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Resumo

Resumo

A industria cervejeira produz varios residuos e subprodutos em grandes
gquantidades. Os dois principais subprodutos sdo a dreche e o excedente de levedura,
que sdo potenciais fontes de produtos de valor acrescentado. Contudo, as principais
aplicacdes destes subprodutos resumem-se a alimentacdo animal. Deste modo, o
desenvolvimento de técnicas que permitam a sua valorizacdo é de grande interesse, por
razbes econdémicas e ambientais.

O trabalho experimental descrito nesta dissertagdo teve como principal objectivo
fornecer uma base cientifica para a valorizacdo dos subprodutos da industria cervejeira,
produzidos em maior quantidade, em particular, a utilizacdo da frac¢do proteica da
dreche e das peptidases do excedente de levedura da cerveja, para a obtencdo de
hidrolisados.

O concentrado de proteinas da dreche, obtido por extraccdo alcalina e
subsequente precipitacdo &cida, foi utilizado como substrato para as peptidases da
levedura da cerveja presentes nos extractos enzimaticos, obtidos por disrup¢cdo mecéanica
das células de levedura.

As condi¢Bes que afectam a hidrolise enzimética das proteinas da dreche, pelas
peptidases da levedura da cerveja foram estudadas, incluindo a concentracdo de enzima
e de substrato, o pH, a temperatura e o tempo. O pH Optimo de hidrélise foi 6 e a
temperatura éptima foi 50°C.

A potencial presenca de inibidores enddégenos das peptidases da levedura da
cerveja foi detectada. As peptidases da levedura da cerveja, que possivelmente estdo
envolvidas na hidrolise das proteinas da dreche sdo peptidases de serina e
metalopeptidases.

A hidrélise das proteinas da dreche com peptidases comerciais (Alcalase® e
Protamex®) e com as peptidases da levedura da cerveja foi comparada e os hidrolisados
obtidos foram separados por RP-HPLC/UV, que revelou a presenca de péptidos com
tempos de retencdo similares, o que aponta para péptidos com peso molecular e

polaridade semelhantes.
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Abstract

Abstract

The beer industry produces various residues and by-products in large quantities.
The two main by-products of brewing are spent grains and yeast surplus, which are a
source of several value-added products. However, the main applications of these products
are limited to animal feed. Consequently, the development of techniques that enable their
valorisation are of great interest for economic and environmental reasons.

The experimental work described in this thesis aimed to provide a scientific basis
for the valorisation of major brewing industry by-products, in particular, the use of the
protein fraction of spent grains and brewer’s yeast peptidases to obtain hydrolysates.

The spent grain protein concentrates, obtained by alkaline extraction and
subsequent acid precipitation, was used as the substrate for brewer's yeast peptidases
present in extracts obtained by mechanical disruption of brewer’s yeast cells.

Conditions that affect the enzymatic hydrolysis of spent grain proteins by brewer’s
yeast peptidases were studied, including substrate and enzyme concentration, pH,
temperature and time. The optimum pH of hydrolysis was 6 and the optimal temperature
was 50 °C.

The potential presence of endogenous inhibitors of brewer’s yeast peptidases was
detected. Brewer’'s yeast peptidases possibly involved in the hydrolysis of spent grain
proteins are serine peptidases and metallopeptidases.

Hydrolysis of proteins from spent grains with commercial peptidases (Alcalase®
and Protamex®) and brewer’s yeast peptidases was compared. The hydrolysates were
separated by RP-HPLC/UV. Results showed the presence of peptides with identical

retention times that indicate peptides with similar molecular weight and polarity.
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Introdugéo

Introducao

A valorizacao de subprodutos é um conceito inovador no dominio da gestdo dos
residuos contribuindo para um desenvolvimento sustentavel. A industria cervejeira produz
anualmente varios subprodutos, sendo a dreche e 0 excedente de levedura os
subprodutos produzidos em maior quantidade (Mussatto, 2009). As suas principais
aplicacdes séo limitadas a alimentacé@o animal e muitas vezes o aterro € um dos destinos
destes subprodutos. No entanto, varias aplicacdes agro-industriais tém sido estudadas,
em particular na alimentacdo humana e a utilizacdo a nivel biotecnolégico (Ferreira et al.,
2010; Mussatto, 2009; Mussatto et al., 2006).

A dreche é um subproduto rico em proteinas, mas a sua reduzida solubilidade
constitui uma das principais limitagbes para a utilizagdo a nivel alimentar. A potencial
aplicagéo das proteinas insollveis da dreche requer a utilizagdo de métodos de extracc¢ao
dessas proteinas, que pode ser realizada por métodos quimicos, fisicos e bioquimicos,
ou pela combinacao de varios métodos (Celus et al., 2007; Treimo et al., 2008).

A levedura da cerveja, que é recolhida no final da fermentacdo como excedente
de levedura, contém varias peptidases intracelulares dos principais tipos cataliticos
(serina, cisteina, metalo e acido aspartico), que podem ser isoladas e purificadas
(Ferreira et al., 2010).

As peptidases tém inimeras funcdes fisiolégicas importantes e sdo um dos grupos
de enzimas com mais interesse a nivel industrial. As peptidases tém inimeras aplicacbes
na industria alimentar, de detergentes, téxtil, bem como a nivel médico e biotecnolégico
(Rawlings e Barrett, 2010; Whitaker, 2003).

As leveduras sao um dos organismos mais importantes nas industrias de
fermentacdo, por exemplo na industria cervejeira, e poderiam ser utilizadas como uma
boa fonte de peptidases (Roy et al., 2000). Contudo, a maioria dos estudos sobre as

peptidases de leveduras estdo relacionados com procedimentos de extraccdo e
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purificacdo, bem como, conhecer as suas func¢fes fisiolégicas a nivel celular, mas os
estudos sobre possiveis aplicacdes das peptidases de leveduras sao raros.

As peptidases de leveduras sdo essencialmente de natureza intracelular, o que
justifica ndo terem ganho interesse comercial significativo (Kamini et al., 1999). A
obtencdo de peptidases intracelulares requer a utilizacdo de métodos de extraccao
eficientes (Shynkaryk et al., 2009). Varios métodos mecanicos e ndo mecéanicos tém sido
utilizados para a disrupcéo celular e obtencéo das peptidases intracelulares de leveduras.

A hidrolise enzimatica de proteinas, pela ac¢cédo de peptidases para a obtencdo de
péptidos e aminoacidos é muito importante na industria alimentar, bem como, a nivel
biotecnolégico devido as suas propriedades funcionais e nutricionais (Kunst, 2003;
Pericin et al., 2009).

A hidrélise enziméatica das proteinas da dreche com peptidases comerciais tem
sido referida na literatura (Celus et al., 2007; Treimo et al., 2008). Celus e colaboradores
estudam as propriedades tecno-funcionais dos hidrolisados obtidos (Celus et al., 2007).

Roy e colaboradores (Roy et al., 2000) estudaram a obtencdo de hidrolisados a
partir das proteinas do leite com peptidases presentes em extractos enzimaticos de
levedura Saccharomyces cerevisiae. Neklyudov e colaboradores (Neklyudov et al., 1996;
Neklyudov et al., 1998) utilizaram a levedura da cerveja, em particular a levedura
Saccharomyces carlsbergensis como fonte de peptidases para obtencdo de hidrolisados
a partir de proteinas de sangue animal. Contudo, a hidrélise das proteinas da dreche com
peptidases da levedura da cerveja, aparentemente, ainda nao foi descrita na literatura.

O trabalho experimental descrito nesta dissertacdo teve como principal objectivo
fornecer uma base cientifica para a valorizacdo dos subprodutos da indUstria cervejeira
produzidos em maior quantidade, em particular a utilizagdo da fracgéo proteica da dreche
e das peptidases da levedura da cerveja para a obtencdo de hidrolisados, como se
apresenta esquematizado na Figura 1.

O trabalho experimental foi dividido em quatro etapas principais. A primeira etapa
correspondeu a extrac¢cdo das proteinas da dreche e obtencdo do concentrado de
proteinas da dreche (CPD).

Na segunda etapa, 0 extracto enzimatico, que contém as peptidases da levedura
da cerveja, foi obtido por disrupcdo mecanica das células de levedura excedente da
cerveja.

Na terceira etapa, foi realizada a hidrélise enzimatica das proteinas da dreche,
com as peptidases da levedura da cerveja. As condicdes de hidrélise, incluindo a
concentracdo de enzima e substrato, o pH, a temperatura e o tempo, que afectam a

hidrélise enzimética foram estudadas. A potencial presenca de inibidores enddgenos das
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peptidases da levedura da cerveja, em particular das peptidases vacuolares que possam
estar presentes nos extractos enzimaticos. Também foi alvo de estudo, o tipo catalitico
das peptidases da levedura envolvidas na hidrélise das proteinas da dreche.

Na gquarta e Ultima etapa, foi realizada a hidrélise das proteinas da dreche com
peptidases comerciais (Alcalase® e Protamex®). Os resultados foram comparados com a
hidrélise das proteinas da dreche com as peptidases da levedura da cerveja.
Posteriormente, os hidrolisados obtidos foram separados por RP-HPLC/UV para avaliar o

peso molecular e polaridade dos péptidos obtidos.

[ Cevada ’

[ Malte ’

Concentrado de

Dreche ——» | Proteinas da Dreche
(CPD)

[ Mosto ’ Hidrolisados

Excedente de Peptidases da

Levedura Levedura da Cerveja

[ Cerveja ’

Figura 1 — Visdo esquematica da obtencdo de hidrolisados das proteinas da dreche com as
peptidases da levedura da cerveja, para a valorizagao dos dois principais subprodutos da industria
cervejeira, a dreche e o excedente de levedura.
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1. SUBPRODUTOS DA INDUSTRIA CERVEJEIRA

A cerveja é a quinta bebida mais consumida no mundo, depois do cha, bebidas
gaseificadas, leite e café (Aliyu e Bala, 2011). Em 2008, foram produzidos 1,811x10°
hectolitros de cerveja em todo o mundo (Robertson et al., 2010) e em média por ano, séo
consumidos cerca 23 litros de cerveja por pessoa (Fillaudeau et al., 2006). A industria
cervejeira produz, inevitavelmente, quantidades relativamente grandes de subprodutos,
tais como a dreche, o excedente de levedura Saccharomyces e os residuos de lupulo
(Gupta et al., 2010; Mussatto, 2009). A utilizacdo destes subprodutos ainda € limitada,
sendo principalmente comercializados para utilizacdo na alimentacdo animal. No entanto,
estes subprodutos s&o recursos de elevado potencial para utilizacdo em processos
biotecnoldgicos, uma vez que sdo ricos em carbono, azoto e sais minerais (Mussatto,
2009).

Em termos ambientais, a utilizacdo de subprodutos industriais representa uma
solucdo para os problemas de poluicdo, portanto o desenvolvimento de novas técnicas
para aproveitamento e melhoramento de subprodutos agro-industriais € de grande
interesse (Mussatto, 2009; Mussatto et al., 2006).

1.1. FORMAGAO DE SUBPRODUTOS DURANTE O PROCESSO DE FABRICO DE CERVEJA

No processo de fabrico da cerveja, os principais ingredientes utilizados sdo o
malte, agua, levedura e lapulo (Lopez et al., 2010). Alguns cereais ndo maltados, tais

como o milho, o trigo, 0 arroz e a aveia, designados de adjuntos, podem ser utilizados no
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fabrico da cerveja, como fontes de hidratos de carbono mais econémicas do que o malte
(Priest e Stewart, 2006).

A primeira fase do processo de producédo de cerveja é a maltagem, onde o malte é
obtido a partir da cevada (Lopez et al., 2010). A maltagem engloba trés etapas, a
maceragdo, a germinacdo e a secagem. Durante a maceracdo, os grédos de cevada
limpos séo colocados em contacto com a agua, de forma a promover a sua hidratacéo,
iniciando-se o processo de germinacdo e a activacao dos processos metabdlicos. A
germinagdo promove a sintese e activagdo de enzimas, tais como, amilases, peptidases
e B-glucanases. E na etapa de germinacdo que os grdos de cevada passam a ser
designados por malte. A germinacdo termina com a etapa de secagem do malte, para
evitar a contaminagcdo com microrganismos e para produzir componentes do flavour
(Mussatto et al., 2006).

No final da maltagem inicia-se o processamento da cerveja propriamente dito, cuja
fase inicial corresponde ao fabrico do mosto. O malte € moido de forma a obter uma
farinha grosseira, que é misturada com agua e a temperatura aumenta lentamente de
37°C para 78°C para promover a hidrélise enzimética dos constituintes do malte. Durante
este processo, o amido do malte é convertido em acucares fermentaveis, sobretudo
maltose e maltotriose, em acUcares ndo fermentaveis (dextrinas) e as proteinas sao
degradadas, por peptidases, em polipéptidos e aminoacidos. Esta etapa de converséo
enzimatica é designada de brassagem, na qual é obtido um liquido doce, conhecido
como mosto (Gupta et al., 2010; Lopez et al., 2010; Mussatto, 2009).

Apbs a brassagem, é realizada uma etapa de filtracdo para separar a parte
insolavel (a fraccéo solida conhecida como dreche) do filtrado (mosto). O mosto contém
todos os compostos sollveis necessarios a fermentagdo (Lopez et al., 2010; Mussatto,
2009).

Apos a filtrago, 0 mosto € submetido & ebulicdo. E nesta etapa que ¢ adicionado
o lapulo. Durante este processo, as substancias do lipulo que conferem o sabor amargo
e o flavour caracteristicos da cerveja, sdo transferidas para o mosto (Mussatto, 2009;
Priest e Stewart, 2006). A ebulicdo tem também por objectivo a eliminacdo de
substancias volateis indesejaveis, a esterilizagdo do mosto, desnaturacdo das enzimas e
precipitacao de proteinas de peso molecular elevado (Priest e Stewart, 2006).

No final da ebulicdo, é necesséario realizar a separacdo do precipitado proteico e
dos componentes do lipulo ndo solubilizados (residuos de lipulo) do mosto quente. A
separacdo pode ser realizada por centrifugacao, filtracdo ou sedimentacdo. O mosto
guente € posteriormente arrefecido e arejado em condigfes estéreis (Priest e Stewart,
2006).
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Apés o arrefecimento do mosto, segue-se a etapa de fermentacao. Nesta etapa, a
levedura de cultura seleccionada para o tipo de cerveja que se pretende produzir, é
adicionada ao mosto arrefecido e saturado em oxigénio. Os acglcares do mosto, pela
accao da levedura sdo convertidos em etanol e diéxido de carbono (Mussatto, 2009;
Priest e Stewart, 2006). Durante a fermenta¢éo, a massa de células de levedura aumenta
cerca de 3 a 6 vezes. No final desta fase, a maioria das células sdo recolhidas como
levedura excedente, no topo ou no fundo do tanque de fermentacdo (de acordo com a
natureza da levedura utilizada) (Mussatto, 2009).

No final da fermentacdo, segue-se a fase de maturacdo, cujo objectivo é a
libertacdo de compostos volateis indesejaveis, de forma a melhorar o sabor e 0 aroma da
cerveja. Posteriormente segue-se a estabilizacdo coloidal, a clarificagdo, operacdo que
confere a cerveja a sua limpidez, eliminando os ultimos elementos de turvacao ainda em
suspensao (Priest e Stewart, 2006).

A etapa final do fabrico da cerveja é o enchimento. Antes ou depois do
enchimento € necessario realizar a estabilizacdo bioldgica da cerveja, realizada a frio por
filtracdo esterilizante ou a quente pela pasteurizagdo, cujo objectivo é a remocéo de
microrganismos presentes (Priest e Stewart, 2006).

