, there is a need for the search of
new strains of bacteria that produce proteolytic enzymes with novel properties
and the development of low cost media. According to Hinman (1994), almost
40% of costs for the enzyme production are due to the cost of growth substrate.
The use of complex medium for protease production by Bacillus has been
reported in many scientific works. In this way there were a special attention to
use industrial effluents or alternative sources as substrate for growth of Bacillus,
including nug meal (Gessesse 1997), shrimp and crab shell powder (Yang et al.
2000), fish flour (Ellouz et al. 2001), amaranth seed meal (Pastor et al. 2001),
soybean meal (Joo et al. 2002; Joo & Chang 2005), chicken feather (Gessesse et
al. 2003) and arrowroot (Kumar & Parrack 2003).

Cheese whey is a byproduct obtained from cheese manufacture, as
supernatant from the precipitation of the casein in milk. It is a complex
substrate, rich in proteins and carbohydrates (lactose) and contains considerable
concentrations of vitamins and minerals. Cheese whey corresponds to about
90% of the milk volume, containing 20% of the soluble proteins and 50% of the
other nutrients (Siso 1996). In Brazil cheese whey is still an effluent of concern.
It is estimated that only 15% of the cheese whey produced annually, about
70.000 tons, is used in other industrial sectors (Capitani et al. 2005). Cheese
whey has been used for several purposes, mainly in the food industry (Wit
1998). Some researchers have used cheese whey as substrate for microorganism
growth for biotechnology purposes to obtain yeast cells, enzymes and
polysaccharides (Champagne et al. 1990; Kawahara & Obata 1998; Kumar et al.
1999; Ghaly et al. 2003), and this is an alternative for its use.
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The objective of this study was to investigate the production of
extracellular alkaline protease from Bacillus sp. UFLA 817CF isolated from
coffee beans with significant protease activity, grown in culture medium with
different amounts of cheese whey powder added as enzymatic inducer and the

partial characterization of the enzyme.
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4 Materials and Methods

4.1  Growth of microorganisms and enzyme production

The two strains of bacilli tested were Bacillus subtilis ATCC 6633,
acquired from the Tropical Culture Collection at the André Tosello Foundation,
Campinas, Brasil, and Bacillus sp. UFLA 817CF, isolated from coffee beans
(Silva et al. 2000) that is part of the microorganism collection at the Microbial
Physiology Laboratory of the Biology Department at the Federal University of
Lavras, Minas Gerais, Brazil. The pure cultures were kept in nutrient agar at 4
°C. For inoculation in the media to be tested, the microorganisms were
previously incubated in nutrient broth for 24 hours at 28 °C. Then 3 ml of this
culture with 10® ¢.f.u./ml population were inoculated in 500 ml Erlenmeyer flask
containing 300 ml of the culture medium to produce proteolytic enzymes. The
flasks were incubated in an orbital incubator at 28 °C and 150 rpm. The culture
media used were NB (nutrient broth, Difco), NBC (NB plus 0.01% w/v sodium
caseinate, Sigma-Aldrich), NBW; (NB plus 0.01% w/v cheese whey powder,
Prolacteos Dairy Industry, Contagem, MG, Brasil), NBW, (NB plus 0.1% w/v
cheese whey powder) and NBW; (NB plus 1% w/v cheese whey powder), with
initial pH 7.0. Samples of 10 ml were collected at 24 h, 48 h and 72 h to
determine the total proteins and proteolytic activity (supernatant obtained from
centrifuging the sample at 6000 xg a 4°C for 15 minutes). The determinations
were made in triplicate, and the results presented as the mean obtained. The
Scott-Knott test was used with 5% significance to assess statistical differences in

the protease production in the different culture media tested.
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4.2  Protein quantification

Protein concentrations in the supernatant previously cited were measured
spectrophotometrically at 595 nm by a dye binding method according to
Bradford (1976), using bovine serum albumin (BSA, Merck, Germany) as a
standard and Bradford reagent from Sigma-Aldrich.

4.3  Protease assay

The alkaline proteolytic activity was determined by hydrolysis of casein.
The culture broth was harvested by centrifugation (Sigma AK-15) at 6000 xg
and 4 °C for 15 min. Aliquots of 500 ul of 0.5% (w/v) casein solution (Sigma-
Aldrich) in Tris-HCI buffer (50 mM, pH 9.0) was mixed with 250 pl of diluted
supernatant and hydrolysed under 37 °C, pH 9.0 during 30 min. The reaction
was stopped by adding 500 pl of 10 % (w/v) trichloroacetic acid solution
(Merck) and the mixture was centrifuged at 15000 xg for 15 min at 4 °C, and
absorbance of the supernatant was measured at 275 mm with a UV-VIS
spectrophotometer (Shimadzu UV-1601 PC). One unit protease (U/ml) activity
was defined as the activity that liberates 1 pg of tyrosine per minute (ug Tyr x
ml'min") under described conditions (Calik et al. 2002; Kumar 2002).

4.4 Enzyme precipitation

The supernatant from the crude extracts obtained from the different
culture media tested were precipitated with ammonium sulfate at concentrations
of 40, 60 and 80% saturation (Scopes 1994). The tests were carried out in
quadruplicate. After adding ammonium sulfate, the sample was carefully

homogenized and chilled at 4°C for two hours, before centrifuging at 6000 xg
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for 15 minutes at 4 °C. The precipitate was resuspended in a four volumes of 50
mM Tris-HCl buffer, pH 9.0, supplemented with 5 mM CaCl, and transferred to
dialysis membranes (cut off 18 kDa). The membranes were immersed in 50
volumes of the same buffer and dialysis occurred for 24 hours at 4°C, with
buffer solution renovation every eight hours. Enzymatic activity, stability at
different pH values and temperature and electrophoresis in polyacrylamide gel

tests were carried out on the recovered precipitates.

4.5 Effect of temperature and pH on enzymatic activity

The enzymatic fractions obtained from saturation with ammonium
sulfate at 60%, in the NB, NBC, NBW; culture media, were incubated as
different temperatures (30, 40, 50, 60 and 70 °C) and pH, using the citrate 100
mM (3.0 and 5.0), phosphate 50 mM (7.0), Tris-HCl 50 mM (9.0) and Glycine-
NaOH 100 mM (11.0) buffers to assess the enzymatic activity. The optimum
temperature was determined by verifying the protease activity on casein at pH
9.0.

To assess the ideal pH, a 0.5% (w/v) casein solution was prepared in the
buffers and pH values above and incubated at 37°C to later quantify the
enzymatic activity. The heat stability at different pH was verified in the 60%
saturation fraction of the NB culture medium in both the bacilli. In the heat
stability study, the enzyme was pre-incubated, without adding substrate, at 40,
50 and 60 °C for 120 minutes. Samples were removed to at 30, 60, 90 and 120
minutes to determine the residual proteolytic activity on casein at pH 9.0. The
stability of the enzyme at different pH values was verified by incubating the
enzyme, without substrate, at the pH values reported above, for 24 hours at 40
°C, before determining the residual proteolytic activity at 37 °C, pH 9.0 (Kumar
2002; Tremacoldi & Carmona 2005). The electrophoretic profile of the
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enzymatic fractions precipitated in ammonium sulfate was verified by SDS-
PAGE, using methodology according to Laemmli (1970). Separation gel at
12.5% (SDS 10%) was used in Tris-HCI pH 8.8 and 5% gel concentration. The
crude extract was previously freeze dried and 25 pl of the treated sample were
added to the gel. The electrophoretic run occurred for four hours with a 20 mA
current. Coomassie Brilliant Blue R-250 0.1% (w/v) was used for staining

diluted in a solution of methanol/acetic acid/water (5:1:5, by vol.).
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5 Results and discussion

5.1 Proteolytic activity in the crude extract

Two Bacillus strains were compared regarding protease production when
submitted to growth in five culture media: nutritional broth, as base culture
medium, and four different supplementations, using, as protease synthesis
inducers, 0.01% sodium caseinate (w/v) and cheese whey powder at
concentrations of 0.01%, 0.1% and 1.0% (w/v). The two Bacillus strains tested
maintained populations varying between 1.1 and 7.2x10 c.f.u./ml for Bacillus
sp. UFLA 817CF and between 8.8 and 25.0x10 c.fu./ml for the B. subtilis
ATCC 6633 culture (Fig. 1) during the 72 hours that the experiment was carried
out in the culture media tested.

The Bacillus sp. UFLA 817CF populations decreased in function of time
in the NB and NBC medium while in the NBW,;, NBW, and NBW; media the
population increased after 72 hours, reaching the maximum growth value of
7.2%10" c.fu/ml for the NBW; medium (Fig. 1a). Decrease in population in
function of time was also observed in the B. subtilis ATCC 6633 in most of the
culture media, except for the NBC culture medium, where the maximum
population, 17.6X 107 c.f.u./ml, was observed at 48 hours (Fig. 1b).

Alkaline protease activity varied with incubation time and the type of
culture media in which the Bacillus isolates were cultivated (Fig. la and 1b).
Within the culture media tested, NB was shown to be the best producing source
of alkaline protease. This culture medium was reported by Hanson et al. (1964)

for enzyme production by B. subtilis.
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FIGURE 1 - Specific proteolytic activity (continuous line) and growth (discontinuous

line) by Bacillus sp. UFLA 817CF (A) and Bacillus subtilis ATCC 6633
(B) cultivated during 72 h in nutrient broth (NB ), nutrient broth plus
0.01% (w/v) sodium caseinate (NBC M), nutrient broth plus 0.01% (w/v)
cheese whey powder (NBW; A), nutrient broth plus 0.1% (w/v) cheese
whey powder (NBW, @) and nutrient broth plus 1% (w/v) cheese whey
powder (NBW; ).
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Maximum protease activity was observed after 24 hours growth for both
the microorganisms (Fig. 1a and 1b), a period that coincided with the end of the
exponential phase (data not shown). The specific activity values were,
respectively, 839.8 U/mg for B. subtilis ATCC 6633 and 975.9 U/mg for
Bacillus sp. UFLA 817CF. Mehrotra et al. (1999) and Patel et al. (2006) studied
alkaline protease production by Bacillus species isolated from soil and seawater
respectively also obtained best results after 24 hours of cultivation.

The enzymatic activity observed in the NB, NBC and NBW, media
decreased after 48 hours for the two isolates assessed in this study. However, an
increase in the enzyme activity was observed when the microorganisms were
cultivated in the NBW, and NBWj culture media. The increase in the activity in
these two culture media after 48 hours may be associated to the catabolic
repression in the first 24 hours of culture, because the culture media contained a
higher concentration of cheese whey powder, which is a material rich in
carbohydrates (75% w/w lactose) and proteins (13% w/w).

Excess protein may stimulate protein synthesis regulators of the GInR
(global nitrogen regulatory protein) type that repress the metabolic activity of B.
subtilis (Fisher 1999). Regarding lactose, data in the literature states that B.
subtilis cannot use it as a single carbon source, due to the deficiency in the
transport and degradation systems. However, it has a lacA gene that can codify
B-galactosidase in function of stress conditions (Stiilke & Hillen 2000). This
nutritional stress may justify the low enzymatic activity observed in the NBWj3
medium, containing 1% cheese whey powder (Fig. 1a and 1b). The proteolytic
activity of the standard strain was less than that of the wild strain, 97.2 U/mg
and 105.6 U/mg, respectively.

The growth pattern of the Bacillus sp. UFLA 817CF strain in the NBW,,
NBW, and NBW; culture media showed that the adaptation phase to the

conditions of the culture medium also interfered in the population. Kumar et al.
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(1999) observed that a concentration of 1% of cheese whey powder
supplemented with organic and inorganic carbon sources and organic nitrogen
sources presented a better response regarding alkaline protease activity. The
presence of sodium caseinate and the cheese whey proteins used in this study did
not stimulate an increase in the proteolytic activity. This result was also reported
by Patel et al. (2006), when they used 0.5% (w/v) casitone (partially hydrolyzed
casein) and by Joo & Chang (2005) who added 1% casein as supplement in a
chemically defined culture medium in Bacillus sp. culture. In a previous study
these authors reported that the addition of 1% casein to supplement TSB
medium, favored alkaline protease activity of a new Bacillus species by 30%,
called B. horikoshii (Joo et al. 2002).

For the standard B. subtilis ATCC 6633 strain, the NBW,; culture
medium (Fig. 1b) induced greater enzymatic activity than the NBC culture
medium (used as standard inducer) in 24 hours, respectively, 555.1 U/mg and
417.7 U/mg. There were no significant differences for the wild strain (Fig. 1a),
in the same time, in the proteolytic activity between the NBW,; and NBC culture

media.

5.2 Enzyme assay in ammonium sulfate fractions

The supernatants obtained in the five media tested, from both the
cultured microorganisms, were precipitated with ammonium sulfate at 40%,
60% and 80% saturation. To culture Bacillus sp. UFLA 817CF, the 60%
saturation presented the best results from protease specific activity in all the
growth culture media tested. Kim & Kim (2005) and Zvidzai & Zvauya (2001)
also reported a greater enzymatic activity in the 60% ammonium sulfate fraction
when they purified B. subtilis protease. The maximum enzymatic activity for

Bacillus sp. UFLA 817CF was observed in the precipitation obtained from the

70



culture in NB culture medium (926.4 U/mg), while the lowest activity (437.4
U/mg) was reported in the NBW; medium (Table 1). This result, nevertheless,
exceeded the best results obtained for B. subtilis ATCC 6633 culture at the three
saturations tested (Table 1). It was also observed for Bacillus sp. UFLA 817CF,
that the NB culture medium also presented greater proteolytic activity at the
40% and 80% fractions compared to the other culture media tested, 692.7 and
557.7 U/mg, respectively. in the NBW, (300.5 U/mg) and NBW; (296.0 U/mg)
culture media. All samples from 80% saturation presented the lowest proteolytic

activity values for both the microorganisms.
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TABLE 1 - Partial purification of alkaline protease from Bacillus subtilis ATCC 6633 and from Bacillus sp. UFLA

817CF
Bacillus subtilis ATCC 6633

(iﬁﬁiso?l“ 40% 60% 80%

e;fz()tie Total Specific eg;t?ie Total Specific e:;tamle Total Specific
Media T proteins activity T proteins activity T proteins activity

activity (mg/ml) (U/mg) activity (mg/ml) (U/mg) activity (mg/ml) (U/mg)

(U/ml) (U/ml) (U/ml)
NB 59.03 0.258 228.7 111.15 0.414 268.7 78.25 0.552 141.7
NBC 55.21 0.281 196.5 93.12 0.440 211.7 76.76 0.629 122.0
NBW, 73.32 0.315 232.5 93.96 0.562 167.1 85.58 0.661 129.6
NBW, 91.98 0.406 226.8 88.40 0.294 300.5 90.27 0.713 126.7
NBW, 105.46 0.608 173.6 93.08 0314 296.0 99.94 0.758 131.9

To be continued...
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TABLE 1 Continue

Bacillus sp. UFLA 817CF (wild type)

(NH4),S0,

. 40% 60% 80%
saturation
Total Total Specific Total Total Specific Total Total Specific
. enzyme . . enzyme . . enzyme . .
Media 2 proteins activity 7 proteins activity 2 proteins activity
activity (mg/ml) (U/mg) activity (mg/ml) (U/mg) Aetivity (mg/ml) (U/mg)
(U/ml) (U/ml) (U/ml)
NB 80.71 0.087 692.7 89.18 0.096 926.4 95.53 0.128 557.7
NBC 84.27 0.152 415.3 87.98 0.159 553.4 99.19 0.162 459.4
NBW, 90.34 0.170 398.6 92.10 0.185 497.2 102.85 0.211 365.4
NBW, 94.00 0.188 374.6 93.08 0.200 465.2 106.51 0.239 333.6
NBW, 91.59 0.206 334.2 96.78 0.221 437.4 113.74 0.289 295.6

Data presents average of four replicates.



The fraction obtained with 60% saturation also presented best activity
for the Bacillus subtilis ATCC6633 strain in most of the culture media tested
(Table 1), except for the NBW; medium, where the highest proteolytic activity
value, 232.5 U/mg, was observed in the 40% fraction. In the 60% saturation

fractions, the greatest enzymatic activity values were observed

5.3 Effect of temperature and pH on enzyme activity and stability

The 60% saturation fractions with ammonium sulfate in the NB, NBC
and NBW, culture media of both the microorganisms were tested for ideal pH
and temperature for enzymatic activity. Relative activity was used to compare
the cultures, regarding the best pH and temperature, taking as 100% the activity
of Bacillus sp. UFLA 817CF in the NB culture medium (Table 1).

Figure 2a shows the results of the enzymatic activity in function of
variation in pH, for both the microorganisms, in the three culture media that best
represented specific activity. Bacillus sp. UFLA 817CF presented greater
enzymatic activity at pH 9.0 in the three culture media tested.

In the fraction obtained from the NB culture medium, with greater
activity, this strain maintained about 80% activity at pH 7.0 and over 60% at pH
11.0. This optimum activity at values close to 9.0 is characteristic of alkaline
proteases (Rao et al. 1998; Kumar & Takagi 1999). Similar values were reported
by Gessesse et al. (2003) and Giongo et al. (2007), when culturing Bacillus
isolates and by Tremacoldi et al. (2007) when culturing Aspergillus clavatus.
The highest proteolytic activity at pH 9.0 was observed when the fractions
precipitated with ammonium sulfate were incubated at 40 °C for both the

microorganisms in the three culture media tested (Fig. 2b).
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FIGURE 2 - Effect of pH (A) and temperature (B) on relative proteolytic
activity in ammonium sulphate precipitate (60%) obtained from
Bacillus sp. UFLA 817CF (continuous line) and B. subtilis ATCC
6633 (discontinuous line) growing on nutrient broth (NB @),
nutrient broth plus 0.01% (w/v) sodium caseinate (NBC M) and
nutrient broth plus 0.01% (w/v) cheese whey powder (NBW,; A).
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Optimum alkaline protease activity at 40 °C was also detected by other
authors when using Bacillus sp. strains (Singh et al. 2001; Joo et al. 2002).
Stability was observed in the proteolytic activity in both the bacilli at the
different pH values, and the best results were observed in Bacillus sp. UFLA
817CF culture. The residual activity of this strain, in the three culture media
tested was close to 50% of the maximum at pH 5.0. At the values of pH 7.0 and

11.0, about 70% of residual activity was detected after incubation for 30 minutes
at 37 °C (Fig. 3a).
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FIGURE 3A - Effect of pH on residual proteolytic activity in ammonium
sulphate precipitates (60%) obtained from Bacillus sp. UFLA
817CF growing on nutrient broth (NB #), nutrient broth plus 0.01%
(w/v) sodium caseinate (NBC M) and nutrient broth plus 0.01%
(w/v) cheese whey powder (NBW; A).
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Greater variation in the culture of B. subtilis ATCC6633 was observed in
the proteolytic activity in the culture media assessed. In this case the best
performance was observed in the NBW, culture medium, where about 75%,
83% and 78% of the activity was maintained at pH 5.0, 7.0 and 11.0,
respectively (Fig. 3b).
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FIGURE 3B - Effect of pH on residual proteolytic activity in ammonium
sulphate precipitates (60%) obtained from B. subtilis ATCC 6633
growing on nutrient broth (NB @), nutrient broth plus 0.01% (w/v)
sodium caseinate (NBC M) and nutrient broth plus 0.01% (w/v)
cheese whey powder (NBW; A).