Na Figura 2 encontra-se uma representacdo esquematica do processo de
producdo de cerveja e os pontos onde sdo produzidos os principais subprodutos da

indUstria cervejeira,
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Figura 2 — Representacédo esquematica do processo de producéo de cerveja e dos pontos onde
sdo produzidos os trés principais subprodutos da industria cervejeira (retirado de (Mussatto,
2009)).
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1.2. DRECHE

A dreche é o subproduto mais abundante resultante do fabrico da cerveja,
representando cerca de 85% do total de subprodutos produzidos. Estima-se que por cada
100 litros de cerveja fabricada, sejam produzidos cerca de 20 quilogramas de dreche
(Gupta et al., 2010; Mussatto, 2009), e s6 na Europa sao produzidos mais de 3 milhdes

de toneladas de dreche por ano (Faulds et al., 2009).

1.2.1. Composic¢ao quimica da dreche

A dreche, fraccdo solida que resulta da filtragdo do mosto durante o processo de
fabrico da cerveja (Ozvural et al., 2009; Stojceska e Ainsworth, 2008), contém cerca de
30% (p/p) do malte original (Robertson et al., 2010). Dependendo do tipo de cerveja
produzido, a dreche pode ser constituida apenas pelos residuos do malte de cevada, ou
também podem estar presentes residuos de outros cereais ndo maltados eventualmente
utilizados durante a brassagem, tais como o milho ou o arroz (Gupta et al.,, 2010;
Mussatto, 2009).

A composi¢do quimica da dreche varia de acordo com a variedade de cevada,
com a época de colheita, com as condicdes da maltagem e brassagem, e com a
gqualidade e o tipo de adjuntos utilizados (Gupta et al., 2010; Lopez et al., 2010; Mussatto,
2009; Robertson et al., 2010; Santos et al., 2003). De uma forma geral, a dreche é um
material lenhinoceluldsico, rico em proteinas e fibras (arabinoxilanas, lenhina e celulose),
que representam cerca de 20% e 70% da sua composicdo, respectivamente (Gupta et al.,
2010; Lopez et al., 2010). Algumas andlises da composicdo quimica da dreche
encontram-se na Tabela 1.

A celulose e a hemicelulose juntas, correspondem a cerca de 50% da composi¢céo
da dreche, revelando a presenca de grandes quantidades de acUcares, tais como a
xilose, glucose e a arabinose. A lenhina contém véarios componentes polifendlicos,
sobretudo acidos ferulico, p-coumarico, siringico, vanilico e p-hidroxibenzoico (Mussatto,
2009).

Os minerais, tais como, calcio, cobalto, cobre, ferro, magnésio, fésforo, potassio,

selénio, sodio e enxofre fazem parte da composicdo da dreche. Esta também possui
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vitaminas como a biotina, acido félico, niacina, &cido pantoténico, riboflavina e tiamina
(Gupta et al., 2010; Mussatto, 2009).

Tabela 1 — Composi¢éo quimica da dreche.

Componentes (Ba(m}rgor:]oer;e € (Carvalheiro et (Mussatto e (Faulds et al.,
(% peso seco) Cordoves, 1999) al., 2004) Roberto, 2005) 2008)
Celulose 17 21,9 16,8 nr*
Arabinoxilanas 39 29,6 28,4 18
Lenhina 4 21,7 27,8 20,1
Proteinas 24 24,6 15,2 17,6
Lipidos 6 nr nr 5,24
Cinzas nr 1,2 4,6 nr

*nr — nao referido

Os lipidos presentes na dreche incluem triacilglicerois, diacilglicerois, &acidos
gordos, esterdis, entre outros. Os aminoacidos leucina, valina, alanina, serina, glicina,
acido glutamico e acido aspartico estdo presentes em maiores quantidades, enquanto os
aminodcidos tirosina, prolina, treonina, arginina e lisina aparecem em menores
quantidades. Também estdo presentes os aminoacidos cisteina, histidina, isoleucina,

metionina, fenilalanina e triptofano (Mussatto, 2009).

1.2.2. Potenciais aplica¢cfes da dreche

A dreche, subproduto da indastria cervejeira produzido em maior quantidade,
apresenta elevado valor nutricional, uma vez que é rica em proteinas e fibras. No entanto,
tem sido utilizada principalmente na alimentacdo animal (Celus et al., 2009; Lopez et al.,
2010; Ozvural et al., 2009). Devido ao seu elevado teor de humidade (75-80%), a sua
natureza organica e ao elevado conteddo em agucares fermentéveis, a dreche é um
material que se degrada rapidamente a temperatura ambiente (El-Shafey et al., 2004;
Robertson et al., 2010). A exposicdo prolongada ao ar favorece a proliferacdo de
microrganismos, causando a perda de nutrientes e a formacdo de produtos téxicos. A

deterioracdo da dreche ocorre apés um periodo médio de cerca de 7 a 10 dias, e em
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condi¢cbes de temperatura mais elevada (30-40°C) e humidade, a sua deterioracdo pode
ocorrer em menos de uma semana (El-Shafey et al., 2004).

A tendéncia para a proliferacdo de microrganismos na dreche, levanta problemas
para a sua utilizagdo como material a nivel alimentar. Assim, tém sido propostos varios
métodos para estabilizar e armazenar a dreche. A preservacdo quimica, pela utilizacao
de acidos, tais como o lactico, formico, acético ou benzdbico pode ser utilizada para a
preservagdo da qualidade e do valor nutricional de dreche. A secagem, liofilizagéo,
congelacdo também tém sido propostas para a preservacdo da dreche (Aliyu e Bala,
2011; El-Shafey et al., 2004; Mussatto et al., 2006; Robertson et al., 2010). No entanto,
0s métodos que tém sido propostos apresentam vantagens e desvantagens, e nenhum
deles consegue conciliar trés caracteristicas essenciais: 1) ser economicamente viavel, 2)
permitir um produto estavel biologicamente e que preserve as qualidades nutricionais e 3)
permitir o processamento de grandes quantidades de dreche e de uma forma eficaz
(Lopez et al., 2010).

Apesar de a dreche ser um produto de dificil conservagdo a temperatura
ambiente, ela apresenta um elevado valor nutricional, o que valoriza a sua utilizagédo
como matéria matéria-prima para diversas aplicacdo agro-industriais e a nivel
biotecnolégico (Mussatto, 2009; Mussatto et al.,, 2006). Na Tabela 2 encontram-se
descritas as principais aplicacdes da dreche como matéria-prima.

Em contraste com a utilizacdo da dreche como um produto “tal qual”’, podem ser
valorizados os componentes individuais da dreche, em particular as fibras e as proteinas
(Celus, 2008). Os componentes individuais da dreche podem ser extraidos
selectivamente, com recurso a métodos mecéanicos e/ou (bio)quimicos, podendo
representar produtos de valor comercial, com diferentes aplicacées a nivel alimentar (Jay
et al., 2008).

O écido ferulico e o &cido coumarico sdo os acidos fendlicos presentes em maior
quantidade na dreche e com inUmeras potenciais aplicagcdes na indastria alimentar,
apresentando entre outras propriedades, propriedades antioxidantes (Aliyu e Bala, 2011;
Mussatto et al., 2006). As proteinas da dreche ou os hidrolisados de proteinas da dreche
podem ser usados como agentes emulsionantes ou para enriquecer o valor nutricional
dos alimentos, bem como fonte de aminoacidos nos meios de fermentacao (Forssell et
al., 2008). As proteinas da dreche sdo abordadas na seccédo 1.2.3 e a importancia dos

hidrolisados € abordada na seccéo 2.

11



Revisao Bibliografica

Tabela 2 — Principais aplicacdes da dreche como matéria-prima (Aliyu e Bala, 2011; Gupta et al.,
2010; Mussatto, 2009; Mussatto et al., 2006).

Areade

. ~ Descricao
aplicacdo

Excelente para utilizacdo na alimentacdo de ruminantes, uma vez que é
fonte de azoto, como a ureia, fibra e aminoacidos essenciais. Promove o
aumento da producéo de leite, sem afectar a fertilidade dos animais. A sua
utilizacdo também tem sido estudada para outros animais, tais como, suinos,
peixes e aves.

Alimentacéo
animal

Devido ao baixo custo e ao elevado valor nutricional, a dreche tem sido
utilizada como suplemento em farinhas para o fabrico de pé&o, bolachas,
biscoitos, bolos, snacks e wafles. No entanto, a sua incorporacdo em
farinhas pode dar origem a produtos com cor e flavour desagradaveis, sendo
incorporadas em pequenas quantidades.

Alimentacéo
humana

A combustéo directa ou a fermentacdo anaerdbia da dreche produz biogés
Producéo de | (uma mistura de 60-70% de metano, dioxido de carbono e pequenas

Energia guantidades de hidrogénio, azoto e monéxido de carbono). A producéo de
bioetanol a partir da dreche também tem sido investigada.

A dreche é seca, prensada e carbonizada numa atmosfera com baixa
Producéo de | percentagem de oxigénio. Contudo, os briquetes de dreche apresentam

carvao caracteristicas de queima inferiores as de outros tipos de briquetes, uma vez
gue requerem uma temperatura de ignicdo maior.

Devido ao baixo contelldo em cinzas e o elevado contelldo de materiais
fibrosos, a dreche é adequada para o fabrico deste tipo de materiais de

Fabrico de ~ ; : .
tijolos construcdo. Permite aumentar a porosidade dos tijolos e melhorar a secura,
ndo compromete a sua qualidade e nao requer alteracdes nas linhas de
producéo.
Fabrico de Devido a natureza fibrosa da dreche, tem sido estudada a sua utilizacdo no
papel fabrico de papel para toalhas e cartdes.
Devido ao baixo custo e a elevada disponibilidade de dreche, esta tem sido
Adsorvente testada como adsorvente de varios tipos de compostos, tais como metais

pesados como o cadmio, cromio e chumbo, bem como corantes utilizados da
industria téxtil.

A dreche pode ser utilizada como substrato para o crescimento de
microrganismos e para a producao de enzimas. Também pode ser reutilizada
no processo de fabrico da cerveja, para reduzir a espuma durante o
processo fermentativo.

Biotecnologia
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1.2.3. Proteinas da dreche

A dreche € um subproduto rico em proteinas (aproximadamente 20%) e cerca de
30 % do material que constitui 0 malte original esta presente na dreche (Robertson et al.,
2010). Contudo existe pouca informacdo sobre as proteinas do malte original que estédo
presentes na dreche (Celus et al., 2006). De acordo com Celus e colaboradores (Celus et
al., 2006), a dreche contém o mesmo tipo de proteinas que o material de partida (cevada
e malte). Cerca de 65% das proteinas do malte estdo presentes na dreche e os restantes
35% estao presentes no mosto.

As proteinas da cevada podem ser classificadas em quatro grupos, com base na
solubilidade: albuminas (soliveis em &gua), globulinas (soliveis em sais diluidos),
prolaminas (sollveis em misturas alcool-agua) e glutelinas (sollveis em meio alcalino)
(Steiner et al., 2011).

As albuminas e as globulinas sdo as principais proteinas metabdlicas dos graos
de cereais. As albuminas correspondem a cerca de 11% das proteinas da cevada e as
globulinas correspondem a cerca de 15%. As glutelinas correspondem a cerca de 30%
das proteinas da cevada e correspondem a fraccao proteica menos estudada, devido ao
facto de necessitarem de condicdes de extraccdo extremas (com uso de solventes muito
agressivos), o que dificulta o seu estudo por electroforese. As prolaminas, que na cevada
designam-se por hordeinas, correspondem a cerca de 37% das proteinas totais
presentes na cevada (Steiner et al., 2011). As hordeinas podem ser divididas em quatro
fraccoes diferentes (A, B, C e D), em funcdo do tamanho e da composicdo em
aminodcidos. As hordeinas B sdo a fraccdo de hordeinas mais abundante na cevada
(cerca de 80% do total de hordeinas) e séao ricas em enxofre. As hordeinas B
representam cerca de 10-12% da fraccdo total de hordeinas. As hordeinas A e C séo
minoritarias (representam cerca de 5%) do total de hordeinas) (Celus et al., 2006;
Salplachta e Bobalova, 2009; Steiner et al., 2011).

Durante a maltagem, uma parte das proteinas da cevada sdo degradadas em
aminodcidos e pequenos péptidos por accdo de varias peptidases que estdo presentes
na cevada (Celus et al., 2006). Algumas dessas peptidases sao as responsaveis pelo
aparecimento de proteinas sollveis e aminoacidos durante a brassagem. As albuminas e
as globulinas sao relativamente resistentes a protedlise, enquanto as hordeinas sao
bastante degradadas durante a maltagem, deste modo, o malte contém menos de
metade das hordeinas presentes inicialmente na cevada (Celus et al.,, 2006; Jones,

2005). Das proteinas presentes na dreche, as hordeinas sdo as proteinas em maior
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guantidade, sendo as principais responséaveis pela composi¢ao rica em glutamina e acido
glutdmico da dreche (Robertson et al., 2010).

Durante a brassagem, ocorre desnaturacdo e reorganizacdo das proteinas,
formando-se agregados de proteinas compostos por hordeinas do tipo B e do tipo D e
glutelinas. A formacéo de agregados de proteinas e a sua reduzida solubilidade estédo
associados a oxidagdo de grupos tiol das proteinas e consequente formacao de ligacbes
dissulfeto. Os agregados de proteinas podem ainda estar associados com material
celulésico, o que dificulta a acessibilidade de enzimas hidroliticas e limita a exploracéo
em aplicacdes como a producdo de bioenergia (Celus et al., 2006; Faulds et al., 2009;
Robertson et al., 2010).

1.2.3.1.Extraccéo das proteinas da dreche

A extracgdo das proteinas da dreche pode ser realizada com recurso a diferentes
tratamentos, incluindo quimicos, fisicos, mecéanicos e bioquimicos (Jay et al., 2008;
Treimo et al., 2008).

As proteinas da dreche podem ser solubilizadas por extrac¢do alcalina, seguida
de precipitagdo por adicdo de sulfato de amonio ou por acidificagdo a pH 4 com acido
cloridrico ou &cido citrico (Celus et al., 2007; Tang et al., 2009). A precipitagdo também
pode ser realizada com etanol (Celus, 2008). As proteinas da dreche s@o pouco solluveis
em agua devido a formacéao de ligacdes dissulfeto (Celus et al., 2006; Faulds et al., 2009;
Robertson et al., 2010). A utilizagdo de solugbes alcalinas promove quebra das ligacdes
dissulfeto e um aumento da carga a superficie das proteinas, conduzindo a aumento da
solubilidade (Shen et al., 2008).

As proteinas da dreche também podem ser extraidas com solugcbes de Na,HPO, e
precipitacdo com etanol. A extraccao é feita a temperaturas elevadas de 90°C, durante 95
minutos, conduzindo a rendimentos de extraccéo de cerca de 60% (Diptee et al., 1989).
No entanto, este procedimento apresenta algumas limitagbes, uma vez que a utilizacdo
de temperaturas muito elevadas conduz a uma excessiva desnaturagcdo e alguns sais
podem permanecer na solucdo, uma vez que podem nao ser eficientemente removidos
por didlise (Tang et al., 2009).