The temperature of 40 °C was observed as optimum for both the
microorganisms in the three culture media (Fig. 4a and 4b). The residual

proteolytic activity of Bacillus sp. UFLA 817CF cultivated in NBC culture
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medium was maintained at temperatures of 50, 60 and 70 °C at values 95%,
88% and 77%, respectively, compared to the maximum activity at 40 °C
(503.4U/mg) (Fig. 4a). Similar performance was detected in the enzymatic
activity of the B. subtilis ATCC 6633 strain in the NB and NBW, culture media
(Fig. 4b), where about 95%, 80% and 70% were maintained at the respective

temperatures of 50, 60 and 70 °C of the maximum activity at 40 °C (268.7 U/mg
for NB and 167.1 for NBW,).
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FIGURA 4A - Effect of temperature on residual proteolytic activity in
ammonium sulphate precipitates (60%) obtained from Bacillus sp.
UFLA 817CF growing on nutrient broth (NB 4), nutrient broth plus
0.01% (w/v) sodium caseinate (NBC M) and nutrient broth plus
0.01% (w/v) cheese whey powder (NBW; A).
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FIGURA 4B - Effect of temperature on residual proteolytic activity in
ammonium sulphate precipitates (60%) obtained from B. subtilis
ATCC 6633 (B) growing on nutrient broth (NB ), nutrient broth
plus 0.01% (w/v) sodium caseinate (NBC M) and nutrient broth plus
0.01% (w/v) cheese whey powder (NBW,; A).

Stability at different temperatures and pH was verified in the NB
medium for both the organisms, at the 60% saturation fraction with ammonium
sulfate. The samples were incubated for 24 hours at the pH tested before
proteolytic activity was determined at pH 9.0. There was stability at pH 7.0 for
both the microorganisms and more than 90% of the activity was maintained

(Fig. 5) at the optimum pH (9.0).
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FIGURE 5 - Effect of pH on residual proteolytic activity (ll) and stability (@)
in ammonium sulphate precipitate (60%) obtained from Bacillus sp.
UFLA 817CF (continuous line) and B. subtilis ATCC 6633
(discontinuous line) growing on nutrient broth.

The temperature stability of the enzyme was verified by incubating the
samples at the tested temperatures for up to 120 minutes before assaying the
proteolytic activity at 37 °C (Fig. 6). At the incubation temperature of 40°C, the
proteolytic activity of the enzyme obtained from the Bacillus sp. UFLA 817CF
culture presented 62% activity after a 120 minute incubation period in the same
conditions that the B. subtilis ATCC 6633 enzyme presented 53% residual
activity. At 50 °C the enzymes from the Bacillus sp. UFLA 817CF culture were
more stable than those from the B. subtilis ATCC 6633 culture. At 60 °C it was
observed that the B. subtilis ATCC 6633 culture presented greater enzymatic
activity than the wild strain, but with a sharp loss in activity in the first 30

minutes of incubation for both the microorganisms (Fig. 6).
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FIGURE 6 - Effect of temperature on residual proteolytic activity in ammonium
sulphate precipitate (60%) obtained from Bacillus sp. UFLA 817CF
(continuous line) and B. subtilis ATCC 6633 (discontinuous line),
growing on nutrient broth, at 40 °C (@), at 50 °C (H) and at 60 °C
(A).

The precipitates obtained from saturation with 60% ammonium sulfate in
the NB media for both the bacilli were characterized in polyacrylamide gel.
Bands were detected between the 30 kDa and 45 kDa standards in both the
cultures, approximately 36 kDa for the protease of the wild strain and 40 kDa for
the standard B. subtilis ATCC 6633 strain. The bands observed were close to the
band of protease molecular mass that in general, ranged between 15 and 45 kDa
(Kumar & Takagi 1999; Gupta et al. 2002b). Zvidzai & Zvauya (2001) detected
a similar band in a precipitated sample derived from saturation with 60%

ammonium sulfate when they cultured a new species of Bacillus.
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Based on the results in this study, the wild Bacillus sp. UFLA 817CF
strain isolated in coffee beans was a potential producer of alkaline protease when
cultivated either in nutrient broth or in other culture media tested. The NBW,
culture presented good alkaline protease production, and was superior or
equivalent to the culture medium with addition of sodium caseinate. This opens
perspectives for use of cheese whey powder, an effluent of the dairy industry
and therefore an inexpensive source, as protease synthesis inducer, and for new
research to optimize growth culture media based on cheese whey powder. The
protease obtained from culture of wild strain Bacillus sp. UFLA 817CF
presented stability at pH 7.0 and considerable heat stability at 40 °C and 50°C,
and could be an alternative for the various industrial sectors to produce

proteolytic enzymes using cheese whey.
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CAPITULO 3

DIGESTIBILIDADE PROTEICA IN VITRO DE FARINHAS DE FEIJAO
(Phaseolus vulgaris L.) PRE-TRATADAS COM PROTEASE
COMERCIAL E PROTEASE DE Bacillus sp.
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1 RESUMO

DIAS, Disney Ribeiro. Digestibilidade protéica in vitro de farinhas de feijdo
(Phaseolus vulgaris L.) pré-tratadas com protease comercial e protease de
Bacillus sp. Lavras: UFLA, 2007, 131 p. (Tese — Doutorado em Ciéncia dos
Alimentos) °.

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) é um alimento basico na refei¢do do brasileiro,
constituindo uma das principais fontes protéicas da dieta, além de fornecer
outros macronutrientes € minerais. Apesar da consideravel concentracdo de
proteinas no feijao, este alimento é considerado de baixo valor biologico,
quando comparado a proteinas animais e outras fontes protéicas vegetais.
Visando melhorar a disponibilidade protéica do feijao, foram realizados
tratamentos enzimaticos em quatro cultivares de feijdo (ON; OPNS, TAL e
VC3). O delineamento foi inteiramente casualizado, em fatorial 4X3 (quatro
cultivares e trés tratamentos: testemunha, sem protease; hidrolisado 1, adigdo de
protease comercial; hidrolisado 2, adi¢do de protease de Bacillus sp.) com 4
repetigdes. A concentragdo de proteinas totais (g/100 g de matéria seca) nas
amostras variou de 16,94% a 18,06%, enquanto a concentragdo de fenodlicos
totais esteve entre 0,78% e 1,12% (g Eq. acido tanico/100 g de matéria seca). A
digestibilidade protéica in vitro na farinha ndo tratada enzimaticamente
(testemunha) variou entre 47,30% e 56,17%, em relacdo a digestibilidade da
caseina. As concentragdes de P, K, Ca, Mg, S e Zn, observadas nas quatro
cultivares testadas, se encontram dentro dos valores médios disponiveis na
literatura. No tratamento com protease de Bacillus sp. houve diminui¢do nos
teores de Cu e Mn. O teor médio de Fe aumentou nas farinhas tratadas
enzimaticamente, chegando ao incremento maximo de 102% para a farinha da
cultivar TAL tratada com protease de Bacillus sp. A digestibilidade de todas as
farinhas testadas aumentou significativamente (p<0,05), em fungdo do
tratamento enzimatico. A maior variagdo foi observada na cultivar OPNS, cujos
valores, respectivamente, para a testemunha e protease de Bacillus sp., foram
54,4% e 81,6%.

> Comité Orientador: Rosane Freitas Schwan — DBI/UFLA (Orientadora),
Celeste Maria Patto de Abreu — DQI/UFLA (Co-Orientadora)
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2 ABSTRACT

DIAS, Disney Ribeiro. In vitro protein digestibility of enzymatically pre-
treated bean (Phaseolus vulgaris L.) flour using commercial protease and
Bacillus sp. protease. Lavras: UFLA, 2007, 131 p. (Tese — Doutorado em
Ciéncia dos Alimentos) °.

The common beans (Phaseolus vulgaris L.) are a staple food for Brazilian diet,
which represent the major source of dietary protein, and other micronutrients
and minerals. Despite the considerable concentration of protein in beans, the
food is considered of low biological value when compared to animal proteins
and other plant protein sources. To improve the availability of protein in beans,
enzymatic treatments were performed in four cultivars (ON, OPNS, TAL and
VC3). The approach was completely randomized design with four replicates. It
was used a 4 x 3 factorial arrangement (four cultivars and three treatments;
treatment 1: addition of commercial protease and treatment 2: addition of
protease from Bacillus sp., treatment 3: control without enzyme). The
concentration of total protein (g/100 g of dry matter) in the samples ranged from
16.94% to 18.06%, while the concentration of total phenolics was between
0.78% and 1.12% (g Eq. tanic acid / 100 g dry matter). The in vitro protein
digestibility in beans flour untreated enzymatically (control) ranged between
47.30% and 56.17% on the digestibility of casein. Concentrations of P, K, Ca,
Mg, Zn observed in the four cultivars tested were within the average values
available in the literature. Treatment 2 with protease from Bacillus sp. induced
decrease in levels of Cu and Mn. It was observed that the average of Fe content
increased in all beans flour when treated with proteases, reaching the maximum
increase of 102% in the TAL flour treated with protease from Bacillus sp. The
digestibility of all beans tested was significantly increased (p <0.05) as function
of enzyme treatment, being the greater variation observed in the cultivar OPNS
treated with protease from Bacillus sp., which values were 81.6% while the
control treatment was 54.4%.

% Guidance Committee: Rosane Freitas Schwan — DBI/UFLA (Major Professor),
Celeste Maria Patto de Abreu — DQI/UFLA
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RESUMO

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) ¢ um alimento basico na refei¢cdo do brasileiro,
constituindo uma das principais fontes protéicas da dieta, além de fornecer
outros macronutrientes ¢ minerais. Apesar da consideravel concentracdo de
proteinas no feijdo, este alimento ¢ considerado de baixo valor bioldgico,
quando comparado a proteinas animais e a outras fontes protéicas vegetais.
Visando melhorar a disponibilidade protéica do feijdo, foram realizados
tratamentos enzimaticos em quatro cultivares de feijdo (ON; OPNS, TAL e
VC3). O delineamento foi inteiramente casualizado, em fatorial 4X3 (quatro
cultivares e trés tratamentos: testemunha, sem protease; hidrolisado 1, adi¢do de
protease comercial; hidrolisado 2, adi¢do de protease de Bacillus sp.) com 4
repetigdes. A concentracdo de proteinas totais (g/100 g de matéria seca) nas
amostras variou de 16,94% a 18,06%, enquanto a concentracdo de fenodlicos
totais esteve entre 0,78% e 1,12% (g Eq. 4cido tanico/100 g de matéria seca). A
digestibilidade protéica in vitro na farinha ndo tratada enzimaticamente
(testemunha) variou entre 47,30% e 56,17%, em relacdo a digestibilidade da
caseina. As concentracdes de P, K, Ca, Mg, S e Zn observadas nas quatro
cultivares testadas se encontram dentro dos valores médios disponiveis na
literatura. No tratamento com protease de Bacillus sp. houve diminuicdo nos
teores de Cu e Mn. O teor médio de Fe aumentou nas farinhas tratadas
enzimaticamente, chegando ao incremento maximo de 102% para a farinha da
TAL tratada com protease de Bacillus sp. A digestibilidade de todas as farinhas
testadas aumentou significativamente (p<0,05) em fun¢do do tratamento
enzimatico. A maior variacdo foi observada na cultivar OPNS, cujos valores,
respectivamente, para a testemunha e protease de Bacillus sp., foram 54,4% e
81,6%.

Palavras-chave: farinha de feijao; hidrolise enzimatica; protease alcalina.
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IN VITRO PROTEIN DIGESTIBILITY OF ENZYMATICALLY PRE-
TREATED BEAN (Phaseolus vulgaris L.) FLOUR USING
COMMERCIAL PROTEASE AND Bacillus sp. PROTEASE

ABSTRACT

The common beans (Phaseolus vulgaris L.) are a staple food for Brazilian diet,
which represent the major source of dietary protein, and other micronutrients
and minerals. Despite the considerable concentration of protein in beans, the
food is considered of low biological value when compared to animal proteins
and other plant protein sources. To improve the availability of protein in beans,
enzymatic treatments were performed in four cultivars (ON, OPNS, TAL and
VC3). The approach was completely randomized design with four replicates. It
was used a 4 x 3 factorial arrangement (four cultivars and three treatments;
treatment 1: addition of commercial protease and treatment 2: addition of
protease from Bacillus sp., treatment 3: control without enzyme). The
concentration of total protein (g/100 g of dry matter) in the samples ranged from
16.94% to 18.06%, while the concentration of total phenolics was between
0.78% and 1.12% (g Eq. tanic acid / 100 g dry matter). The in vitro protein
digestibility in beans flour untreated enzymatically (control) ranged between
47.30% and 56.17% on the digestibility of casein. Concentrations of P, K, Ca,
Mg, Zn observed in the four cultivars tested were within the average values
available in the literature. Treatment 2 with protease from Bacillus sp. induced
decrease in levels of Cu and Mn. It was observed that the average of Fe content
increased in all beans flour when treated with proteases, reaching the maximum
increase of 102% in the TAL flour treated with protease from Bacillus sp. The
digestibility of all beans tested was significantly increased (p <0.05) as function
of enzyme treatment, being the greater variation observed in the cultivar OPNS
treated with protease from Bacillus sp., which values were 81.6% while the
control treatment was 54.4%.

Key words: bean flour; enzymatic hydrolysis; alkaline protease.
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3 INTRODUCAO

As leguminosas s@o ricas em macro € micronutrientes e tém sido
utilizadas, por varios povos, como fonte de proteinas, carboidratos, fibras,
vitaminas e minerais. O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) é um dos mais
importantes legumes, sendo considerada a principal fonte protéica na dieta de
muitos paises latino-americanos, em especial o Brasil'®*’.

A concentracdo de proteinas no feijao comum varia entre 15% a 25%,
podendo, algumas cultivares apresentarem até 36% deste macronutriente. O teor
de carboidratos varia de 40% a 60%, predominando amido (até 45% do total de
carboidratos), outros polissacarideos (fibras) e, em menor proporgdo,
oligossacarideos™***!.

O feijdo ¢ boa fonte de minerais, com destaque para o ferro (Fe). Este
metal participa de diversas e fundamentais atividades metabodlicas. Esta
associado ao grupamento porfirina para compor o heme, o qual esta presente na
hemoglobina, na mioglobina, na catalase e em outras enzimas oxidorredutases,
responsaveis, entre outras fungdes, pelo processo de respiragio aerébica’. O Fe
ligado ao grupo heme e presente em complexos ferro-enxofre é abundante nas
proteinas de origem animal, enquanto o Fe ndo ligado ao grupo heme, Fe
inorganico, esta presente em tecidos animais e vegetais. Com relagdo a absorcdo,
o ferro hémico é melhor absorvido, comparado ao ferro nio hémico™®*.

A quantidade de Fe requerida diariamente, considerando a absor¢do
intestinal, pelo organismo humano, ¢ baixa. Varia de 1,0 mg/kg, para homens, a
1,3 mg/kg, em média, para mulheres e adolescentes™. Entretanto, de acordo
com informagdes da Organizagdo Mundial de Saude, a anemia por deficiéncia de
Fe (anemia ferropriva) acomete cerca de 25% da populagdo mundial,

prevalecendo na populagdo feminina e infantil*.
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A absorcdo de Fe presente em leguminosas é baixa em relacdo ao ferro
hémico e parece estar comprometida pelo tipo de interagdo do metal com a
matriz protéica e polissacaridica presente nos feijoes. Além disso, a interacdo de
Fe com outras moléculas, como fitatos, oxalatos e compostos fenolicos,
considerados fatores antinutricionais, também promove a diminui¢do da

202531 Rgtas moléculas estdo

disponibilidade e da conseqiiente absor¢dao de Fe
correlacionadas, por meio de um mecanismo reacional ainda ndo muito claro,
com a baixa digestibilidade das proteinas do feijao e sua baixa disponibilidade
de Fe. Isso faz com que o feijao seja considerado um alimento protéico de baixo
valor biolégico, comparado com proteinas animais e outras proteinas
vegetais' ">,

A melhoria do valor bioldgico das proteinas do feijdo tem sido alvo de
estudos de diversos pesquisadores. O melhoramento genético de cultivares que
apresentem maior digestibilidade protéica e menor teor de fatores
antinutricionais, ¢ o pré-tratamento das sementes de feijdo por coccdo e
embebigdo, entre outros, tém sido ernpregados30’4°’46.

A hidrolise enzimatica de proteinas ¢ uma alternativa ao processo de
melhoria de qualidade e propriedades funcionais destas moléculas e tem sido
empregada com diversas finalidades na indéstria de alimentos'**. As proteases
tém sido utilizadas para a modificagdo de proteinas, como na hidrélise de soja e
outros vegetais, para a solubilizagdo de concentrados de peixes, amaciamento de
carnes, hidrolise de caseina ¢ na melhoria da textura de queijos, aumentando,
assim, a qualidade e o valor nutriional dos produtos'**.

Com a finalidade de promover melhoria da digestibilidade protéica in
vitro das farinhas de feijao, as mesmas foram submetidas a dois tratamentos: (i)
pré-hidrélise com protease comercial (Trypsin DIFCO), codificado como
hidrolisado 1 e (ii) pré-hidrolise com protease obtida"® do cultivo de Bacillus sp.

UFLA 817CF a 60% de saturagdo com (NH4),SOj, codificado como hidrolisado
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2. Os resultados foram comparados com aqueles obtidos na farinha bruta, sem

hidrolise prévia com protease (testemunha).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Cultivares de feijao

As cultivares de feijao Ouro Negro (preto), OP-NS-331 (bege com rajas
marrons), Talisma (bege com rajas marrons) ¢ VC-3 (bege-claro com poucas
rajas marrons) foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Magno Antonio Patto
Ramalho (Banco de Germoplasmas do Setor de Genética e Melhoramento de
Plantas — Departamento de Biologia/Universidade Federal de Lavras, Lavras,
Minas Gerais). As farinhas foram codificadas como ON (Ouro Negro), OPNS
(OP-NS-331), TAL (Talisma) e VC3 (VC-3).

Os feijoes foram previamente selecionados, limpos, secos em estufa, a
40°C, por 24 horas e moidos em moinho tipo Willye, em peneira mesh 30. Da
moagem foram obtidas duas fragdes: farinha (praticamente constituida de
cotilédone) e farelo (fragdo retida na moagem e constituida, principalmente, do
tegumento dos feijoes e ndo utilizada neste experimento). As farinhas de feijdo
obtidas foram embaladas e armazenadas sob resfriamento, a -20°C, para analises

posteriores.