A utilizacdo de detergentes como SDS para a solubilizagdo das proteinas da
dreche, permite uma solubilizacdo de mais de 80% do azoto total presente na dreche
(Celus et al., 2006).
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O isolamento das proteinas da dreche também pode ser feito com recurso a
membranas, utilizando a técnica de ultrafiltracdo. Esta técnica tem a vantagem de ser de
baixo custo energético e de ndo ser necessario utilizar temperaturas elevadas, nao
comprometendo a qualidade das proteinas. Mais de 92% das proteinas podem ser
retidas por membranas de ultrafiltracdo de 5 e 30 MWCO, sendo que a membrana de 5
consegue reter maior quantidade de proteinas do que a de 30. O principal problema da
ultrafiltracdo é a possibilidade de ocorrer o fendmeno designado por polarizacdo da
concentracdo, que pode reduzir o fluxo do permeado muito abaixo da capacidade tedrica
e conduzir a alterac8es na selectividade das membranas (Tang et al., 2009).

Tang e colaboradores utilizaram a técnica de ultrassons para extrair as proteinas
da dreche, cujas vantagens incluem o facto de poder ser utilizada a temperatura
ambiente e apresentar elevada eficiéncia. No entanto, a aplicacdo desta técnica a larga
escala para obtencdo das proteinas da dreche ainda necessita de ser testada. (Tang et
al., 2010).

A solubilizagdo de proteinas da dreche com peptidases comerciais foi estudada
por Treimo e colaboradores. Cerca de 77% das proteinas totais presentes na dreche
foram solubilizadas com a Alcalase® (Treimo et al., 2008). A hidrélise enzimatica
possibilita a obtencdo das proteinas de forma suave, ndo havendo destruicdo dos
aminodcidos. As enzimas sao especificas, 0 que permite um processo mais controlado de
obtencdo das proteinas da dreche (Celus et al., 2007). Celus e colaboradores
descreveram a hidrélise enzimética das proteinas da dreche obtidas apds extraccao
alcalina e subsequente precipitacdo acida (Celus et al., 2007). A hidrélise enzimatica de

proteinas é abordada na secc¢éo 2.
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1.3. EXCEDENTE DE LEVEDURA SACCHAROMYCES

O excedente de levedura é outro dos principais subprodutos resultantes do
processo de fabrico da cerveja. As aplicacfes deste subproduto tém sido investigadas,
uma vez que é produzido em grandes quantidades e apresenta valor energético e
nutricional (Mussatto, 2009; Paucen et al., 2010).

As leveduras sdo utilizadas na indastria cervejeira durante 0 processo
fermentativo. Estas tém um impacto significativo na qualidade da cerveja, uma vez que
do processo de fermentacdo ndo resulta apenas etanol e diéxido de carbono, pois outros
compostos, tais como, acidos organicos, esteres, aldeidos e cetonas séo produzidos, o0s
quais desempenham um papel fundamental no perfil sensorial da cerveja (Pinho et al.,
2006). As leveduras utilizadas na industria cervejeira pertencem ao género
Saccharomyces e sdo convencionalmente divididas em duas classes principais:
leveduras de fermentacédo alta e leveduras de fermentacéo baixa. As cervejas podem ser
também dividias em dois tipos, em funcéo do tipo de levedura utilizada, em Ale e Lager.
As cervejas do tipo Ale sdo produzidas com leveduras de fermentacdo alta
(Saccharomyces cerevisiae) e 0 processo de producdo ocorre a temperaturas de 16-
25°C. As cervejas do tipo Lager sdo produzidas com leveduras de fermentacdo baixa
(Saccharomyces pastorianus ou Saccharomyces carlsbergensis), a temperaturas de 8-
15°C, sendo conhecidas por leveduras de fermentagéo baixa por flocularem no fundo do
tanque de fermentagéo (Ferreira et al., 2010).

A levedura é geralmente reutilizada cerca de 4 a 6 vezes na etapa de
fermentacdo. Contudo, o excedente de levedura € o segundo subproduto produzido em
maior quantidade (Ferreira et al., 2010). Apés a fermentacdo, a maioria da levedura €
recolhida como excedente de levedura (Priest e Stewart, 2006). Tipicamente, a
quantidade total de excedente de levedura produzida na fermentagdo Lager é

aproximadamente 1,7 kg/m® — 2,3 kg/m? do produto final (Ferreira et al., 2010).

1.3.1. Composic¢ao quimica do excedente de levedura Saccharomyces

O excedente de levedura Saccharomyces é rico em proteinas e hidratos de
carbono. Na Tabela 3 encontra-se a composi¢édo quimica do excedente de levedura. As

proteinas presentes neste subproduto contém inllmeros aminoacidos, tais como, arginina,
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cisteina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina,
triptofano e tirosina (Mussatto, 2009).

A biomassa de levedura é uma excelente fonte de vitaminas, tais como biotina,
niacina, tiamina, vitamina B6, riboflavina entre outras (Mussatto, 2009).

O conteldo total de minerais presentes no excedente de levedura é de cerca de
5-10% do peso seco celular. A fraccdo mineral inclui varios elementos, sendo o potassio

e fosforo os que estao presentes em maior quantidade (Mussatto, 2009).

Tabela 3 — Composicdo quimica do excedente de levedura Saccharomyces.

Componentes

(% peso seco) (Priest e Stewart, 2006) (Lamoolphak et al., 2006)

Proteinas 45 48
Lipidos nr* 1
Cinzas <8 8
Hidratos de carbono nr 36

*nr — nao referido

1.3.2. Potenciais aplicacdes do excedente de levedura Saccharomyces

O excedente de levedura Saccharomyces, segundo subproduto em maior
guantidade que resulta do fabrico de cerveja, é geralmente vendido para alimentacéo
animal, apés inactivacdo pelo calor, mas grande parte deste subproduto é considerado
como residuo organico industrial (Lamoolphak et al., 2006). Este subproduto apresenta
maior quantidade de proteinas, vitaminas e aminoacidos, quando comparado com a
dreche (Mussatto, 2009). Devido as suas caracteristicas nutricionais, o excedente de
levedura tem sido actualmente utilizada como suplemento nutricional. Contudo, a sua
utilizagdo na alimentacdo humana € limitada, uma vez que a biomassa de levedura
apresenta elevada quantidade acidos nucleicos, principalmente RNA, que em humanos é
metabolizado a &cido Urico, o que pode originar a gota (Ferreira et al., 2010; Mussatto,
2009; Priest e Stewart, 2006). As principais aplicagbes do excedente de levedura
encontram-se na Tabela 4.

As células de levedura da cerveja contém inuUmeros compostos de interesse

industrial que podem ser extraidos e isolados, tais como, proteinas, vitaminas,
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aminoacidos, DNA, RNA e varias enzimas, em particular peptidases. A produgéo

industrial destas enzimas € um campo a explorar (Ferreira et al., 2010; Mussatto, 2009).

Tabela 4 — Principais aplicacdes do excedente de levedura Saccharomyces (Chae et al., 2001;
Ferreira et al., 2010; Mussatto, 2009; Priest e Stewart, 2006).

Area de

. ~ Descricao
aplicacdo

Excelente para utilizagcao na alimentagéo de ruminantes, suinos e aves (apos
inactivacdo) devido ao seu elevado valor nutricional, sendo fonte de
Alimentacéo proteinas e vitaminas e uma vez que constitui uma excelente fonte de azoto

animal de baixo custo. Também tem sido estudada a sua utilizacdo na alimentacéo
de animais de estimacdo, por exemplo cdes, como fonte de aminoacidos
essenciais e na alimentacao de peixes de aquacultura.

Tem sido usado como fonte de antioxidantes naturais em alimentos com
elevado conteddo em gorduras animais, bem como no fabrico de pées, bolos
e certos produtos carneos para aumentar a retencdo de humidade e
Alimentacéo prolongar a frescura. Também pode ser utilizado em alimentos para criancas

humana (até 3%) devido as suas propriedades nutricionais e na alimentacéo
vegetariana como fonte de aminoacidos essenciais e vitaminas. Pode ainda
ser utilizado como fonte de intensificadores de sabor em diversos alimentos
tais como carnes, queijos e sopas.

A biomassa de levedura pode ser usada como adsorvente de iGes metalicos
Adsorvente (chumbo, zinco, cobre e niquel), sendo utilizada na remo¢cédo de metais de
aguas residuais.

O excedente de levedura pode ser usado como substrato para o crescimento
Biotecnologia | de microrganismos e para a produgdo de enzimas. Algumas frac¢des do
excedente de levedura apresentam actividade antitumoral.

1.3.3. Peptidases da levedura da cerveja

A levedura da cerveja, que é recolhida no final da fermentacdo como excedente de
levedura, contém varias peptidases intracelulares que podem ser isoladas e purificadas.
As leveduras utilizadas na indUstria cervejeira pertencem ao género Saccharomyces.
Nesta seccédo, sdo abordadas as peptidases da levedura Saccharomyces cerevisiae, uma

vez que sao as peptidases de leveduras mais estudadas.
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1.3.3.1.Peptidases — Aspectos gerais

As peptidases sdo enzimas que catalisam a hidrolise de ligacGes peptidicas e
estdo presentes em todos os organismos vivos, desempenhando diversas fungdes a nivel
fisiologico (Rawlings e Barrett, 2010; Whitaker, 2003). A clivagem enzimatica de ligacdes
peptidicas em proteinas ou péptidos € designada de hidrélise enzimatica, sendo também
frequentemente chamada de protedlise (Whitaker, 2003).

As peptidases tém inumeras aplicacbes a nivel industrial, principalmente na
industria alimentar, detergentes, na indastria téxtil, a nivel médico e biotecnolégico. A
nivel industrial as peptidases representam cerca de 60% do mercado total de enzimas
(Charles et al., 2008; Whitaker, 2003).

As peptidases sdo normalmente classificadas com base em trés critérios
principais: (1) tipo de reacc¢éo catalisada, (2) tipo catalitico e (3) estrutura molecular e
homologia (Rawlings e Barrett, 2010).

Actualmente, sdo conhecidos seis tipos cataliticos de peptidases: as peptidases
de cisteina, serina, treonina, &cido aspartico, acido glutamico e metalopeptidases. O tipo
catalitico de uma peptidase diz respeito aos grupos quimicos presentes no local activo e
que sdo responsaveis pela catalise da hidrolise de ligacdes peptidicas. Assim, as
peptidases de serina possuem um residuo aminoacido de serina no local activo, que
actua como nucleéfilo, nas peptidases de cisteina o nucle6filo € um residuo aminoéacido
de cisteina e nas peptidases de treonina o nucledfilo € um residuo de treonina N-terminal.
Nas peptidases de acido aspartico, acido glutdmico e metalopeptidases, o ataque
nucledfilo € mediado por uma molécula de agua, activada por dois residuos de acido
aspartico, um residuo de &cido glutdmico e por um ido metdlico, respectivamente
(Rawlings e Barrett, 2010).

Existem dois sistemas principais de classificacdo das peptidases: o sistema EC do
NC-IUBMB e o sistema MEROPS. O sistema EC do NC-IUBMB classifica as peptidases
com base no tipo de reacc¢do catalisada, mas também tem em conta o critério adicional,
tipo catalitico. De acordo com sistema EC do NC-IUBMB, as peptidases estdo incluidas
na subclasse 3.4, estando distribuidas por 14 sub-subclasses e podem ser classificadas
em dois grandes grupos, dependendo do seu local de ac¢do no substrato: exopeptidases
e endopeptidases. As exopepdidases actuam apenas nas regifes terminais das cadeias
polipeptidicas, isto €, nos N-terminais e nos C-terminais. As exopeptidases sao
classificadas com base na reaccéo catalisada em:

e Aminopeptidases (EC 3.4.11) - Hidrdlise de um Unico aminoacido a partir da

regido N-terminal da cadeia peptidica;
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« Dipeptidases (EC 3.4.13) - Hidrélise de dipéptidos em amino&cidos;

« Dipeptidil peptidases e tripeptidil pepdidases (EC 3.4.14) - Hidrolise de um
dipéptido ou tripéptido a partir da regido N-terminal da cadeia peptidica;

« Peptidil dipeptidases (EC 3.4.15) - Hidrolise de um dipéptido a partir da regiéo
C-terminal da cadeia peptidica;

o Carboxipeptidases (EC 3.4.16-18) - Hidrolise de um Unico aminoacido a partir
da regido C-terminal;

« Omega peptidases (EC 3.4.19) - Remocgdo de residuos terminais que s&o

substituidos, ciclizados ou ligados por ligacdes isopeptidicas.

As carboxipeptidases por sua vez podem ser divididas em trés grupos, de acordo
com o grupo catalitico presente no local activo em: carboxipeptidases de serina (EC
3.4.16), metalocarboxipeptidases (EC 3.4.17) e carboxipeptidases de cisteina (EC 3.4.18)
(NC-IUBMB, 2010).

As endopeptidases hidrolisam ligacdes peptidicas no interior das cadeias
polipeptidicas e sao classificadas de acordo com o0 mecanismo catalitico em:
endopeptidases de serina (EC 3.4.21), endopeptidases de cisteina (EC 3.4.22),
endopeptidases de &cido aspartico (EC 3.4.23), metaloendopeptidases (EC 3.4.24) e
endopeptidases de treonina (EC 3.4.25). As endopeptidases cujo mecanismo catalitico
ainda é desconhecido séo incluidas na sub-suclasse EC 3.4.99 (NC-IUBMB, 2010).

O sistema de classificagdo MEROPS tem em conta o mecanismo catalitico, mas
também as relagBes evolutivas, a sequéncia de aminoacidos e as caracteristicas
estruturais essenciais. Neste novo sistema de classificacdo, as peptidases que
apresentam sequéncias de aminoacidos estatisticamente semelhantes sdo agrupadas em
familias. As familias que tiveram uma origem evolucionaria comum e apresentam
semelhancas nas estruturas tridimensionais sdo agrupadas em clds. Cada familia e cla
tem um identificador que mostra o tipo catalitico das peptidases do grupo: A (acido
aspartico), C (cisteina), M (metalo), S (serina), T (treonina), G (acido glutamico) e U (tipo
catalitico desconhecido). Os clas que incluem familias de mais do que um tipo catalitico
tém como identificador a letra P (Rawlings e Barrett, 2010). As peptidases de acido
glutdmico n&o séo reconhecidas pelo sistema EC, sendo apenas consideradas no
sistema MEROPS.

A especificidade das peptidases € normalmente dificil de definir, dependendo da
natureza dos varios residuos aminoacidos em torno da ligacéo peptidica a ser hidrolisada
e da conformacédo das cadeias polipeptidicas do substrato (NC-IUBMB, 2010). Em 1967,

Schechter e Berger introduziram um sistema de nomenclatura para descrever a
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interaccdo das peptidases com o0s seus substratos, facilitando a descricdo da

especificidade de uma determinada peptidase (Ng et al., 2009)(Figura 3).

Substrato
Ligacdo susceptivel

de ser cortada

N-terminal .
C-terminal

SEEINSARNS3E S) S1  S17 SZNSBAMS 4

Peptidase

Figura 3 — Representacdo esquematica da interaccdo peptidase-substrato de acordo com a
nomenclatura de Schechter e Berger (1967) (adaptado de (Turk, 2006)).

O sistema de nomenclatura de Schechter e Berger considera que os residuos aminoacidos do
substrato proteico ligam-se aos sublocais da enzima no local activo. Cada sublocal interage com
apenas um residuo aminoacido do substrato. Por convenc¢éo, os residuos aminoacidos do
substrato sdo designados por P e os sublocais da protease que interagem com o substrato sdo
designados por S. Os residuos aminoacidos do lado N-terminal da ligacdo peptidica a ser
quebrada sdo numerados de P, ... P4, P3, P2, P1 e os residuos do lado C-terminal séo
numerados de P1’, P2’, P3’, P4’, ... P’,. Os sublocais da peptidase sdo numerados de S,, ... S4,
S3, S2, $1,81°, S2', S3’, S4°, ... &'y, para complementar cada local P (Ng et al., 2009).