4.2  Hidrdlise enzimatica das farinhas de feijao

Para a obtengdo dos hidrolisados protéicos a partir das farinhas de feijao,
etapa de pré-hidrolise, 20 g das amostras foram solubilizadas em 80 mL de agua
destilada para favorecer o contato enzima-substrato. As condi¢des de hidrolise,
tanto para a protease comercial quanto para a protease de Bacillus sp., foram as
seguintes: 150 rpm, durante 5 horas, a 28°C e relagdo enzima-substrato de 5%
(referente & quantidade de proteina em cada amostra de farinha). O pH da
solucdo de farinha variou de acordo com a especificidade de cada enzima. Foi

corrigido para 7,0, no tratamento com protease comercial, ou 9,0, quando
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utilizada protease de Bacillus sp., utilizando-se NaOH 0,01N. Decorrido o tempo

de hidroélise, as amostras de farinha foram congeladas e liofilizadas.

4.3  Analises nas farinhas de feijao

Os hidrolisados protéicos liofilizados das quatro cultivares de feijdo,
obtidos no item anterior utilizando-se protease comercial e protease de Bacillus
sp., bem como o grupo testemunha (farinhas ndo hidrolisadas), foram tomados
para analises de proteinas, umidade, minerais, cinzas, digestibilidade protéica in
vitro e fendlicos totais.

A determinacdo de proteinas totais foi realizada pelo método
microkjeldahl, conforme AOAC*. Os teores de cinzas foram determinados pelo
método gravimétrico, baseado na determinacdo da perda de peso do material
submetido a aquecimento a 550 °C e a determinag@o da umidade das farinhas foi
conduzida em estufa a 105 °C*. A quantificacio dos minerais foi feita segundo
MALAVOLTA, VITTI e OLIVEIRA?". Os extratos das amostras foram obtidos
por digestdo nitroperclérica. Foram determinados P e S por colorimetria; Ca,
Mg, Cu, Fe, Mn e Zn por espectrofotometria de absor¢do atomica e K por
fotometria de chama.

A determinagdo de fenodlicos totais foi realizada conforme metodologia
descrita por SWAIN e HILLIS*. Para o preparo do reagente de Folin-Denis ¢ da
solugdo saturada de Na,COs, foi utilizado protocolo da AOAC*. Para a extracdo
dos compostos fenolicos foi empregada metodologia proposta por HAGERMAN
e BUTLER?, sendo as amostras de farinha e dos hidrolisados colocadas em
solucdo de metanol 80% (v/v), em banho-maria, a 80 °C, com refluxo, por 15
minutos. O sobrenadante foi recolhido e evaporado em banho-maria, diluido em
agua e filtrado para a quantificagdo. O acido tanico foi utilizado como padrao e
os resultados expressos em % de equivalentes de acido tdnico (g Eq. ac.

tanico/100 g de amostra).
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A digestibilidade protéica in vitro foi determinada segundo AKESSON ¢
STAHMANN?. As amostras (farinhas e hidrolisados, com teor de nitrogénio
conhecido) foram digeridas com pepsina e pancreatina, em seus pH 6timos de
acdo. A reacdo foi interrompida adicionando-se acido tricloroacético a 10%.
Apos centrifugagdo, o nitrogénio no sobrenadante foi dosado. A digestibilidade
encontrada para caseina foi tomada como padrao e seu valor considerado como
100%. Os valores de digestibilidade protéica in vitro das farinhas e dos
hidrolisados foram corrigidos em relagdo a digestibilidade da caseina e os
resultados expressos em porcentagem em base seca.

Para a comparagdo entre farinhas e hidrolisados foi utilizado
delineamento inteiramente casualizado, com 4 repeti¢des, em esquema fatorial
4x3 (quatro cultivares de feijdo, trés tratamentos — testemunha e duas enzimas).
Foi realizada ANAVA com os dados obtidos e teste de Tukey (p<0,05) nos

A . . . . 1
pardmetros significativos, empregando-se o software Sisvar 5.0".
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composicédo quimica das farinhas de feijéao
O percentual de proteina total das farinhas nao tratadas enzimaticamente,
obtidas das cultivares testadas (ON, OPNS, TAL e VC3), variou de 16,94
g/100g a 18,06 g/100g, com base na matéria seca (Tabela 1). Estes valores sdo

compativeis com os descritos na literatura®®"!

para feijoes comuns.

A cultivar ON apresentou os maiores percentuais de proteinas (18,06%)
e cinzas (4,47%). Nesta cultivar também foram observados os menores valores
de fendlicos totais (0,78) e umidade (6,08). Nao houve diferencas estatisticas, a
5% de significancia, no teor de cinzas entre as cultivares OPNS, TAL e VC3.
Com relagdo as proteinas totais, ON e TAL ndo apresentaram diferencas
significativas entre si e foram superiores aos valores encontrados para as
cultivares VC3 e OPNS. A umidade das amostras variou de 6,1% a 9,5%
(Tabela 1).

O teor de fenolicos totais encontrado esteve entre 0,78% e 1,12% de
equivalentes de 4cido tanico (g/100g). ESPINOSA-ALONSO et al.", estudando
cultivares de feijdes comuns mexicanos ¢ MESQUITA et al.”’, ao estudarem
feijdes cultivados no Sul de Minas Gerais, encontraram valores de fenolicos
totais semelhantes aos observados neste trabalho e que se encontram entre os
valores descritos previamente na literatura®**. A quantidade de fenélicos totais
na cultivar TAL (1,10%) ndo diferiu estatisticamente do maior valor encontrado
para este parametro, observado na cultivar OPNS (1,12%). Esta cultivar
apresentou o menor valor de proteinas totais (16,94%), estatisticamente
equiparado ao valor encontrado na cultivar VC3 (17,00%).

A digestibilidade protéica in vitro das farinhas ndo tratadas

enzimaticamente variou em fun¢do da cultivar, sendo observado menor valor
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para a cultivar VC3 (47,30%) e maior valor para a cultivar TAL (56,17%). A
digestibilidade pode variar entre 40% e 80%, dependendo da cultivar, das
condi¢des de cultivo e do pré-tratamento do feijdo (cocgdo, branqueamento,
hidratagdo, irradiacdo, adigdo de sais)* >4

Varios trabalhos descrevem o efeito antinutricional de compostos
fendlicos sobre a qualidade biologica das proteinas de feijao por prejudicarem a

digestibilidade das mesmas’>'**

. A partir dos resultados observados nos
valores de digestibilidade e fendlicos totais das farinhas testadas no presente
trabalho, verificou-se que nao houve correlagdo negativa entre os dois
pardmetros. Isso porque a cultivar VC3 apresentou o menor valor de
digestibilidade protéica in vitro e também a menor concentragdo de fenolicos
totais. Resultados semelhantes foram observados por MESQUITA et al.”’, o que
pode ser justificado pela baixa relagdo fenolicos/proteina (m/m), como
observado por PINO e LAJOLO®. De acordo com estes autores, a diminuigio
da digestibilidade ocorre a partir de relagdes fenolicos/proteinas totais da ordem
de 5/20 (m/m), ou seja, 5 g de fenodlicos para cada 20 g de proteinas.

A relagdo maxima de fenodlicos/proteinas observada nos resultados das
quatro cultivares avaliadas foi de, aproximadamente, 1/17, para a cultivar OPNS
(Tabela 1), o que pode justificar a ndo interferéncia de fenolicos totais nos

valores de digestibilidade protéica in vitro encontrados neste trabalho.
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TABELA 1 Caracteristicas quimicas e bioquimicas das farinhas das quatro
cultivares de feijao (testemunha) *

Farinha Proteinas Digestibilidade ' Fenolicos Umidade Cinzas
(%) (%) totais (%) 2 (%) (%)
ON 18,06 a 51,62 ab 0,78 b 6,08 ¢ 4,47 a
OPNS 16,94 b 54,36 ab 1,12 a 8,70 b 3,77b
TAL 18,04 a 56,17 a 1,10 a 9,35a 3,82b
VC3 17,00 b 47,30 b 0,80b 9,45 a 3,80b

* Médias seguidas de mesma letra na coluna nio diferem entre si, pelo teste de Tukey
(p<0,05). 'Valores corrigidos em relagdo a digestibilidade da caseina, considerada como
100% digerivel. > Em g de Eq. de 4cido tanico/100 g de matéria seca. Obs.: ON (Ouro
Negro), OPNS (OP-NS-331), TAL (Talisma) e VC3 (VC-3).

5.2 Hidrolisados protéicos obtidos das farinhas de feijao

A andlise de variancia dos dados obtidos para os pardmetros proteinas
totais e fenolicos totais mostrou ndo haver interacdo significativa, a 5% de
significancia, do tratamento enzimatico, seja com protease comercial ou com
protease de Bacillus sp., com as farinhas de feijao obtidas das diferentes
cultivares.

Para as quatro cultivares avaliadas (ON, OPNS, TAL e VC3), quando
observados os dados de minerais (Tabela 2), nos trés tratamentos (testemunha,
sem protease; hidrolisado 1, protease comercial e hidrolisado 2, protease de
Bacillus sp.), notou-se a tendéncia de estabilidade nos valores de P, K, Ca, Mg,
S e Zn. Os valores encontrados para estes minerais, nas farinhas das quatro
cultivares avaliadas, estdo entre os valores médios disponiveis na literatura'”**.
As concentragdes de Cu ¢ Mn mantiveram-se com valores proximos aos da
testemunha, quando tratadas com protease comercial (hidrolisado 1) e tenderam
a diminui¢do quando as farinhas foram tratadas com protease de Bacillus sp.

(hidrolisado 2). Esta diminuig@o pode ter sido em decorréncia da estrutura de a

103



protease de Bacillus sp. requerer estes metais como cofatores enzimaticos
durante a catalise®™".