As peptidases ndo diferem apenas na sua especificidade para o substrato, mas
também nos seus mecanismos de catalise. Os seis tipos cataliticos de peptidases
utilizam fundamentalmente dois mecanismos de reaccao diferentes para hidrélise das
ligagbes peptidicas e estabilizacdo do intermediario tetraédrico. Nas peptidases de
serina, cisteina e treonina o nucledfilo do local catalitico € parte de um aminoacido
(catélise covalente), enquanto que, nas peptidases de acido aspartico, acido glutamico e
metalopeptidases o nucledfilo € uma molécula de agua activada (catalise acido-base)
(Turk, 2006).

1.3.3.2.Peptidases da levedura Saccharomyces cerevisiae

O sistema proteolitico da levedura Saccharomyces cerevisiae tem sido bastante

estudado e inUmeras peptidases tém sido caracterizadas, uma vez que este organismo
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eucariodtico unicelular pode ser facilmente estudado com recurso a diversas técnicas
experimentais. Além disso, tém sido encontradas rela¢des evolutivas entre peptidases de
leveduras e peptidases de organismos eucariéticos superiores, bem como, tem sido
reconhecida a importancia da protedlise na regulacdo do metabolismo celular (Jajcanin-
Jozic et al., 2010).

As peptidases da levedura estdo envolvidas em inimeros processos bioldgicos
essenciais para a célula, tais como a renovacgéo de proteinas, degradacdo de proteinas
aberrantes, processamento de proteinas, adaptacéo a condicbes ambientais com pouca
disponibilidade de azoto (Bolumar et al., 2008).

As peptidases da levedura Saccharomyces cerevisiae podem ser incluidas em
quatro grupos, dependendo do compartimento celular em que se encontram: peptidases
dos vacuolos, peptidases citoplasmaticas, peptidases mitocondriais e peptidases
envolvidas nas vias de secrecao (Jajcanin-Jozic et al., 2010). Na Tabela 5 encontram-se
algumas peptidases localizadas nos diferentes compartimentos celulares, bem como o
seu tipo catalitico e referéncias bibliograficas que descrevem as diferentes peptidases.

Os vacuolos da levedura Saccharomyces cerevisiae contém inumeras
peptidases: duas endopeptidases, a peptidase A e a peptidase B; duas
carboxipeptidases, a carboxipeptidase C e a carboxipeptidase S; aminopeptidases, tais
como a aminopeptidase | e a aminopeptidase Y e dipeptidil aminopeptidases, tais como a
dipeptidil aminopeptidase B (Flores et al., 1999; Hutter et al., 2005; Jones, 1991; Jones,
2002; Schlee et al., 2006). As endopeptidases, carboxipeptidases e aminopeptidases séao
soluveis (Jones, 2002) e a dipeptidil aminopeptidase B encontra-se integrada na
membrana vacuolar (Li e Kane, 2009).

As peptidases vacuolares constituem o grupo de peptidases mais numeroso e
desempenham diversas fun¢des essenciais a nivel fisiolégico (Bolumar et al., 2008). As
peptidases A e B, mas principalmente, a peptidase A catalisa clivagens que resultam na
maturacao de precursores e activacdo de zimogénios de peptidases vacuolares (Flores et
al., 1999; Hutter et al., 2005; Jones, 1991). As peptidases vacuolares estdo também
envolvidas na degradacdo de proteinas, particularmente em condicbes de stress
nutricional (Flores et al., 1999; Jones, 1991; Van Den Hazel et al., 1996; Wolf, 2004). A
protedlise vacuolar é essencial para a degradacdo de proteinas para obtencdo de
aminoacidos, azoto e carbono em condi¢gbes de stress nutricional (Wolf, 2004). Na
auséncia de peptidases vacuolares, as células de levedura ndo sobreviriam em mas

condi¢des nutricionais (Yasuhara et al., 1994).
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Tabela 5 — Peptidases da levedura Saccharomyces cerevisiae.

Localizagéo

Peptidases Tipo catalitico Referéncias
celular
. “ - (Jones, 1991; Parr et al., 2007;
Peptidase A Acido aspartico Rawlings e Barrett, 2010)
(Hutter et al., 2005; Jones, 1991,
Peptidase B Serina Rawlings e Barrett, 2010; Van
Den Hazel et al., 1996)
(Jones, 1991; Rawlings e Barrett,
Carboxipeptidase Y Serina 2010; Van Den Hazel et al.,
1996)
Vacuolos : . . (Jones, 1991; Rawlings e Barrett,
Carboxipeptidase S Metalopeptidase 2010; Spormann et al., 1991)
Aminopeptidase | Metalopeptidase (Jones, 1991; Rawlings e Barrett,
2010)
: . . (Jones, 1991; Rawlings e Barrett,
Aminopeptidase Y Metalopeptidase 2010; Yasuhara et al., 1994)
Dipeptidil Serina (Jones, 1991; Rawlings e Barrett,
aminopeptidase B 2010)
Peptidases do Treonina (Rawlings e Barrett, 2010)
Proteossoma
. - . . (Jajcanin-Jozic et al., 2010;
' Dipeptidil peptidase IlI Metalopeptidase Rawlings e Barrett, 2010)
Citoplasma
. . (NC-IUBMB, 2010; Rawlings e
Peptidase D Metalopeptidase Barrett, 2010)
Aspartil . (Sarry et al., 2007; Yokoyama et
aminopeptidase Metalopeptidase al., 2006)
MPP Metalopeptidase
. Pim1 Serina (Koppen e Langer, 2007;
MitocOndria Rawli Barrett. 2010
Lap3 Cisteina awlings e barrett, )
Omal Metalopeptidase
Kex carboxipeptidase Serina (Hauptmann e Lehle, 2008)
Vias de
secrecgéao

Yapsin-1

Acido aspartico

(Gagnon-Arsenault et al., 2008;
Sievi et al., 2001)

Em geral, as peptidases vacuolares sdo relativamente inespecificas e sao

responsaveis pela degradacado de varios tipos de proteinas (Hutter et al., 2005; Li e Kane,

7

2009). O controlo da actividade proteolitica vacuolar é essencial para prevenir a

protedlise descontrolada, que pode por em causa as fung¢des essenciais a vida da célula.

Portanto, a maioria das peptidases sdo sintetizadas na forma de precursores inactivos
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(zimogénios) e transportadas até ao vacuolo, onde sdo posteriormente activadas por
clivagem proteolitica (Hutter et al., 2005; Li e Kane, 2009; Rupp e Wolf, 1995; Wolff et al.,
1996).

As peptidases do proteossoma encontram-se no citoplasma das células de
levedura (Flores et al., 1999; Jajcanin-Jozic et al., 2010). O proteossoma é um complexo
multicatalitico que contém varias peptidases, sendo responsavel pela renovacdo de
proteinas intracelulares, incluindo proteinas marcadas para a degradacdo por
poliubiquitinacdo (Rawlings e Barrett, 2010). O proteossoma é responsavel pela clivagem
especifica de proteinas e esta envolvido na degradacdo especifica de proteinas em
condicdes de stress (Flores et al., 1999; Hilt e Wolf, 1992; Hutter et al., 2005).

As peptidases mitocondriais estdo presentes em varios subcompartimentos da
mitocdndria, tais como a matriz mitocondrial (MPP e Pim1), membrana interna (Omal) e
espaco intermembranar (Lap3) e desempenham varias funcdes essenciais, em particular,
na regulacdo da biogénese mitocondrial e no controlo de qualidade de proteinas
mitocondriais (Koppen e Langer, 2007).

Existem indmeras proteinas e péptidos, essenciais para a regulacdo da actividade
biologica, que sdo inicialmente secretados como precursores inactivos e que sao
posteriormente convertidos em formas activas, nas vias de secrecdo pela accdo de
peptidases (Henrich et al., 2005). As peptidases envolvidas nas vias de secre¢édo estéo
localizadas principalmente no complexo de Golgi e na membrana plasmatica (Flores et
al.,, 1999). A kex carboxipetidase é uma peptidase que se localiza na membrana do
complexo de Golgi e esta envolvida na morte celular (Hauptmann e Lehle, 2008). A
yapsin-1 é uma peptidase localizada na membrana plasmaética, que pode estar envolvida
na activacdo de enzimas periplasmaticas e de proteinas implicadas na construcdo da
parede celular (Gagnon-Arsenault et al., 2008).

1.3.3.3.Extraccao de peptidases de leveduras

A disrupcao das células de leveduras é uma etapa importante para a extrac¢ao de
bioprodutos de interesse industrial, em particular de peptidases, que estdo presentes no
interior das células (Shynkaryk et al., 2009), uma vez que as células de levedura
apresentam paredes celulares, o que constitui uma barreira natural a libertacdo de

macromoléculas para o meio de cultura (Ricci-Silva et al., 2000).
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Os métodos de ruptura celular podem ser classificados de uma forma geral em
mecanicos e ndo mecanicos (Figura 4) (Balasundaram et al., 2009).

Os métodos mecéanicos frequentemente utilizados na ruptura de células de
leveduras, para obtencdo de enzimas intracelulares incluem técnicas como, Bead mill
(Ricci-Silva et al., 2000; Vangaver e Huyghebaert, 1991), ultrassons (Balasundaram e
Pandit, 2001; Okungbowa et al., 2007), agitacdo em vortex utilizando esferas de vidro
(Bolumar et al., 2005; Bolumar et al., 2008; Kato et al., 2006; Okungbowa et al., 2007;
Tanimizu e Hayashi, 1996; Yokoyama et al., 2006) e homogeneizacdo por alta pressao
(Balasundaram e Harrison, 2006; Balasundaram e Pandit, 2001; Meussdoerffer et al.,
1980). Os métodos ndo mecénicos incluem fisicos (temperatura), métodos quimicos (com
utilizacdo de solventes e detergentes) e enzimaticos (autdlise) (Apar e Ozbek, 2008;
Geciova et al., 2002).

Os diferentes métodos quimicos (solventes, temperatura e autdlise) sdo muitas
vezes combinados para melhorar a eficiéncia (Breddam e Beenfeldt, 1991; Yokoi et al.,
1996). Autdlise € o termo que descreve a ruptura dos constituintes celulares por accao de
enzimas endogenas. Este processo ocorre naturalmente nas leveduras, quando
completam o seu ciclo de crescimento e entram em fase de morte, ou em condi¢bes de
stress nutricional. No entanto, este processo pode ser induzido pela exposicdo das
células a solventes organicos e a temperaturas altas. O controlo da temperatura é

essencial para impedir a desnaturacdo das enzimas (Hernawan e Fleet, 1995).

Métodos de Ruptura Celular

Mecéanicos N&o-mecénicos
| 1
» Ultrassons Fisicos Quimicos Enzimaticos
* Bead mill
* Vortex
* Homogeneizacéao
|? ¢ * Solventes -
por alta pressao » Temperatura * Autolise
* Detergentes

Figura 4 — Métodos de ruptura celular utilizados na obten¢do das peptidases intracelulares de
leveduras.
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Os métodos mecanicos apresentam uma elevada eficiéncia comparativamente
com os métodos ndo mecéanicos. A homogeneizacdo por alta pressdo e Bead mill sdo
técnicas utilizadas a nivel industrial (Balasundaram et al., 2009). A técnica Bead mill é
semelhante a técnica de agitacdo em vortex com esferas de vidro, mas a agitacdo com
esferas de vidro em vortex apenas € aplicavel a escala laboratorial, tal como a técnica de
ultrassons (Balasundaram et al., 2009; Geciova et al., 2002). Os métodos mecanicos
apesar de eficientes apresentam alguns inconvenientes, uma vez que Sao pouco
selectivos e conduzem a um aumento de temperatura, o que requer um sistema de
refrigeracdo adequado, para evitar a desnaturacdo das enzimas pelo calor. Algumas
técnicas, tais como Bead mill e homogeneizacdo requerem equipamentos especificos
(Balasundaram et al., 2009).

Os métodos ndo mecanicos apesar de apresentarem menor eficiéncia
relativamente aos métodos mecéanicos, ndo requerem equipamentos especificos. Os
métodos quimicos e enzimaticos sdo aplicaveis apenas a escala laboratorial, devido a
limitacdes econdmicas associadas ao elevado custo dos reagentes necessérios para a
ruptura a larga escala, bem como, devido a dificuldade em remover esses reagentes do
produto de interesse. A exposicao das enzimas a agentes quimicos pode conduzir a

desnaturacéo (Balasundaram et al., 2009).

1.3.3.4.Inibidores de peptidases

Os inibidores sdo moléculas que se ligam as enzimas e interferem com a catélise,
reduzindo ou eliminando a actividade enzimatica. Os inibidores de peptidases podem ser
naturais (endégenos) ou sintéticos (Beynon e Bond, 2001).

Os inibidores naturais sdo encontrados naturalmente nos organismos vivos, sendo
responsaveis pela regulacéo da protedlise in vivo (Beynon e Bond, 2001; Garcia-Carrefio,
1996). Os inibidores naturais sdo maioritariamente inibidores reversiveis. As peptidases A
e B e a carboxipeptidase Y, localizadas nos vacuolos da levedura Saccharomyces
cerevisiae, tém inibidores especificos localizados no citoplasma. A diferente localizagéo
destas peptidases activas e dos seus inibidores sugere, que os inibidores séo
responsaveis pela regulacdo da actividade das peptidases na levedura (Tanimizu e
Hayashi, 1996)

Os inibidores sintéticos, que sdo produzidos no laboratério e podem ser utilizados

na caracterizagdo de peptidases e administrados como farmacos, (Rawlings et al., 2004),
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por exemplo a inibicdo da retropepsina do virus HIV (Garcia-Carrefio, 1996; Rawlings e

Barrett, 2010). Os inibidores sintéticos sdo maioritariamente irreversiveis e séo utilizados

na determinacao do tipo catalitico das peptidases (Garcia-Carrefio, 1996). Os principais

inibidores utilizados nos ensaios de determinacdo do tipo catalitico das peptidases

encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6 — Inibidores utilizados na determinacdo dos quatro principais tipos cataliticos de
peptidases encontrados na levedura Saccharomyces cervisiae (Beynon e Bond, 2001; Rawlings e

Barrett, 2010).

Tipo catalitico

Exemplo(s) de Peptidase(s)

Principal(is) Inibidor(es)

Kex carboxipeptidase PMSF

Peptidases de Serina Carboxipeptidase Y DFP
Peptidase B 3,4-DCI

Lap3
Peptidases de Cisteina ATGA4 peptidase E-64
calpain-7
) Peptidase A
Peptidases de Acido Aspartico Yapsin-1 Pepstatina A
barrierpepsina

Aspartil aminopeptidase EDTA

Metalopeptidases

Carboxipeptidase S
Aminopeptidase Y

1,10-fenantrolina

PMSF (Fluoreto de fenilmetilsulfonilo); DFP (Diisopropilfluorofosfato), 3,4-DCI (3,4- Dicloroisocoumarina);
E-64 (L-trans-epoxisuccinil-leucilamido(4-guanidino)butano); EDTA (Acido etilenodiaminotetraacético).

27



Revisao Bibliografica

2. HIDROLISE ENZIMATICA DE PROTEINAS

A hidrélise enzimatica de proteinas pela ac¢do de peptidases, para obtencéo de
péptidos de varios tamanhos e aminoacidos é muito importante na indUstria alimentar e a
nivel biotecnoldgico (Kunst, 2003; Pericin et al., 2009). A hidrélise enzimatica apresenta
vantagens em relacao a hidrélise quimica, pois € muito mais suave, ndo causa destruicao
de aminoacidos e é muito mais especifica, uma vez que é possivel escolher as
peptidases que clivam ligacdes peptidicas especificas (Kunst, 2003).

A hidrolise enzimatica produz alteracbes das propriedades moleculares das
proteinas, conduzindo a diminui¢cdo do peso molecular, ao aumento do nimero de grupos
ionizaveis e a exposicdo de grupos hidrofébicos e dos aminoacidos das cadeias laterais
(Benitez et al., 2008; Kunst, 2003). Assim, as propriedades dos hidrolisados diferem
muito das propriedades da(s) proteina(s) original(is) (Kunst, 2003).

Os hidrolisados de proteinas tém inumeras aplicacdes a nivel alimentar e
terapéutico devido as suas propriedades nutricionais e funcionais (Kunst, 2003;
Rutherfurd, 2010). A hidrolise enzimatica pode produzir péptidos bioactivos com efeitos
anti-hipertensivos, antioxidantes, hipocolesterolémicos, antitrombaticos,
imunomodulatérios e antimicrobianos (Rutherfurd, 2010). Os hidrolisados podem ser
usados em suplementos alimentares como fonte de azoto e aminoacidos essenciais. A
hidrélise enzimatica melhora a digestibilidade das proteinas e permite obter hidrolisados
com uma determinada composicdo em aminoacidos, por exemplo, hidrolisados com
elevado conteddo em glutamina, necesséaria em periodos de stress fisico (Kunst, 2003;
Rutherfurd, 2010). A hidrélise enzimatica também produz alteracdes de propriedades
funcionais, tais como, a solubilidade, viscosidade, emulsificacdo, formacédo de espuma e
propriedades organolépticas (Kunst, 2003; van der Ven et al., 2001).

Os subprodutos da industria cervejeira, em particular, a dreche e o excedente de
levedura, podem ser utilizados na obtencdo de hidrolisados. As proteinas da dreche
podem ser utilizadas como substrato para peptidases, nha obtencdo de hidrolisados. As
proteinas da dreche s&o na sua maioria insoliveis. A hidrélise enzimética de proteinas
insollveis é importante para aumentar as suas potenciais aplicacées (Celus et al., 2007).
Celus e colaboradores (Celus et al., 2007; Celus et al., 2009) descreveram a hidrélise
enzimatica das proteinas da dreche com peptidases comerciais. A hidrélise enzimatica
das proteinas da dreche melhorou as propriedades funcionais, tais como a emulsificagéo

e formacado de espuma. Treimo e colaboradores (Treimo et al., 2008) também utilizaram
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peptidases comerciais para solubilizar as proteinas da dreche. Os hidrolisados obtidos
apresentaram elevado contetdo em proteinas (mais de 60% de proteinas).

O excedente de levedura pode ser utilizado como fonte de peptidases, para
obtenc¢do de hidrolisados de proteinas. Roy e colaboradores (Roy et al., 2000) estudaram
a obtencdo de hidrolisados a partir das proteinas do leite com peptidases presentes em
extractos enziméticos de levedura Saccharomyces cerevisiae. A peptidase B, presente
nos extractos enzimaticos, permitiu a obtencdo de hidrolisados com actividade inibidora
da enzima de conversao da angiotensina |. Neklyudov e colaboradores (Neklyudov et al.,
1996; Neklyudov et al., 1998) utilizaram a levedura da cerveja, em particular, a levedura
Saccharomyces carlsbergensis, como fonte de peptidases para obtencdo de hidrolisados
a partir de proteinas de sangue animal. Os hidrolisados obtidos s&o ricos em amino&cidos
essenciais, como por exemplo, a isoleucina. As peptidases das leveduras podem ser
utilizadas na hidrolise de proteinas intracelulares das leveduras, por um processo
designado de autélise (Neklyudov et al., 2000).

Existem varias técnicas que permitem determinar a hidrélise enzimética de
proteinas, tais como, a quantificacdo espectrofotométrica dos péptidos e aminoacidos
soluveis em &cido tricloroacético, a quantificacdo dos grupos amina libertados durante a
hidrélise, com a utilizacdo de reagentes, como o TNBS e a quantificacdo de protbes
libertados durante a hidrélise pela técnica pH-stat. Essas técnicas foram revistas por
Silvestre, Benitez e colaboradores e por Rutherfurd (Benitez et al., 2008; Rutherfurd,
2010; Silvestre, 1997).

2.1. FACTORES QUE AFECTAM A HIDROLISE ENZIMATICA DE PROTEINAS

A hidrélise enzimética de proteinas depende de varios factores, tais como, o tipo
de peptidase, as caracteristicas fisicas e quimicas das proteinas utilizadas como
substrato e as condi¢cdes de hidrolise (Benitez et al., 2008; Kunst, 2003; Pericin et al.,
2009).

2.1.1. Peptidases

O tipo de peptidase que se utiliza na hidrélise das proteinas é importante, uma vez

que as peptidases apresentam especificidades diferentes, influenciando ndo sé a

29



Revisao Bibliografica

extensdo da hidrélise, mas também o tipo de péptidos produzidos (Benitez et al., 2008).
As peptidases com uma especificidade mais ampla em geral hidrolisam em maior

extensdo as proteinas utilizadas como substrato (Kunst, 2003).

2.1.2. Substrato

As sequéncias de aminoacidos e a estrutura tridimensional das proteinas
utilizadas como substrato determinam as propriedades funcionais dos hidrolisados, bem
como a facilidade e extensdo em que sdo hidrolisadas. As proteinas com elevado
contetdo em aminoacidos hidrofébicos sdo mais facilmente hidrolisadas por peptidases
que clivam ligac8es peptidicas ap6s aminoacidos hidrofébicos. A estrutura das proteinas
no estado nativo, a sua solubilidade e o estado de desnaturacdo também afectam a
hidrélise. As proteinas globulares no estado nativo geralmente sdo geralmente mais
dificeis de hidrolisar, uma vez que a estrutura terciaria compacta protege a maioria das
ligacBes peptidicas. Na forma desnaturada, as ligacdes peptidicas estdo mais expostas, o
que faz com que as proteinas desnaturadas sejam mais faciimente hidrolisadas. Muitas
vezes as proteinas sdo sujeitas a tratamentos prévios pelo calor para aumentar a sua
degradacdo (Benitez et al., 2008; Kunst, 2003). Contudo a excessiva desnaturacéo,
diminui a solubilidade das proteinas devido a agregacdo molecular, conduzindo a uma

ligeira diminuigdo da extensao da hidrolise (Kunst, 2003).

2.1.3. Condic¢des de hidrdlise

As condicbes de hidrélise tais como o pH, temperatura, concentracdo de enzima,
concentracao de substrato e o tempo sdo muito importantes na obtencéo de hidrolisados
(Benitez et al., 2008; Kunst, 2003; Pericin et al., 2009). Os quatro primeiros factores
determinam a velocidade da reacg¢do e podem influenciar a especificidade da enzima,
mas o tempo de reaccdo apenas determina o grau final da hidrélise (Benitez et al., 2008).

As peptidases apresentam um pH éptimo de actividade (ou um intervalo de pH) no

qual a sua actividade é maxima. Para valores de pH superiores ou inferiores ao pH

30



Revisao Bibliografica

Optimo, a velocidade de reaccdo diminui, podendo para valores extremamente altos ou
baixos de pH ocorrer desnaturacéo enzimatica (Copeland, 2000).

O pH 6ptimo de uma peptidase normalmente reflecte o pH do local onde ela se
encontra (Fox, 2003). Assim, normalmente o pH éptimo de actuacdo das peptidases das
leveduras indica o compartimento celular onde elas actuam, por exemplo, as peptidases
intracelulares com actividade 6ptima a pH acido devem estar localizadas nos vacuolos.
Contudo, quando sao utilizados substratos “nao-fisioldgicos”, como por exemplo a
caseina, podem ser verificadas diferencas significativas no valor de pH 6ptimo (North,
1982).

As peptidases de acido aspartico geralmente apresentam actividade Optima a
valores de pH &cido (2-5), as peptidases de cisteina apresentam actividade oOptima a
valores de pH entre 4-7, as de serina a pH 7-9 e as metalopeptidases sdo geralmente
activas a pH 7-9, apresentando actividade Optima geralmente a pH neutro (Wilhite et al.,
2000). A maioria das peptidases de serina € activa na zona de pH alcalino, sendo
frequentemente designadas de peptidases alcalinas. Contudo, existem peptidases de
serina, como € 0 caso da carboxipeptidase y e a kex carboxipeptidase presentes na
levedura Saccharomyces cerevisiae, sdo activas a pH acido, apresentando pH 6ptimo de
actuacdo a pH 4,5-6 (NC-IUBMB, 2010; Rawlings e Barrett, 2010).

As temperaturas baixas tornam as enzimas praticamente inactivas devido a
compactacdo das moléculas enzimaticas. A partir de uma temperatura minima, abaixo da
gual a actividade é nula, a velocidade da reaccdo aumenta com a temperatura até um
valor 6ptimo. A elevacdo da temperatura aumenta a energia cinética das moléculas e
consequentemente a frequéncia de colisdbes entre as moléculas, mais moléculas
adquirem energia suficiente para atingir o estado de transicdo, aumentando assim a
velocidade de reaccdo. A partir do valor de temperatura 6ptima verifica-se um declinio da
velocidade de reaccao, portanto uma diminuicdo da actividade enzimética, até se anular
completamente, uma vez que as temperaturas elevadas provocam a desnaturacdo das
enzimas. Esta diminuicdo é devida a alteragdo da estrutura terciaria das enzimas a
temperaturas elevadas. O intervalo de temperaturas em que uma enzima se mantém
estavel e com actividade catalitica depende da temperatura das células onde se encontra
(Fox, 2003; Murray, 2003).
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Capitulo Il - Materiais e Métodos

1. MATERIAIS

1.1. Amostras

Os dois subprodutos resultantes do fabrico da cerveja, dreche e excedente de
levedura utilizados neste trabalho, foram fornecidos pela industria cervejeira UNICER,
sediada em Leca do Balio, Portugal.

As amostras (dreche e levedura) foram congeladas a -20°C, imediatamente apds
a sua recepcdo. A descongelacéao foi feita no proprio dia da sua utilizagéo, no frigorifico a
4°C.

1.2. Reagentes e solucdes

Os reagentes, hidréxido de potassio, hidroxido de sddio, acido citrico, caseina,
acido tricloroacético, glicina, fosfato de s6dio monobasico monohidratado, fosfato de
sédio dibasico dihidratado, BSA e inibidores sintéticos das peptidases (EDTA, Bestatina,
E-64, PMSF e Pepstatina A) foram adquiridos a Sigma. O sulfato de amédnio, L-tirosina,
Tris, acido cloridrico, acetonitrilo e acido trifluoracético foram adquiridos a Merck.

O reagente de Bradford foi adquirido a Bio-Rad e as esferas de vidro de 5 mm de
diametro (Lenz) foram adquiridas a VWR. As membranas de ultrafiltracdo Amicon® Ultra -
15 de MWCO 10 kDa foram adquiridas a Milipore.

As peptidases comerciais utilizadas no trabalho foram a Alcalase® e a
Protamex®. A Alcalase® (Calbiochem®) foi adquirida pela Merck. A Alcalase® é uma

endopeptidase de serina (EC 3.4.21.62), produzida por Bacillus licheniformis, com
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actividade 6ptima a pH 6-10 e a temperaturas entre 50 e 70°C (Santos et al., 2009a). A
actividade enzimatica desta preparacao é de 3,03 U/ml.

A Protamex® é produzida pela Novozymes e foi adquirida pela Sigma. Protamex®
€ uma mistura de Alcalase® e Neutrase® (Treimo et al.,, 2008). A Neutrase® é uma
metalopeptidase (EC 3.4.24.28) produzida por espécies de Bacillus. A actividade Gptima
da Protamex® é a pH 5,5-7,5 e a temperatura de 35-60°C (Liaset et al., 2002). A sua
actividade enzimatica é de 1,5 U/g.

1.3. Equipamentos

Foi utilizada uma balanca de humidade (SCALTEC SMO 01, Scaltec Intruments),
um eléctrodo de pH (pH-Meter Basic 20+, Crison Instruments), uma centrifuga refrigerada
(5810R, eppendorf®), um espectrofotometro (UV-16A, UV-Vis, Shimadzu Corporation),
um banho (1083GFL, Labolan) e um vortex mixer (ZX3, Velp Scientifica).

O equipamento de HPLC utlizado era da marca Gilson (Gilson Medical
Electronics) e estava equipado com uma bomba do tipo 302, uma bomba do tipo 305, um
injector Rheodyne 7125, com um loop de 20 pL e com um detector UV Gilson 118. A
coluna utilizada, foi uma coluna de fase reversa Chrompack P 300 RP com um
revestimento de polistireno-divinilbenzeno (8 pm, 300 A, 150 x 4.6 1.D.). O equipamento

foi controlado por um software Gilson 712.

2. METODOS

2.1. Extraccdo das proteinas da dreche e obtencdo do CPD

O método utilizado para a extrac¢do das proteinas da dreche foi uma adaptacéo
do método descrito por Celus e colaboradores (Celus et al., 2007). O procedimento de
extraccdo das proteinas da dreche e obteng¢édo do CPD esta ilustrado na Figura 5.

O CPD foi preparado por extraccdo alcalina da dreche humida com KOH 0,1 M
(43% (p/v)), durante 60 minutos, a 60°C e com agitacdo. Em seguida, foi realizada uma
centrifugacdo a 15000xg, durante 15 minutos a 4°C. As proteinas presentes no

sobrenadante foram precipitadas por acidificacdo a pH 4, com acido citrico 2 M.
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Posteriormente foi realizada uma centrifugagdo a 15000xg, durante 15 minutos a 4°C. O
precipitado rico em proteinas foi recolhido e liofilizado, sendo designado de concentrado
de proteinas da dreche (CPD). A quantidade de azoto total presente no precipitado foi

determinada pelo método de Kjeldahl e o teor de humidade também foi determinado.

Dreche Hamida

|

Extrac¢éo Alcalina
KOH 0,1 M
1h, 60°C

Centrifugagao

Residuo Proteinas Soluveis

|

Precipitagdo acida
Acido citrico 2 M
pH4

Centrifugacao

Concentrado de
Sobrenadante proteinas da dreche
(CPD)

Figura 5 — Procedimento para extraccao das proteinas da dreche e obtencédo do CPD.
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2.2. Determinacdo da solubilidade das proteinas presentes no CPD

A solubilidade das proteinas presentes no CPD foi determinada de acordo com o
método descrito por Celus e colaboradores (Celus et al.,, 2007), com algumas
modificacGes. Na avaliacao da solubilidade das proteinas do CPD em func¢éo do pH, 0,6 g
de CPD foram dispersas em 20 ml de solugbes tampdo de concentracdo 100 mM
(tampao acetato de sodio para pH 5, tampao fosfato de sédio para pH 6 e 7, tampao Tris-
HCI para pH 8 e tampé&o glicina-NaOH para pH 9 e 10). O pH das diferentes suspensodes
foi ajustado, se necessario, e em seguida as suspensdes foram agitadas durante 60
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente foi realizada uma centrifugacdo a
15000xg, durante 15 minutos a 4°C. A quantidade de proteina presente no sobrenadante
foi determinada pelo método de Bradford. A solubilidade foi expressa como a
percentagem (%) de proteina no sobrenadante relativa a quantidade de proteina presente

no CPD, sendo calculada da seguinte forma:

. Proteina presente no sobrenadarte
Solubilidde (%) = x100
Proteina presente na amostra de CPD

2.3. Determinacgéo do azoto total - Método de Kjeldahl

O teor total em azoto presente nas amostras sélidas foi determinado pelo método
de Kjeldahl de acordo com o método oficial da AOAC 945.39. O contetdo em proteina foi
determinado pelo teor em azoto, utilizando o factor de converséo de 6.25 (Treimo et al.,

2008). As determinac¢fes foram realizadas em duplicado.