A disponibilidade de Fe também variou de acordo com a cultivar e o
tratamento enzimatico aplicado. Os resultados mais expressivos foram
observados na cultivar TAL. Quando comparado a testemunha, o hidrolisado 1
apresentou aumento médio de 66% e o hidrolisado 2 aumentou, em média, 102%
a quantidade de Fe na amostra. Para as demais cultivares, houve aumento médio
de 19% e 30%, respectivamente, nos hidrolisados 1 e 2 da cultivar OPNS ¢ 6% ¢
21%, respectivamente, nos hidrolisados 1 e 2 da cultivar VC3. Este incremento
no teor de Fe pode estar relacionado a alteragdo na interacdo proteina-Fe, uma
vez que as proteases geram modificagdes conformacionais e diminuem, devido a
sua ag¢do hidrolitica, o tamanho da cadeia polipeptidica. Isto levaria a diminui¢ao
das interagdes proteina-Fe’® nas farinhas, devido a quebra de ligagdes peptidicas,
algo semelhante ao observado por LOMBARDI-BOCCIA, SANTIS e LULLO*
em amostras de feijdo submetidas a cocgdo, e aumentaria a disponibilidade de
Fe. Observou-se tendéncia de estabilidade na disponibilidade de Fe nos

tratamentos utilizando a cultivar ON.
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SO1

TABELA 2 — Teores médios de minerais das farinhas das quatro cultivares avaliadas nos diferentes tratamentos *

Testemunha
(sem adigdo de protease)

Hidrolisado 1

(protease comercial)

Hidrolisado 2
(protease de Bacillus sp.)

ON OPNS TAL VC3 ON OPNS TAL VC3 ON OPNS TAL VC3

N 2,74 2,49 2,65 2,47 2,71 2,45 2,61 2,42 2,70 2,47 2,59 2,50
P 0,41 0,33 0,35 0,38 0,41 0,40 0,35 0,34 0,34 0,43 0,40 0,37
K é" 1,54 1,43 1,38 1,29 1,46 1,45 1,38 1,31 1,25 1,42 1,38 1,32
Ca o) 0,03 0,01 0,03 0,05 0,02 0,03 0,05 0,05 0,02 0,05 0,04 0,04
Mg 0,16 0,19 0,19 0,17 0,18 0,20 0,19 0,20 0,13 0,19 0,18 0,17
S 0,23 0,22 0,25 0,21 0,26 0,24 0,25 0,23 0,16 0,20 0,20 0,19
Cu 1,25 0,90 1,30 1,23 1,31 1,01 1,27 1,26 0,82 0,74 1,03 0,84
Mn éﬂ 1,48 1,30 1,61 1,24 1,60 1,33 1,61 1,33 0,51 0,74 1,04 0,64
Zn E" 4,00 3,71 3,71 3,44 3,95 3,91 3,71 3,49 3,70 3,80 3,72 3,52
Fe 2,04 0,95 1,04 0,92 2,10 1,13 1,73 0,98 2,08 1,24 2,10 1,12

* Valores expressos com base na matéria seca. Obs.: ON (Ouro Negro), OPNS (OP-NS-331), TAL (Talismd) e VC3 (VC-3).



A digestibilidade protéica in vitro das farinhas de feijao wvariou
significativamente (p<0,05) em fungdo dos tratamentos (Figura 1). Os
hidrolisados 1 e 2 apresentaram valores de digestibilidade superiores aqueles
encontrados na farinha ndo tratada (testemunha).

O tratamento com enzima comercial (hidrolisado 1) apresentou o melhor
resultado para a cultivar ON (74,38%), ou seja, aumentou em cerca de 44% a
digestibilidade, em comparagdo com a testemunha (51,6%). Para esta cultivar, a
protease de Bacillus sp. (hidrolisado 2) aumentou a digestibilidade em 27,3%,

quando comparada com a testemunha (65,7% e 51,6%, respectivamente).

100 -~
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80 - b
S
> 60 ¢ C 2
g — b
g “sm—
=
2 40 -
(0]
2
[a)
20 -
0 — T — T — T — 1
ON OPNS TAL VC3
Cultivares

OTestemunha OProtease Comercial BProtease BACILLUS sp

FIGURA 1 Digestibilidade proteica in vitro das farinhas de feijao submetidas a
tratamento enzimatico. Letras diferentes representam diferencas
significativas, pelo teste de Tukey, a 5% de significancia. Obs.: ON
(Ouro Negro), OPNS (OP-NS-331), TAL (Talisma) e VC3 (VC-3).
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Os dados da farinha obtida da cultivar OPNS mostraram que o
tratamento com protease de Bacillus sp. alcangou o maior valor de
digestibilidade (81,6%), um aumento de cerca de 50% em relagdo a
digestibilidade da farinha ndo tratada (54,4%) da mesma cultivar, o maior
observado neste experimento.

Para as farinhas das cultivares TAL ¢ VC3 nfo houve diferencas
significativas entre os tratamentos com protease comercial e protease de Bacillus
sp., apesar de ela ter promovido o maior valor para ambas as farinhas (80,3% e
65,8%, respectivamente) (Figura 1).

O aumento do valor na digestibilidade melhora a qualidade nutricional
das proteinas do feijao por favorecer a hidrolise e a absor¢cdo de aminoacidos e
peptideos de cadeia curta’’, essenciais a0 metabolismo animal. Estes resultados
podem ser utilizados para o emprego de farinha de feijdo na suplementacao
alimentar como hidrolisado protéico em dietas especiais para humanos ou no
intuito de diminuir dificuldades na digestio de proteinas'®'>'®,

A digestibilidade protéica in vitro das farinhas, considerando os
hidrolisados 1 (tratamento com protease comercial) e o hidrolisado 2 (tratamento
com protease de Bacillus sp.), ndo diferiu estatisticamente em duas cultivares
testadas (TAL e VC3). Para a cultivar ON, a enzima comercial apresentou
melhor resultado, enquanto que, para a cultivar OPNS, a maior digestibilidade
foi conseguida com o emprego da protease de Bacillus sp. Em todas as cultivares
testadas, o emprego de protease melhorou a digestibilidade em relagdo a

testemunha (farinha nao hidrolisada).
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6 CONCLUSOES

Nas condi¢des do experimento, ¢ em relacdo aos parametros testados,
chegou-se as seguintes conclusdes:

. a adi¢do de protease comercial e protease de Bacillus sp. ndo interferiu
nos teores de proteinas totais e fenolicos totais das farinhas obtidas das
cultivares avaliadas;

. a digestibilidade protéica in vitro das farinhas de feijdo aumentou, em
meédia, 36% no hidrolisado 1 (adicdo de protease comercial) e 39% no
hidrolisado 2 (adigdo de protease de Bacillus sp.), quando comparada com a
digestibilidade do grupo testemunha (farinha nao tratada com protease);

. 0 hidrolisado 2 apresentou melhor disponibilidade de Fe, quando

comparado com a testemunha.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O isolado Bacillus sp. UFLA 817CF, isolado de graos de café, foi capaz
de produzir enzimas com atividade proteolitica em pH alcalino. Esta atividade
superou, em todas as condigdes de cultivo, os valores encontrados para as
proteases originadas do cultivo de Bacillus subtilis ATCC 6633, cepa padrdo
utilizada neste trabalho.

Com relagdo aos meios de cultivo alernativos testados, aquele contendo
0,01% (m/v) de soro de leite em po apresentou bons resultados para o cultivo da
cepa selvagem de Bacillus. A protease oriunda desta cepa apresentou atividade
otima em pH 9,0 e 40 °C, apds 24 h de crescimento e saturagdo com 605 de
sulfato de amoénio. Além disso, apresentou estabilidade térmica de acdo em pH
7,0 entre 40 e 50 °C. Por estas caracteristicas, esta fragdo pré-purificada foi
utilizada na comparagdo com tripsina comercial para avaliar as possiveis
alteragdes na digestibilidade proteica in vitro de farinhas obtidas de quatro
cultivares de feijao.

As cultivares testadas apresentaram variagdo significativa nos teores de
proteinas, digestibilidade, fenolicos totais, umidade e cinzas, quando
consideradas as farinhas ndo tratadas enzimaticamente. Ainda nestas condi¢des,
a maior digestibilidade foi observada para a cultivar TAL, na qual também se
observaram maiores teores de proteinas totais e fenolicos totais. A cultivar VC3
apresentou, estatisticamente, os menores valores de digestibilidade e fendlicos
totais, indicando ndo haver correlagdo linear entre a quantidade desses
compostos e a digestibilidade, para as cultivares testadas nas condigdes do
experimento.

Observou-se tendéncia de diminuicao dos valores médios de Cu ¢ Mn

em todas as farinhas tratadas com protease de Bacillus sp. (hidrolisado 2) e
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aumento médio da disponibilidade de Fe nos hidrolisados 1 (protease comercial)
e 2 (protease de Bacillus sp.) das cultivares OPNS, TAL ¢ VC3. O maior
aumento médio (102%) foi observado no hidrolisado 2 (protease de Bacillus sp.)
da cultivar TAL. Na cultivar ON, ndo foi observada tendéncia na variagdo média
da disponibilidade de Fe.

O tratamento enzimatico ndo interferiu, estatisticamente, na
concentracdo de fenodlicos totais dos hidrolisados obtidos das quatro cultivares
testadas.

A digestibilidade protéica in vitro foi sensivelmente melhorada com o
tratamento enzimatico. Para a cultivar ON, o melhor resultado (aumento de
44%) foi obtido no hidrolisado 1, empregando-se protease comercial. O maior
aumento na digestibilidade, entretanto, foi observado na farinha da cultivar
OPNS tratada com protease de Bacillus sp. (hidrolisado 2), com incremento de
50% em relagdo a digestibilidade da respectiva testemunha.

O tratamento enzimatico, independente da origem da enzima, melhorou a

digestibilidade proteica in vitro das farinhas das cultivares TAL e VC3.
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PROTOCOLO 1A

DETERMINACAO DE PROTEINAS PELO METODO DE BRADFORD
(Coomassie Blue G-250 Brilliant Blue G-250).
Nota: protocolo utilizando reagente comercial Coomassie Blue G-250 Brilliant

Blue G-250.