2.4. Método de Bradford
A quantificacdo da proteina soltvel foi realizada pelo método descrito por Bradford

(Bradford, 1976). A BSA (1mg/ml) foi utilizada como padrdo. As determinagbes foram

realizadas em triplicado.
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2.5. Determinacado da humidade

A humidade das amostras de dreche e do CPD foi determinada com auxilio de
uma balanca de humidade, a uma temperatura de 100°C. As andlises foram feitas em

duplicado.

2.6. Extraccdo e concentracdo das peptidases da levedura da cerveja

Efectuou-se a pesagem de 15 — 17 g de suspensao de células de levedura para
um tubo de Falcon e em seguida foi realizada uma centrifugagéo a 5000xg, durante 5
minutos, para remover restos de cerveja. O pellet de células foi pesado e lavado duas
vezes em tampdao fosfato de sédio 100 mM, pH 7 na proporcdo de 1:1 (células:tampéo,
p/v) por centrifugacdo a 5000xg durante 5 minutos.

O método para extraccéo das peptidases foi realizado com base no procedimento
descrito por Kato e colaboradores (Kato et al., 2006), com algumas modificacdes. O pellet
de células lavado foi novamente pesado, ressuspendido em tampao fosfato de sédio 100
mM, pH 7 e foram adicionadas esferas de vidro a suspenséo celular, na proporcédo de
1:1:1 (células:tampdao:esferas, p/v/p). A disrupcdo celular foi realizada por agitacdo no
vortex 10 vezes (1 minuto cada) com intervalos de 1 minuto no gelo. Apds a remocgéo das
esferas de vidro, foi realizada uma centrifugacdo a 15000xg durante 40 minutos. O
sobrenadante obtido apés a centrifugacéo foi diluido em tampéo fosfato de sédio 100 mM
pH 7, na propor¢ao (1:2). Em seguida, foi adicionado sulfato de amaénio de forma a obter
90% (p/v) de saturacdo e a mistura foi mantida sobre agitacdo suave durante 2 horas. O
precipitado foi recolhido por centrifugagédo a 10000xg, durante 30 min, a 4°C, e em
seguida foi redissolvido em tamp&o fosfato de s6dio 100 mM pH 7. Em seguida, a fracg¢édo
enzimatica presente foi dessalinizada e concentrada por ultrafiltracdo, utilizando
membranas Amicon® (MWCO = 10 kDa). O extracto enzimatico concentrado foi
guardado a -20°C até a sua utilizacdo. Todas as operacfes foram realizadas a 4°C. A

actividade proteolitica foi determinada pelo método de hidrélise da caseina.
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2.7. Determinacdo da actividade proteolitica — Método de hidrélise da

caseina

O método de hidrélise da caseina foi utilizado para a determinacdo da actividade
proteolitica do extracto enzimatico obtido, bem como, para a verificacdo da influéncia do
pH na actividade das peptidases da levedura da cerveja.

O método de hidrélise da caseina foi também utilizado para determinagcdo da
actividade proteolitica das preparacfes enzimaticas comerciais Alcalase® e Protamex®,
uma vez que é dificil saber a quantidade de peptidases presentes nas preparacdes
comerciais, pois ndo sao preparacdes totalmente puras.

A solucdo de caseina foi preparada segundo o método descrito por Whitaker
(Whitaker, 2003). A solucao stock de caseina foi preparada por suspensédo de 5 g de
caseina em 100 ml de 4gua destilada e foram adicionados 0,5 ml de uma solucdo de
NaOH 5 M e em seguida, foi aquecida a 90°C durante 15 minutos, com agitacdo. Apoés
arrefecimento, a solu¢éo de caseina foi armazenada no frigorifico durante cerca de uma
semana. Imediatamente antes da sua utilizacdo, foi preparada uma solucdo de caseina
de concentracdo 1% (p/v) a partir da solugdo stock, no tampdo adequado de
concentracao 100 mM (tampdao acetato de sédio para pH 5, tampao fosfato de sédio para
pH 6 e 7, tampéao Tris-HCI para pH 8 e tampéo glicina-NaOH para pH 9 e 10).

O ensaio de hidrélise da caseina foi realizado por modificagcdo dos métodos
descritos por Treimo e colaboradores (Treimo et al., 2008) e por Whitaker (Whitaker,
2003). Para o ensaio de determinacdo da actividade proteolitica, 1 ml de substrato e
tampdo (800 ul nos tubos para o extracto enzimatico e 980 ul nos tubos para as
peptidases comerciais) foram adicionados em cada tubo de ensaio e incubados durante 5
minutos a temperatura de 37°C. A reaccdo foi iniciada ap6s a adicdo de 200 ul de
extracto enzimético. No caso das preparacdes comerciais, foram adicionados 20 ul de
uma preparacdo com 0,006 U. O volume de extracto enzimatico adicionado foi maior,
uma vez que a preparacdo das peptidases da levedura da cerveja ndo é tdo concentrada
como as preparagbes comerciais. Apos 30 minutos de incubagdo a 37°C, foram
adicionados 3 ml de uma solucdo de acido tricloroacético (TCA) gelado [100 mM TCA,
1,9% (v/v) &cido acético e 220 mM de acetato de sédio]. Os tubos foram mantidos em
repouso durante 30 minutos a temperatura ambiente, para completar a precipitacdo dos
produtos insollveis em TCA (substrato ndo digerido e polipéptidos de peso molecular
elevado). Em seguida, o precipitado foi removido por centrifugacdo a 10000xg, durante 10
minutos. A quantidade de péptidos soliveis em TCA foi medida

espectrofotometricamente a 280 nm. Os ensaios foram realizados em duplicado e os
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brancos foram preparados pela adicdo de 3 ml da solucdo de TCA antes da adicdo das
enzimas. Também foram realizados controlos, com a adicdo de enzimas e sem adi¢ao de
substrato, assim como, controlos em que foi adicionado substrato e sem adicdo de
enzima.

A actividade proteolitica foi expressa em termos de variacdo de absorvéncia ou foi

convertida em unidades de actividade (U) pela seguinte férmula:

U umoldelL-tirosinaequivaleng x Vt
VexT

X

onde, umol de L-tirosina equivalente é calculado a partir da recta padrao de L-tirosina
(umol de L-tirosina = 1,340 Abs 280 nm — 0,00415); Vt = Volume total do ensaio (ml); Ve
= Volume de preparagdo enzimatica (ml); T = Tempo de ensaio (min); e FD = Factor de
diluicao.

Uma unidade foi definida como a quantidade de enzima necesséria para libertar o
equivalente a 1 umol de L-tirosina por minuto nas condi¢cdes do ensaio. A quantidade de
tirosina foi determinada a partir de uma recta padréo de L-tirosina, utilizando uma solugéo

de L-tirosina 1,1 mM.

2.8. Hidrélise enzimética das proteinas da dreche pelas peptidases da
levedura da cerveja e pelas peptidases comerciais, Alcalase® e

Protamex®

Para obtencao dos hidrolisados das proteinas da dreche, a amostra de CPD foi
solubilizada em tampao Tris-HCI, a pH 8 [3% (p/v)], durante 60 minutos, a temperatura
ambiente, para solubilizar todas as proteinas presentes no CPD. Apds a solubilizacéo, foi
realizada uma centrifugacdo (15000xg durante 15 minutos a 4°C). O sobrenadante foi
recolhido e foi determinada a concentracdo de proteina pelo método de Bradford. Em
seguida, o sobrenadante foi diluido de forma a ter uma solugdo de CPD, com uma
concentracao de proteina de 2 mg/ml, a qual foi utilizada como substrato para as
peptidases.

A hidrélise das proteinas da dreche foi realizada pelo mesmo procedimento

descrito para a hidrélise da caseina (em 2.7). O método utilizado para a determinacéo da
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hidrélise das proteinas da dreche é baseado na determinacdo dos péptidos e
aminoacidos soluveis em TCA, que resultaram da hidrolise das proteinas da dreche e
foram quantificados a 280 nm. Nota: a actividade para a caseina nao corresponde
necessariamente a actividade para as proteinas da dreche, nas condi¢cdes de hidrélise

utilizadas neste estudo.

2.9. Efeito da concentracdo de peptidases da levedura da cerveja e da

concentracdo de substrato na hidrélise das proteinas da dreche

Para verificar o efeito da concentracdo de peptidases da levedura da cerveja, na
hidrélise das proteinas da dreche, foram utilizados dois volumes diferentes de extracto
enzimatico, 200 pl e 500 pl, e uma concentracdo de substrato de 5 mg/ml. Para verificar o
efeito da concentragcdo de substrato (proteinas da dreche) na hidrélise das proteinas da
dreche, foram utilizadas duas concentracdes diferentes de substrato, 2 mg/ml e 5 mg/mi,
e um volume de extracto enzimatico de 200 pl. A hidrélise foi realizada a pH 8 e a 37°C,
utilizando o procedimento descrito em 2.8. A actividade foi expressa em termos de

variacdo de absorvéncia a 280 nm.

2.10.Efeito do pH na hidrélise das proteinas da dreche

Para determinar o efeito do pH, bem como, o pH 6ptimo de hidrdlise, a hidrélise
das proteinas da dreche foi realizada a 37°C e a diferentes valores de pH (5-10),
utilizando as seguintes solu¢des tampé&o na concentracdo de 100 mM: tampéo acetato de
sédio (pH 5), fosfato de sddio (pH 6-7), Tris-HCI (pH 8) e glicina-NaOH (pH 9-10). A
hidrélise enzimatica foi realizada segundo o procedimento descrito em 2.8. A actividade

méaxima verificada foi considerada 100% e as actividades relativas foram calculadas.
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2.11.Efeito da temperatura na hidrélise das proteinas da dreche

O efeito da temperatura na hidrolise das proteinas da dreche foi avaliado a
diferentes temperaturas, 25, 37, 45, 50, 60 e 70°C, ao pH 6ptimo determinado. A hidrélise
enzimatica foi realizada segundo o procedimento descrito em 2.8. Os resultados foram

expressos em percentagem da actividade maxima verificada (considerada como 100%).

2.12.Efeito do tempo na hidrélise das proteinas da dreche pelas peptidases

dalevedura da cerveja

As peptidases da levedura da cerveja foram incubadas com as proteinas da
dreche, nas condicbes de pH e temperatura Optimos, em diferentes periodos de
incubagéo 0, 10, 20, 30, 40 e 60 minutos. Apds o periodo de incubacao, foi determinada a
actividade sobre as proteinas da dreche pelo procedimento descrito em 2.8. A actividade

foi expressa em unidades de actividade (U).

2.13.Deteccdo de potenciais inibidores enddgenos das peptidases da

levedura da cerveja

A deteccdo de potenciais inibidores enddgenos das peptidases da levedura da
cerveja, que hidrolisam as proteinas da dreche, foi realizada de acordo com o
procedimento descrito por Bolumar e colaboradores (Bolumar et al., 2005; Bolumar et al.,
2006), com algumas modifica¢des. O extracto enzimatico foi dividido em duas aliquotas.
Uma aliquota foi diluida a metade, em tampao fosfato de s6dio 100 mM pH 7 e a outra foi
diluida a metade, em tampéo acetato de sddio 100 mM pH 5. Ambas foram incubadas
durante 20 horas a 25°C. Os extractos enziméticos apos 0 horas de incubagéo e 20 horas
de incubacdo a 25°C, foram utilizados para hidrolisar as proteinas da dreche, nas
condicdes de pH e temperatura 6ptimos, pelo procedimento descrito em 2.8. Um aumento
da absorvéncia a 280 nm, e consequentemente, o aumento da hidrélise das proteinas da
dreche, reflecte a destruicdo dos inibidores enddgenos, devido & incubacgéo prolongada a

25°C e/ou a pH é&cido. A actividade das peptidases da levedura da cerveja sobre as
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proteinas da dreche foi expressa como percentagem da actividade mais alta verificada,
que foi considerada como 100%.

2.14.Efeito de Inibidores sintéticos na actividade das peptidases da levedura

da cerveja

O efeito de inibidores sintéticos na actividade das peptidases da levedura da
cerveja, sobre as proteinas da dreche foi estudado, de forma a identificar o tipo catalitico
das peptidases responsaveis pela hidrolise das proteinas da dreche, nas condi¢des
Optimas de temperatura e pH. Foram utilizados os seguintes inibidores: PMSF para as
peptidases de serina, EDTA para as metalopeptidases, bestatina para as
aminopeptidases (metalopeptidases), pepstatina A para as peptidases de acido aspartico
e E-64 para as peptidases de cisteina. O procedimento utilizado encontra-se
esquematizado na Tabela 7.

Foram preparadas solucdes concentradas de cada inibidor, de acordo com as
instrugdes do fabricante: PMSF 100 mM e pepstatina A 1 mM em metanol; EDTA 100
mM, bestatina 1mM e E-64 1mM em H20. As solu¢des dos inibidores foram diluidas
adequadamente em tampao fosfato de sédio 100 mM, pH 6 e incubadas com extracto de
peptidases da levedura da cerveja durante uma hora a 25°C. No caso de inibidor das
peptidases de serina (PMSF), o periodo de incubacgédo foi de 3 horas, uma vez que esta
descrito na literatura, que este inibidor reage lentamente com as peptidases (Garcia-
Carrefio, 1992). Cada inibidor foi adicionado de modo a que a concentracéo final efectiva
fosse de 0,01 e 0,05 mM de pepstatina A, E-64 e Bestatina; 1 e 2 mM de PMSF e 10 e 20
mM de EDTA. As concentragdes efectivas de cada inibidor foram escolhidas de acordo
com as instru¢cdes do fabricante.

A actividade das peptidases da levedura na auséncia de inibidores foi
determinada, pela adicdo de tampdo em vez de inibidor. Também foi preparado um
controlo, no qual foi adicionado metanol, de forma a verificar o potencial efeito inibitorio
do solvente na actividade das peptidases. Também foram preparados dois brancos
(branco inibicdo e branco actividade), um para eliminar o efeito da absorc¢ao do inibidor e
da absorcdo do extracto enzimatico, a0 mesmo comprimento de onda que 0s produtos
resultantes da hidrolise.

ApOs o periodo de incubacgéo, foi adicionado 1 ml de dreche em cada tubo e a
mistura foi incubada durante 30 minutos, a temperatura de 50°C e a pH 6. A
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determinacgdo da actividade das peptidases da levedura da cerveja sobre as proteinas da
dreche, na presenca e na auséncia de inibidores, foi realizada como descrita

anteriormente, no procedimento 2.8.

Tabela 7 — Ensaio para determinacéo da actividade das peptidases da levedura da cerveja sobre
as proteinas da dreche, na presenga e na auséncia de inibidores sintéticos especificos.

Inibicdo Bra_n(:No Actividade EIEmE0 cenialz
Inibicéo actividade Solvente

Tampéo + + + + +
Inibidor + + - - -
Extracto enzimatico + + + + +
Solvente (metanol) - - - - +
Incubacao 25°C, 1h
TCA - + - + -
Substrato (dreche) + + + + +
Incubacéo 50°C, 30 min
TCA + - + - -
Incubacao Temperatura ambiente, 30 min
Centrifugacédo 10000xg, 10 min
Absorvéncia Leitura a 280 nm

2.15.Separacgéo dos hidrolisados por RP-HPLC/UV

Os péptidos resultantes da hidrélise enzimatica com as peptidases da levedura da
cerveja, com a Alcalase® e Protamex® foram separados por RP-HPLC/UV. A eluicdo em
gradiente foi realizada com uma mistura de dois solventes (solvente A: 0,1% de TFA em
agua (v/v) e o solvente B: 0,1% TFA em 80% de uma solu¢cdo aquosa de acetonitrilo
(V/v)). Os péptidos foram eluidos da seguinte forma: 0—1 min, 90% A; 1-10 min, 90-80%
A;10-15 min, 80-75% A; 15-20 min, 75-60% A; 20-30 min, 60-50% A; 30-33 min, 50—
40% A; 33-36 min, 40-30% A; 36—39 min, 30—20% A; 39-41 min, 20—-0% A. Foi utilizado
um fluxo de 0,5 ml/min. A coluna foi usada a temperatura ambiente e a deteccédo foi
realizada a 215 nm. O tempo total da corrida foi de 50 min. A absorvéncia foi expressa

em unidades arbitrarias (UA).
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Capitulo Ill - Resultados e Discussao

1. PROTEINAS DA DRECHE

1.1. Extraccdo das proteinas da dreche e obtencao do CPD

A fraccdo proteica da dreche foi obtida ap6s extraccdo alcalina e subsequente
precipitacdo acida. O precipitado obtido foi designado de concentrado de proteinas da
dreche (CPD). O CPD contém 60% (p/p) de proteinas, percentagem em termos de peso
seco. Cerca de 38% das proteinas da dreche estédo presentes no CPD, que contém cerca
de 80% de humidade.

Celus e colaboradores (Celus et al, 2007) utlizaram um procedimento
semelhante para a extrac¢do das proteinas da dreche. Os resultados obtidos neste
trabalho experimental foram relativamente semelhantes dos resultados referidos na
literatura (Celus et al., 2007).

1.2. Determinacao da solubilidade das proteinas presentes no CPD

A solubilidade da fraccdo proteica da dreche obtida por extraccdo alcalina,
seguida de precipitacdo acida a pH 4, foi avaliada no intervalo de pH 5-10. Os resultados
encontram-se na Figura 6.

Como seria de esperar, a solubilidade das proteinas do CPD foi elevada a pH
alcalino e baixa a valores de pH 5, valores de pH préximos do ponto isoeléctrico. Para
valores de pH 8-10, as proteinas presentes no CPD foram totalmente sollveis, resultados
concordantes com os referidos na literatura por Celus e colaboradores (Celus et al.,

2007). A pH 6 a solubilidade das proteinas foi de apenas cerca de 10% e a pH 7 de cerca
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de 30%, contrariamente ao referenciado na literatura, que foi cerca de 40% a pH 6 e 80-
90% a pH 7. Estas diferencas de solubilidade poderdo estar relacionadas com as
diferencas entre as condi¢cdes de extraccdo das proteinas da dreche e no processo de

solubilizagéo.

120 -

100 A

60 -

Solubilidade (%)

20 +

Figura 6 — Solubilidade das proteinas presentes no concentrado de proteinas da dreche (CPD) em
funcéo do pH.

2. PEPTIDASES DA LEVEDURA DA CERVEJA

2.1. Verificag&o da actividade proteolitica do extracto enzimatico

As peptidases da levedura da cerveja foram extraidas por disrupcdo mecénica
(agitagdo em vortex com esferas de vidro) das células da levedura. A actividade
proteolitica do extracto enzimatico obtido foi avaliada pelo método de hidrélise da caseina
1% (p/v), a pH 7 e a temperatura de 37°C. Foram utilizados volumes crescentes de
extracto enzimatico para avaliar a influéncia do aumento da concentracdo de peptidases
na hidrolise da caseina.

ApOs a analise dos resultados da Figura 7, foi possivel verificar, que a

absorvéncia a 280 nm aumentou linearmente com o aumento do volume de extracto
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enzimatico adicionado, o que se traduziu num aumento da quantidade de péptidos e
aminoacidos soluveis em TCA, resultantes da actividade das peptidases da levedura da

cerveja sobre a caseina.

Abs 280 nm

0,0 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Volume Extracto Enzimatico (ul)

Figura 7 — Actividade das peptidases presentes no extracto enzimético, a pH 7 e a 37°C sobre a
caseina 1%.

2.2. Influéncia do pH na actividade das peptidases da levedura da cerveja

A influéncia do pH na actividade das peptidases da levedura da foi avaliada pelo
método de hidrélise da caseina, a temperatura de 37°C e variando o pH de 5 a 10. Os
resultados sédo apresentados na Figura 8. Da andlise dos resultados, foi possivel concluir
gue as peptidases da levedura da cerveja apresentaram actividade proteolitica sobre a
caseina na zona de pH 5-10. A actividade Optima das peptidases da levedura da cerveja
situou-se na zona de pH 7-8.

Os resultados obtidos em relacdo ao pH 6ptimo estdo concordantes com os dados
na base de dados Brenda para as peptidases presentes nas leveduras do género

Saccharomyces (Brenda, 2011).
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A pH 5 verificou-se uma reducéo de cerca de 34% da actividade das peptidases e
a pH 10 verificou-se uma reducdo de cerca de 56% da actividade, em relagcdo a

actividade maxima verificada.
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Figura 8 — Influéncia do pH na actividade das peptidases da levedura da cerveja, na hidrélise da
caseina 1% a 37°C.

3. HIDROLISE ENZIMATICA DAS PROTEINAS DA DRECHE COM AS PEPTIDASES DA

LEVEDURA DA CERVEJA

3.1. Optimizacao das condicdes de hidrélise

As condi¢cGes de hidrélise, tais como, o pH, a temperatura, a concentracdo de
enzima, a concentracdo de substrato e o tempo sdo muito importantes na obtencédo de
hidrolisados (Santos et al., 2009a). Neste trabalho experimental, foram testadas
diferentes concentracbes de substrato e enzima, assim como, a influéncia do pH, da
temperatura e do tempo na hidrélise das proteinas da dreche pelas peptidases da

levedura da cerveja.
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3.1.1. Efeito da concentracao de peptidases e de substrato

As proteinas do CPD, solubilizadas a pH 8, foram utilizadas como substrato para
as peptidases da levedura da cerveja, na concentracdo de 5 mg/ml. Utilizaram-se dois
volumes diferentes (200 e 500 ul) de extracto de peptidases da levedura da cerveja. A
hidrolise enzimatica das proteinas da dreche foi realizada a pH 8 e a 37°C, durante 30
min. Os resultados encontram-se na Figura 9. Verificou-se que aumentando a
concentragdo de extracto enziméatico, a absorvéncia a 280 nm também aumenta, o que

significa um aumento da hidrélise das proteinas da dreche.

Abs 280 nm
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o
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Volume de extracto enzimatico (pl)

Figura 9 — Hidrdlise das proteinas da dreche pelas peptidases da levedura da cerveja, a pH 8 e a
37°C, na presenca de diferentes volumes de extracto enzimatico e com uma concentracdo de
substrato de 5 mg/ml.

O efeito da concentragcdo de substrato na hidrélise das proteinas da dreche, pelas
peptidases da levedura da cerveja, foi avaliado e os resultados encontram-se na Figura
10. Foram utilizadas duas concentracdes de substrato, 2 e 5 mg/ml e 200 pl de extracto
enzimatico. A hidrolise enzimatica foi realizada a 37°C e a pH 8. ApGs a andlise dos

resultados foi possivel verificar, que a hidrélise das proteinas da dreche é maior na

presencga de concentragdes de substrato mais elevadas (5 mg/ml).
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Figura 10 — Efeito da concentracdo de substrato na hidrélise das proteinas da dreche pelas
peptidases da levedura da cerveja, a pH 8 e a 37°C.

Os resultados obtidos permitiram concluir, que foi possivel verificar maior hidrélise
das proteinas da dreche, utilizando a concentracdo de 5 mg/ml de substrato e 500 ul de
extracto enzimatico. Contudo, nestas condi¢des, a absorvéncia a 280 nm é bastante
elevada (>1). Assim, para os restantes ensaios foi utilizada uma concentracdo de

substrato de 2 mg/ml e um volume de extracto enzimético de 200 pl.

3.1.2. Efeito do pH

O efeito do pH na hidrélise das proteinas da dreche, pelas peptidases da levedura
da cerveja foi determinado num intervalo de pH de 5-10 e a temperatura de 37°C. Nédo
foram realizados ensaios a valores de pH inferiores a 5, uma vez que na literatura foi
referido que peptidases com actividade 6ptima na zona de pH baixos (pH 3-5), por
exemplo, a pepsina e a actinidina, apresentam baixa actividade sobre as proteinas da
dreche (Celus et al., 2007; Treimo et al., 2008).
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Os resultados obtidos no estudo do efeito do pH, na hidrélise das proteinas da
dreche encontram-se na Figura 11. Apds a andlise dos resultados foi possivel concluir,
que as peptidases da levedura da cerveja actuaram sobre as proteinas da dreche num
intervalo de pH 5-9. Na zona de pH 6-7, as peptidases da levedura da cerveja
apresentaram maior actividade sobre as proteinas da dreche, sendo pH 6, o pH éptimo
para a hidrélise.

A levedura Saccharomyces cerevisiae possui inUmeras peptidases, que sao
activas na zona de pH 6-7, tais como a asparti aminopepidase, peptidase B,
carboxipeptidase y, kex carboxipeptidase, aminopeptidase |, carboxipeptidase S, entre

outras peptidases (Brenda, 2011).
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Figura 11 — Influéncia do pH na hidrdlise das proteinas da dreche pelas peptidases da levedura da
cerveja. A actividade foi expressa em termos de percentagem relativa.

A pH 5 e apH 9, a actividade das peptidases da levedura sobre as proteinas da
dreche foi de apenas cerca de 32% e 18%, respectivamente, em relacdo a actividade
maxima verificada. A pH 10, as peptidases da levedura da cerveja praticamente nao
hidrolisaram as proteinas da dreche (apenas cerca de 1% de actividade foi observada).

Os resultados obtidos para determinacdo do pH O6ptimo de actividade das
peptidases da levedura da cerveja, pelo método de hidrélise da caseina, mostraram a

actividade optima das peptidases da levedura da cerveja na zona de pH 7-8. Contudo, os
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resultados obtidos para a hidrélise das proteinas da dreche revelaram que o pH 6ptimo
de hidrélise foi 6. A pH 8 verificou-se uma reducdo significativa na actividade das
peptidases da levedura da cerveja, sobre as proteinas da dreche. Estas diferencas estao
provavelmente relacionadas com o tipo de substrato utilizado. Segundo North (North,
1982), quando sao utilizados substratos diferentes para avaliar a influéncia do pH na
hidrélise de proteinas, sdo observadas diferencas significativas no pH 6ptimo de hidrdlise,
pela mesma enzima. Por exemplo, quando se utliza a caseina como substrato,
normalmente o pH ¢6ptimo é maior do que quando se utiliza a hemoglobina como
substrato. Assim, o pH 6ptimo pode ser uma caracteristica do substrato, assim como, das
peptidases (North, 1982).

3.1.3. Efeito datemperatura

Os resultados do efeito da temperatura na actividade das peptidases da levedura
da cerveja sobre as proteinas da dreche, encontram-se na Figura 12. A actividade das
peptidases da levedura da cerveja foi maxima a temperaturas de 50-60°C. A 37°C
verificou-se cerca de 47% da actividade maxima e a 25°C apenas cerca de 13%. Para
temperaturas superiores a 60°C, a actividade foi drasticamente reduzida, verificando-se

apenas cerca de 6% de actividade relativa apos a incubacao a 70°C.
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Figura 12 — Influéncia da temperatura na hidrélise das proteinas da dreche pelas peptidases da
levedura da cerveja. A actividade foi expressa em termos de percentagem relativa.
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3.1.4. Efeito do tempo

A actividade das peptidases da levedura da cerveja, utilizando as proteinas da
dreche como substrato, foi avaliada ao longo do tempo (até 60 minutos de incubacao),
nas condicdes de pH e temperatura 6ptimas, isto é, a temperatura de 50°C e a pH 6.
Apoés a andlise da Figura 13, verificou-se que a actividade das peptidases aumentou com
o tempo, até um periodo de incubacao de 40 minutos. Ao fim de 30 minutos, a actividade
foi aproximadamente o dobro da actividade ao fim de 10 minutos. No entanto, a partir de
40 minutos, a actividade das peptidases ndao aumentou, talvez devido a pouca
disponibilidade de substrato. Estes resultados permitiram concluir, que ao fim de uma
hora de incubacédo a 50°C e a pH6, as peptidases da levedura da cerveja hidrolisaram as
proteinas da dreche, sem perda de actividade.
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Figura 13 — Efeito do tempo na hidrélise das proteinas da dreche pelas peptidases da levedura da

cerveja, nas condi¢bes de pH e temperatura Optimos. A actividade foi expressa em unidades de
actividade (U).
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3.2. Deteccdo de potenciais inibidores enddgenos das peptidases da

levedura da cerveja

As peptidases vacuolares da levedura Saccharomyces cerevisiae, em particular, a
peptidase B e carboxipeptidase Y, tém inibidores enddgenos localizados no citoplasma.
Apo6s a disrupcao das células da levedura, formam-se complexos entre os inibidores e as
peptidases vacuolares (Bolumar et al., 2005; Lenney, 1975; Tanimizu e Hayashi, 1996). A
presenca de inibidores enddégenos das peptidases vacuolares, também foi detectada em
outras leveduras que nao pertencem ao género Saccharomyces, tais como,
Debaryomyces hansenii e Kluyveromyces lactis (Bolumar et al., 2006; Flores et al., 1999).

As peptidases vacuolares, normalmente, apresentam actividade 6ptima a pH 6
(Sorensen et al., 1994). Uma vez que as peptidases da levedura da cerveja apresentaram
maior actividade sobre as proteinas da dreche a pH 6, foi avaliada a potencial presenca
desses inibidores, que podem inibir as peptidases vacuolares, e consequentemente,
podem reduzir a actividade destas peptidases.

Para inactivar os inibidores endbégenos das peptidases vacuolares, tém sido
utilizadas diferentes estratégias, tais como, longos periodos de incubacéo a 25°C e/ou a
pH 5 (Bolumar et al., 2005). Hayashi e colaboradores (Hayashi et al., 1968) descreveram
a activacado das peptidases vacuolares (peptidase B e carboxipeptidase y) da levedura
Saccharomyces cerevisiae, ap0s a incubacdo a pH 5. A possivel destruicdo ou
inactivacdo de inibidores enddgenos, promoveu a dissociagdo do complexo enzima-
inibidor, resultando na activacdo das peptidases vacuolares (Hayashi et al., 1968).

A actividade das peptidases da levedura da cerveja sobre as proteinas da dreche
foi avaliada a 50°C e a pH 6, ap6s a incubacgéo do extracto enzimatico, durante 20 horas
az25°C,apH5e7.

Os resultados obtidos (Tabela 8) indicaram, que apds 20 horas de incubacédo a pH
7 e a 25°C, a actividade das peptidases da levedura da cerveja diminui cerca de 31%, em
relacdo a actividade verificada em 0 horas de incubacdo, o que significou, que longos
periodos de incubagédo a pH 7 e a 25°C reduziram a hidrélise das proteinas da dreche
pelas peptidases da levedura da cerveja. Apés a incubacao a 25°C e a pH 5 durante 20
horas, verificou-se que a actividade das peptidases duplicou, em relagdo a actividade
verificada em 0 horas de incubacao, a pH 5 e 25°C. Estes resultados permitiram concluir,
gue a actividade das peptidases da levedura da cerveja sobre as proteinas da dreche

aumentou apos longos periodos de incubacéo a pH acido.
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Tabela 8 — Hidrolise das proteinas da dreche pelas peptidases da levedura da cerveja em
diferentes concentracdes para detectar a potenciais inibidores endoégenos. A actividade foi
expressa em percentagem da actividade mais alta verificada, que foi considerada 100%.