1 Preparo do reagente Coomassie Blue G-250 Blue G-250:

Dissolvem-se 100 mg de Coomassie Blue G-250 Blue G-250 em 50 ml de etanol
95% (v/v). A esta solugdo adicionam-se 100 ml de &cido fosforico 85% (m/v). A
solucdo resultante ¢ diluida para 1.000 ml com agua destilada. As concentragdes
finais (m/v) desta solugdo sdo as seguintes:

0,01 % de Coomassie Blue G-250 Blue G-250; 8,5 % de HsPO4 € 4,7 % de

etanol.

Obs.: O H;PO,4 tem que ser adicionado ao Coomassie Blue G-250 Blue G-250
dissolvido em etanol, nunca ao contrario. A solucdo reagente de Coomassie Blue

G-250 Blue G-250 deve ser filtrada antes de ser usada.

2 Preparo da curva padréo de proteina usando BSA:

2.1 ANALISE PADRAO (20 ug a 100 ug de proteina)

(para amostras com baixo teor de proteinas, veja microanalise no item 2.2)

Preparar solu¢do de BSA a Img/mL em agua destilada.
Como a BSA ¢ muito higroscépica, podem ser cometidos erros na pesagem da

mesma. Para saber o seu peso real, basta preparar uma solugdo 0,1 % (1 mg/ml)
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e medir a absorvancia em 280 nm. E sabido que a solu¢do de BSA 0,1% tem
uma Abygonnm de 0,600. Se, por exemplo, a BSA preparada apresentar uma
Absgonm de 0,500, sua concentragdo real pode ser recalculada pela equagdo

abaixo:

Conc. Real BSA =0,500 x 1 mg/ml + 0,600 = 0,83 mg/ml

[SUGESTAO: Antes de se determinar a concentragio de proteinas em um
extrato vegetal, ¢ aconselhdvel fazer a precipitacio das mesmas com dacido
tricloroacético (TCA), numa concentragdo final de 5%. Este procedimento tem a
finalidade de livrar as proteinas de algumas impurezas soluveis no TCA e que
podem interferir na determinacdo de proteinas (apesar de o método de Bradford
sofrer pouca a¢do de interferentes).

Obs.: O TCA nao deve ser guardado em concentragdes abaixo de 50%, pois ele
se decompde.

O TCA forma um sal insoltivel com as proteinas, precipitando-as. O precipitado

¢ retomado com NaOH 1,0 N e esta pronto para ser quantificada a sua proteina.]
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PROTOCOLO 2A

DETERMINACAO DE PROTEINAS PELO METODO DE BRADFORD
Nota: protocolo para o reagente de Bradford Sigma B6916

2.1 Macroanalise (20 ug a 100 ug)
Procedimento para a obtencdo de curva padrdo de proteina a partir de uma

solucdo de BSA (1 mg/ml ou 10 pg/0,1 ml), utilizando reagente Sigma B6916.

Tubon® BSA 1mg/mL Agua Concentragdo final de Reag. de Coomassie
(mL) dest.* (mL) proteina (BSA) em pg/0,Iml  Blue G-250 mL Sigma
B6916
1 - 0,10 0 3,0
2 0,02 0,08 20 3,0
3 0,04 0,06 40 3,0
4 0,06 0,04 60 3,0
5 0,08 0,02 80 3,0
6 0,10 0,00 100 3,0

* Ou tampao apropriado (utilizado nas analises).

Homogeneizar os tubos por inversdo ou em vortex. Aguardar 5 minutos para
realizar a leitura (em 595 nm). A leitura pode ser realizada até 60 minutos
depois da agitacao.

Plotar grafico [Abs 595 (y) versus pg proteina (x)] e calcular equagio da reta. R>
~ 0,994...(pelo menos).

Obs.: Para minimizar os erros de pipetagem, podem-se preparar solugdes de 20;
40; 60; 80 e 100 pg de BSA/0,1 ml e tomar uma aliquota de 0,1 ml de cada uma

e adicionar os 3,0 ml do reagente de Coomassie Blue G-250.

2.1.1 Quantificacdo de proteinas na amostra
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a) Preparo do branco: 0,1 mL de agua ou tampdo + 3,0 mL do reagente de
Coomassie Blue G-250 (reagente de Bradford) (ou 0,05 mL de agua + 1,5 mL do
reagente Sigma B6916. Neste caso, sera necessaria cubeta de 1,5 mL).
Homogeneizar os tubos por inversdo ou em vortex. Aguardar 5 minutos para
realizar a leitura (em 595 nm). A leitura pode ser realizada até 60 minutos
depois da agitagao.

b) Na amostra: 0,1 mL da amostra + 3,0 mL do reagente Sigma B6916. (ou 0,05
mL de amostra + 1,5 mL do reagente de Bradford). Seguir como no item a.

¢) Calcular a concentragdo total de proteinas na amostra a partir da equagido da
reta.

d) O resultado encontrado refere-se a pug de proteinas no volume de amostra
utilizado (caso o volume de 0,1 mL gere uma absorvancia dentro da curva, o
resultado podera ser expresso em ug/0,1 mL). No caso de dilui¢cbes ou
precipitacdo da amostra, considerar estes procedimentos para o calculo.
Caso a leitura da absorvancia seja superior ao ponto maximo da curva,
diluir a amostra e retornar ao item b.

OBSERVACAO:

Caso a leitura da Abs da amostra seja negativa, ou seja, a amostra possui
guantidade de proteina ndo detectada na analise padrdo, preparar uma

curva padrao de microandlise, descrita no item 2.2 (a seguir).
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2.2 MICROANALISE (1 ug a 10 ug de proteina)

Esta analise ¢ utilizada para amostras com baixas concentragdes de proteinas
(meios de cultivo e outras amostras liquidas, entre outras), o que pode dispensar

a concentragdo da amostra por precipitacdo com TCA, por exemplo.

Preparo da solugdo de BSA 0,1 mg/mL (0,1 ug/uL):

Para evitar erros de pesagem, esta solucdo pode ser preparada a partir da dilui¢ao
da solugdo de BSA a 1 mg/mL (item 2.1). Exemplo: pipetar 10 mL da solugdo
de BSA a 1 mg/mL, transferir para um baldo de 100 mL e completar o volume
com agua destilada. Homogeneizar a solugdo por inversdo do baldo,
cuidadosamente, para evitar formacdo de espuma (o que pode indicar

desnaturagdo protéica).

MICROANALISE: Procedimento para obtengdo de curva padrio de proteina a
partir de uma solugdo de BSA (0,1 mg/ml ou 0,1 ug/ul) utilizando-se reagente
Sigma B6916.

Tubo BSAO0,1  Aguadest* Concentragdo final de Reag. de Coomassie Blue

N° mg/mL (mL) proteina (BSA)em  G-250 mL Sigma B6916
(mL) ug/0,1ml
1 - 1,0 0 1,0
2 0,2 0,8 2,0 1,0
3 0,4 0,6 4,0 1,0
4 0,6 0,4 6,0 1,0
5 0,8 0,2 8,0 1,0
6 1,0 - 10,0 1,0

* Ou tampao apropriado (utilizado nas analises).
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Homogeneizar os tubos por inversdo ou em vortex. Aguardar 5 minutos para
realizar a leitura (em 595 nm). A leitura pode ser realizada até 60 minutos
depois da agitagdo.

Plotar grafico [Abs 595 (y) versus ug proteina (x)] e calcular equagao da reta.

2.2.1 Quantificacado de proteinas na amostra

a) Preparo do branco: 1,0 mL de dgua ou tampao + 1,0 mL do reagente Sigma
B6916 (reagente de Bradford). Homogeneizar os tubos por inversdo ou em
vortex. Aguardar 5 minutos para realizar a leitura (em 595 nm). A leitura pode
ser realizada até 60 minutos depois da agitagdo. Como o volume final sera de
2,0 mL, pode-se utilizar a cubeta de 3,0 mL e caminho optico de 1,0 cm.

b) Na amostra: 1,0 mL da amostra + 1,0 mL de reagente B6916. Seguir como no
item a.

) Calcular a concentragdo total de proteinas na amostra a partir da equagdo da
reta.

d) O resultado encontrado refere-se a pug de proteinas no volume de amostra
utilizado (caso o volume de 1,0 mL gere uma absorvancia dentro da curva, o
resultado podera ser expresso em pg/mL). No caso de diluicbes ou
precipitacdo da amostra, considerar estes procedimentos para o célculo.
Caso a leitura da absorvancia seja superior ao ponto maximo da curva,

diluir a amostra e retornar ao item b.

3 Observagdes
a. A quantificagdo de proteina em extratos vegetais ou microbianos pode
ser feita usando-se volumes iguais do extrato ¢ de TCA a 10%,
resultando numa concentragdo final de TCA igual a 5%. Este extrato
com TCA 5% deve ser centrifugado (pelo menos 5000 xg por 15°) ¢ o

precipitado ressuspendido com NaOH 0,1 N. Posteriormente, retira-se
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uma aliquota de 0,1 ml da proteina ressuspendida e adicionam-se 5 ml
do reagente de Coomassie Blue G-250. Agita-se e faz-se a leitura a 595
nm.
b. Nao utilizar cubetas de quartzo (pois a remocdo do reagente de
Coomassie ¢ bem mais dificil). Utilizar as de vidro comum ou plastico.
c. Limpeza das cubetas: pode ser realizada com detergente comercial

comum.

4 Referéncias

Bradford M (1976) A rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding.
Analytical Biochemisry 72:248-254.

Stoscheck, C (1990) Quantification of Protein. Methods in Enzymology 182:50-
68.
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PROTOCOLO 3A

DETERMINACAO DE ATIVIDADE PROTEOLITICA

A determinacao da atividade proteolitica foi avaliada em funcdo da hidrolise da

caseina.

Procedimento
I. Obtencdo do extrato enzimatico bruto:
1. Centrifugar as amostras a 6000 xg (8090 rpm, centrifuga SIGMA AK-15,
rotor 12148), durante 15 minutos, a 4°C.
2. Recolher o sobrenadante (extrato enzimatico bruto) e congela-lo para

posteriores analises (caso ndo seja utilizado imediatamente).

Il. Preparo dos reagentes:
1. Substrato: preparar solucdo de caseina a 0,5% (m/v) em tampao Tris-HCI
(50 mM) pH 9,0 (ou outro tampao compativel).
a. Preparo da solucdo tampdo (1000 mL): pesar 6,05 g de Tris (50
mmol) e transferir para Erlenmeyer (ou béquer) de 250 mL contendo
100 mL de agua destilada. Solubilizar. Completar o volume para
cerca de 200 mL. Homogeneizar. Adicionar solu¢do de HCI 0,2 M
(aos poucos, cerca de 5 mL) e aferir o pH, até que o valor 9,0 seja
obtido. Transferir, analiticamente, o conteudo para baldo de 1.000
mL e completar o volume.
2. Solugdo de TCA (parada de reacgdo): preparar solu¢do de acido

tricloroacético a 10% (m/v) em agua destilada.
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3. Construcdo da reta padrdo de tirosina (Food Chemicals Codex, 1996,
p.811-12):
a. Preparar 100 mL de solu¢do de L-tirosina (grau analitico) a 100
ug/mL.

i. Pesar 0,0100 g (10 mg) de L-Tyr (previamente dessecada a
60°C, por 24 horas). Dissolver em 6,0 mL de HCI 0,1 M, em
um béquer. Transferir, analiticamente, o conteudo para o baldo
de 100 mL, lavando-se o béquer e completando-se o volume do
baldo com agua destilada. Homogeneizar a solugdo por inversao
do balao.

b. Pontos da reta

Tubo  Solugdo de L-Tyr Agua Concentracéo final de  Concentragéo final de L-

Ne° 100 ug/mL (uL)  dest. (uL) L-Tyr em pg/mL Tyr em pmol/mL
1 - * 0 0
2 200 800 20 0,11038 (~0,11)
3 400 600 40 0,22076 (~ 0,22)
4 600 400 60 0,33114 (~ 0,33)
5 800 200 80 0,44152 (~ 0,44)
6 1000 - 100 0,55190 (~ 0,55)

* Utilizar como branco, para a curva, HCI 0,006 M.
i. Utilizar cubetas de quartzo de 1,4 mL e caminho otico de 1,0
cm.
ii. Lerem 275 nm..
iii. Plotar grafico [Abs 275 (y) versus pg Tyr/mL (x)] e calcular
equagdo da reta. R? esperado acima de 0,9970.
I11. Andlise da atividade proteolitica.
1. Em tubos Eppendorf, adicionar: 500 uL de solucdo de caseina + 250 uL
de extrato enzimatico. Homogeneizar cuidadosamente.
2. Incubar os tubos em banho-maria, a 37°C, durante 30 minutos.
3. Parar a reagfo, transcorridos os 30 minutos, adicionando-se 500 uL de

solucdo de TCA a 10% (m/v).
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Centrifugar os tubos, a 20.000 xg, durante 15 minutos. a 4°C.

Transferir 1,0 mL do sobrenadante para a cubeta ¢ ler a absorvancia em

275 nm.

Branco: utilizar 250 ulL de 4gua em vez de extrato enzimatico.

Calculos:

a.

b.

Determinar a o equivalente em tirosina liberado a partir da equacao
da reta de Tyr (ug Tyr/mL x Abs)
Atividade proteolitica (Sigma Aldrich)

i.  Unidade de atividade proteolitica/mL (U/mL):

U/mL = Tyr xVf

VaxtxVe

em que:

ug Tyr = valor obtido no item 7.a, a partir da Abs da amostra.

Vf = volume total (em mL) da andlise. Neste caso, = 1,25 mL.

Va = volume da amostra (em mL) de extrato enzimatico. Neste
caso, = 0,250 mL.

t = tempo (em minutos) de incubacdo. Neste caso, = 30 minutos.

Ve = volume utilizado (em mL), na cubeta, para a leitura da Abs.
Neste caso = 1,0 mL (ou 0,5 mL). Ficar atento a este volume.

A unidade sera expressa em ug x mL'min™ e sera definida
como a quantidade de enzima que produz o equivalente a 1 ug
de Tyr por minuto, a pH 9,0 e 37°C, a 275 nm (ou nas condicGes
do experimento).

Caso se queira expressar o resultado em umol x mL*min™,
basta dividir o resultado em ug x mL'min™ por 181,19 (mmr da
Tyr).
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ii. Calculo da atividade especifica (U/mg proteina)

U/mL

U/mg proteiha=————
Pt (mg/mL)

em que:
U/mL = valor encontrado na equagdo anterior,
Pt = proteinas totais, em mg/mL, no extrato enzimatico. Neste caso,

determinado segundo Bradford.
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PROTOCOLO 4A

CARACTERIZACAO DA ENZIMA
(EFEITO DO PH, DA TEMPERATURA E DO TEMPO DE INCUBACAO)

Realizar estas andlises na enzima pré-purificada. O extrato bruto pode conter
outras enzimas estaveis em diferentes valores de pH e temperatura, o que pode
comprometer os resultados (isto, porém, ndo exclui a possibilidade de se analisar

o extrato enzimatico ndo purificado).

1. Efeito do pH na atividade e estabilidade da enzima.
a. Determinacdo do pH 6timo:
i. Preparar as seguintes solugdes tampodes (100 mL) nos
respectivos valores de pH:
» Tampdo fosfato 50 mM: pH 6,0 ¢ 7,0.
» Tampdo Tris-HC1 50 mM: pH 8,0 ¢ 9,0.
» Tampdo glicina-NaOH 100 mM: pH 10,0, 11,0
e 12,0.
ii. Neste caso, de determinar o pH 6timo, pode-se preparar
a solucdo de caseina a 0,5% (m/v) nos proprios
tampdes. Preparar 50 mL de solugdo nos tampdes e
corrigir o pH depois de adicionar a caseina (lembrar de
aquecer a solu¢do de caseina para que haja solubilizacao
da mesma). Seguir o protocolo para a determinagdo da
atividade enzimatica.
iii. Os outros 50 mL dos tampdes serdo utilizados na etapa

seguinte.
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b. Estabilidade em diferentes valores de pH:
i. Adicionar uma quantidade da amostra de enzima em um
volume dos tampoes acima citados.

» Se a enzima estiver purificada, tomar uma
massa e ressuspendé-la em quatro volumes do
tampao (considerar que serdo necessarios, pelo
menos, 250 uL para a analise de atividade
enzimatica). Incubar, a 4°C, por 24 horas.
Retirar 250 ulL e proceder a determinagdo da
atividade enzimatica, segundo o protocolo
(utilizar caseina em tampao Tris-HCl pH 9,0,
ou no pH de melhor atividade obtido no item
1.a). Considerar possiveis diluigdes (multiplicar
o valor da atividade pela dilui¢do).

» No caso do extrato enzimatico (obtido depois
da centrifugagdo), pode-se proceder da seguinte
forma: em um tubo eppendorf, adicionar 500 uL.
do extrato enzimatico e 1.500 uL do tampdo (a
amostra foi diluida 4 vezes). Homogeneizar
suavemente. Incubar, a 4°C, por 24 horas.
Retirar 250 uL. e proceder a determinagdo da
atividade enzimatica segundo o protocolo
(utilizar caseina em tampao Tris-HCI pH 9,0,
ou no pH de melhor atividade obtido no item
1.a). Considerar que a amostra foi diluida 4
vezes (multiplicar o valor da atividade por
quatro).

2. Efeito da temperatura na atividade e estabilidade da enzima.
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a. Determinagdo da temperatura 6tima:

1.

Proceder a andlise da atividade enzimatica (utilizar
caseina em tampdo Tris-HCl pH 9,0, ou no pH de
melhor atividade obtido no item 1.a.) variando a
temperatura de incubagdo. Neste caso, testar as
temperaturas (em °C) de 30, 40, 50, 60 ¢ 70. Realizar o
experimento em duplicata. Ambientar solugdo de
caseina e enzima nestas temperaturas antes de coloca-

las em contato.

b. Estabilidade em diferentes valores de temperatura:

.

il.

Pré-incubar a amostra enzimatica (purificada ou nao)
nas temperaturas (em °C) de 30, 50 e 70, durante 120
minutos (sem o substrato). O volume pré-incubado
devera ser suficiente para que sejam recolhidas trés
aliquotas (triplicata) a cada 30 minutos, para a avaliagdo
da atividade enzimatica relativa [ou seja: 3 x 250 uL x 4
tempos (30, 60, 90 ¢ 120 minutos) = 3,0 mL. Incubar 5
mL a cada temperatura, portanto, serdo necessarios 15
mL da amostra]. Para esta analise, considerar o valor de
atividade, a 30°C (item 2.a.i.), como 100% de atividade.
Fazer a correspondéncia do valor encontrado com o
valor de 100%.

A determinagdo da atividade serd a 37°C., pH 9,0
(utilizar caseina em tampao Tris-HCI pH 9,0, ou no pH

de melhor atividade obtido no item 1.a.)

BRANCO: colocar, nesta ordem: 500 uL de TCA + 250 uL de enzima.
Agitar. Adicionar 500 uL de caseina. Agitar. Centrifugar.
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