Tempo Extracto enzimatico Extracto enzimatico
(horas) pH=7 pH=5

0 89,7 41,6

20 58,4 100,0

O aumento da actividade das peptidases da levedura da cerveja sobre as
proteinas da dreche, ap6s 20 horas de incubagédo a pH 5, indicou a potencial presenca de
inibidores das peptidases vacuolares. Assim, peptidases vacuolares, como a peptidase B
e a carboxipeptidase y, podem estar envolvidas na hidrélise das proteinas da dreche.
Contudo, para confirmar que as peptidases vacuolares hidrolisam as proteinas da dreche,
seria necessario isolar e purificar cada uma destas peptidases, e na presenca de
inibidores sintéticos especificos, verificar se realmente essas peptidases vacuolares

hidrolisam as proteinas da dreche.

3.3. Efeito de inibidores sintéticos na actividade das peptidases da levedura
da cerveja sobre as proteinas da dreche

O efeito de inibidores sintéticos, na actividade das peptidases da levedura da
cerveja sobre as proteinas da dreche foi avaliado, com o objectivo de verificar qual o tipo
catalitico das peptidases que sdo responsaveis pela hidrolise das proteinas da dreche,
nas condi¢cdes 6ptimas de temperatura e pH, isto €, a temperatura de 50°C e a pH 6.
Para tal, foram utilizados inibidores dos quatro principais tipos cataliticos de peptidases
(peptidases de serina, cisteina, acido aspartico e metalopeptidases). Os resultados

encontram-se na Tabela 9.
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Tabela 9 — Efeito de inibidores sintéticos na actividade das peptidases da levedura da cerveja
sobre as proteinas da dreche.

Inibidores Tipo catalitico Concentracdo (mM) | Actividade relativa (%)
) 0,01 105
Pepstatina A Acido Aspértico

0,05 103
0,01 107

E-64 Cisteina
0,05 91
1 95

PMSF Serina
2 69
10 71

EDTA Metalo
20 50
0,01 102

Bestatina . Metalp
(aminopeptidases) 0.05 93

ApOs andlise dos resultados, verificou-se que nenhum dos inibidores reduziu mais
de 50% a actividade das peptidases da levedura sobre as proteinas da dreche. A
pepstatina A, nas concentra¢des de 0,01 mM e 0,05 mM, nédo apresentou efeito inibitério
na actividade peptidases da levedura da cerveja. O EDTA, na concentracdo de 20 mM,
reduziu a actividade das peptidases em cerca de 50% e o PMSF na concentracédo de 2
mM reduziu a actividade em cerca de 31% a actividade das peptidases da levedura sobre
as proteinas da dreche. Estes resultados sugerem, que poderao ser peptidases de serina
e metalopeptidases, as principais responsaveis pela hidrélise das proteinas da dreche,
nas condicbes de pH e temperatura éptimos.

As metalopeptidases e as peptidases de serina sdo geralmente activas a pH 7-9
(Wilhite et al., 2000). Contudo, as leveduras do género Saccharomyces, em particular a
Saccharomyces cerevisiae, contém varias peptidases activas a pH 6-7, incluindo
peptidases de serina, como a peptidase B, carboxipeptidase Y e Kex carboxipeptidase,
bem como, metalopeptidases, como a aspartii metalopeptidase, peptidase D e a
carboxipeptidase S (Brenda, 2011). Em particular, as peptidases de serina, como é o
caso da carboxipeptidase y e a kex carboxipeptidase, sdo activas a pH acido,
apresentando pH Optimo de actuacdo na zona pH 4,5-6 (NC-IUBMB, 2010; Rawlings e
Barrett, 2010).

A fraca inibicdo causada pelos inibidores E-64 e Bestatina, nas concentracdes

mais elevadas, podera significar que nao serdo peptidases de cisteina e aminopeptidases
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(do tipo catalitico metalopeptidases), as responsaveis pela hidrolise da maioria das
proteinas da dreche, nas condicbes do ensaio. Contudo, Yokoyama e colaboradores,
referem que a aspartii aminopeptidase, presente no citoplasma das leveduras, ao
contrario da maioria das aminopeptidases, ndo € inibida por Bestatina, mas apenas por
EDTA (Yokoyama et al., 2006).

Os resultados da utilizacdo de inibidores sintéticos, para a classificagdo das
peptidases da levedura da cerveja, devem ser analisados com bastante cuidado, uma vez
que, ndo é garantido o efeito dos inibidores na actividade das peptidases, sobretudo
guando nao se utiliza um substrato natural (como a caseina) e quando ndo se utilizam
preparacdes enziméaticas puras (Osman, 2003; Storey e Wagner, 1986).

A utilizacdo de preparacbes enziméticas pouco purificadas, e a utilizacdo de
extractos que contém varios tipos de peptidases, pode conduzir a resultados erréneos,
pois 0os componentes do extracto podem influenciar a ligagcdo enzima-inibidor. Por outro
lado, o local activo das peptidases pode ndo estar realmente acessivel a ligacdo do
inibidor (Storey e Wagner, 1986). Assim, seria necessario purificar o extracto de
peptidases da levedura da cerveja para obter vérias fraccdes com actividade proteolitica
sobre as proteinas da dreche, de forma a confirmar o tipo catalitico da(s) peptidase(s) da
levedura da cerveja, que é(sao) responsavel(is) pela hidrélise das proteinas da dreche.

Algumas complica¢des na determinacao do tipo catalitico podem surgir, devido ao
facto de alguns inibidores utilizados na determinacdo do tipo catalitico das peptidases,
nao serem absolutamente especificos apenas para um Unico tipo catalitico de peptidases
(Storey e Wagner, 1986). Assim, o PMSF é um inibidor irreversivel das peptidases de
serina. No entanto, pode também inibir algumas peptidases de cisteina. O EDTA é um
inibidor reversivel das metalopeptidases, mas pode também inibir outras peptidases
dependentes de iBes metalicos, tais como, algumas peptidases de cisteina que sédo
dependentes de i6es calcio (Beynon e Bond, 2001; Storey e Wagner, 1986). Também é
de salientar, que algumas aminopeptidases do tipo catalitico metalo, como é o caso da
aspartil aminopeptidase presente em leveduras, ndo sdo inibidas por Bestatina, um

inibidor da maioria das aminopeptidases do tipo catalitico metalo (Yokoyama et al., 2006).
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4. HIDROLISE ENZIMATICA DAS PROTEINAS DA DRECHE COM PEPTIDASES COMERCIAIS
E COMPARAGCAO COM AS PEPTIDASES DA LEVEDURA DA CERVEJA

A hidrélise enzimatica das proteinas da dreche por peptidases comerciais,
utilizando proteinas da dreche, obtidas apés extraccao alcalina seguida da precipitagdo
por acido, foi descrita por Celus e colaboradores (Celus et al., 2007; Celus et al., 2009).
Os resultados obtidos mostraram que a Alcalase® foi a enzima que apresentou maior
actividade sobre as proteinas da dreche (Celus et al., 2007). Treimo e colaboradores
(Treimo et al., 2008) estudaram o efeito de varias peptidases comerciais na solubilizagédo
directa das proteinas da dreche, sem a utilizacdo de qualquer processo prévio de
extraccdo das proteinas. Os resultados obtidos, mostraram que a Alcalase® e a
Protamex® foram as peptidases que apresentaram maior actividade proteolitica sobre as
proteinas da dreche, sendo a Alcalase®, a mais eficaz de todas (Treimo et al., 2008).

A actividade das peptidases Alcalase® e Protamex®, sobre as proteinas da
dreche foi estudada, dado que estas peptidases sdo referidas na literatura, por
apresentarem elevada actividade sobre a dreche (Celus et al., 2007; Flores et al., 1999;
Treimo et al., 2008). A actividade das peptidases da levedura da cerveja foi comparada
com a actividade das peptidases comerciais. Uma vez que é dificil saber a quantidade de
peptidases presentes nas preparagdes comerciais utilizadas, bem como no extracto
enzimatico das peptidases da levedura da cerveja, pois as preparacdes utilizadas néo
sdo puras, a actividade proteolitica foi determinada, utilizando a caseina como substrato,
a pH 7 e a 37°C (Tabela 10). A actividade sobre as proteinas da dreche, nas mesmas
condicbes de pH e temperatura (pH 7 e 37°C) foi também determinada. De salientar, que
a actividade para a caseina nao corresponde necessariamente a actividade para as

proteinas da dreche, nas condi¢Bes de hidrolise utilizadas neste estudo.

Tabela 10 — Actividade das peptidases da levedura da cerveja e das peptidases comerciais
(Protamex® e Alcalase®) sobre a caseina e sobre as proteinas da dreche, a pH 7 e a 37°C. A
actividade foi expressa em unidades de actividade (U).

Substrato
Enzimas
Caseina Dreche
Peptidases LC 3,57 1,91
Protamex® 7,95 2,10
Alcalase® 5,98 2,93
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Os resultados obtidos no ensaio de determinagdo da actividade proteolitica,
utilizando a caseina como substrato, revelaram que a prepara¢do Protamex® foi a que
apresentou maior actividade, e consequentemente foi a preparacdo com maior
guantidade de peptidases. O extracto enzimatico da levedura da cerveja foi o que
apresentou menor actividade sobre a caseina, cerca de metade da actividade verificada
na preparacdo Protamex®, o que pode significar que o extracto enzimatico da levedura
da cerveja tinha menor concentracdo de peptidases, do que as preparagdes enzimaticas
comerciais utilizadas no ensaio.

Os resultados obtidos na hidrélise das proteinas da dreche, revelaram que apesar
de a Alcalase® apresentar menor actividade sobre a caseina do que a Protamex®, a
actividade da Alcalase® sobre as proteinas da dreche foi maior, o que significou que a
Alcalase® foi mais eficiente na hidrélise das proteinas da dreche. Estes resultados estao
concordantes com os obtidos por Treimo e colaboradores (Treimo et al.,, 2008). A
preparacdo Protamex® contém uma mistura das peptidases Alcalase® e Neutrase®.
Apesar de a actividade da Neutrase® néo ter sido testada neste estudo, os resultados
obtidos por Treimo e colaboradores (Treimo et al., 2008), para a actividade da
Neutrase®, mostraram que esta peptidase apresenta baixa actividade nas proteinas da
dreche, o0 que pode justificar a menor actividade da Protamex® em relacéo a Alcalase®.

As peptidases da levedura da cerveja apresentaram menor actividade sobre
proteinas da dreche, em relagdo as peptidases comerciais. A preparagdo enzimatica da
levedura da cerveja utilizada estava pouco purificada, portanto peptidases diferentes
podem estar presentes, ndo se conhecendo qual(is) a(s) peptidase(s) da levedura da
cerveja que de facto é/sdo responsavel(is) pela hidrélise das proteinas da dreche. Além
disso, 0 extracto enzimatico que contém as peptidases da levedura da cerveja apresenta
menor actividade sobre a caseina do que as peptidases comerciais, 0 que pode também

justificar a menor hidrélise das proteinas da dreche.

A influéncia do pH e da temperatura na actividade das preparacdes enzimaticas
comerciais (Alcalase® e Protamex®) na hidrélise das proteinas da dreche foi investigada
(Figura 14 e Figura 15). Os resultados obtidos para as prepara¢cbes comerciais foram
comparados com os resultados obtidos para as peptidases da levedura da cerveja.

A actividade da Alcalase® e Protamex® foi maior na zona de pH alcalino e a
actividade das peptidases da levedura da cerveja foi maior na zona de pH acido-neutro.
O pH 6ptimo de hidrélise das proteinas da dreche pela Alcalase® foi 9 e o pH 6ptimo do
Protamex® foi 8. O pH 6ptimo determinado para a hidrélise das proteinas da dreche pela

Alcalase esta de acordo com a literatura (Celus et al., 2007). A pH 5, todas as peptidases
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utilizadas apresentaram baixa actividade. A pH 6, pH Optimo para as peptidases da
levedura da cerveja, a actividade da Alcalase® foi cerca de 80% menor do que a pH 9

(pH 6ptimo) e a actividade do Protamex® foi cerca de 50% mais baixa do que a pH 8.

120 1 =@ PeptidasesLC
== Protamex

100 A Alcalase

80 A

40 A

Actividade relativa (%)

20 A

Figura 14 - Influéncia da temperatura na hidrélise das proteinas da dreche pelas peptidases
comerciais Alcalase® e Protamex® e comparacdo com os resultados obtidos para as peptidases
LC. Os resultados foram expressos em termos de actividade relativa em percentagem.

A influéncia da temperatura na actividade das peptidases comerciais na hidrolise
das proteinas da dreche foi avaliada e os resultados obtidos foram comparados com os
resultados obtidos para as peptidase da levedura da cerveja (Figura 15). A actividade das
peptidases Alcalase® e Protamex® aumentou, com 0 aumento da temperatura até uma
temperatura de 60°C, na qual foi verificado o maximo de actividade. A actividade das
peptidases da levedura da cerveja foi maxima a temperaturas de 50-60°C

Para temperaturas superiores a 60°C, a actividade das peptidases diminuiu, sendo
as peptidases da levedura da cerveja as mais afectadas, pois a sua actividade foi
drasticamente reduzida, como referido anteriormente em 3.1.2. Também foi possivel
verificar, que a actividade da Alcalase® para temperaturas de entre 25-45°C néo foi
superior a 20% da actividade maxima e a partir de 50°C, a actividade aumenta

consideravelmente, sendo a 60°C cerca de 60% superior a actividade verificada a 50°C.

60



Resultados e Discussao

—@— PeptidasesLC
120 -
== Protamex
i Alcalase
100 R

80 1

40 H~

Actividade relativa (%)
(o))
o

O T T T T T 1
20 30 40 50 60 70 80

Temperatura (°C)

Figura 15 - Influéncia da temperatura na hidrélise das proteinas da dreche pelas peptidases
comerciais Alcalase® e Protamex® e comparacdo com 0s resultados obtidos para as peptidases
LC. Os resultados foram expressos em termos de actividade relativa em percentagem.

A actividade das preparacdes comerciais Alcalase® e Protamex® e a actividade
do extracto de peptidases da levedura da cerveja sobre as proteinas da dreche foram
comparadas em diferentes condicbes de pH e temperatura (Figura 16), isto é, nas
condicbes de pH 7 e 37°C, no pH éptimo de actividade (pH 6 para as peptidases da
levedura, pH 8 para a Protamex® e pH 9 para a Alcalase®) e 37°C e nas condi¢des
Optimas de pH e temperatura (pH 6 e 50°C para as peptidases da levedura, pH 8 e 60°C
para a Protamex® e pH 9 e 60°C para a Alcalase®).

Da andlise da Figura 16 foi possivel verificar, que a actividade de todas as
peptidases foi maior nas condi¢cdes de pH e temperatura éptimas, como seria de esperar.
A temperatura foi um factor determinante na hidrélise das proteinas da dreche pela
Alcalase®, uma vez que a actividade da Alcalase®, nas condi¢cdes Optimas de pH e
temperatura, foi bastante maior do que nas restantes condi¢cbes de pH e temperatura. No
caso da Protamex® e das peptidases da levedura da cerveja, a temperatura tem menor
impacto na actividade.

Nas condicbes Optimas de pH e temperatura, a actividade da preparacéo
Protamex® néo foi muito superior a actividade das peptidases da levedura da cerveja, ao

passo que a actividade da Alcalase®, nas mesmas condicbes foi bastante superior,
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sendo a preparacdo enzimatica que apresentou maior actividade sobre as proteinas da

dreche.
30 "~
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Figura 16 — Hidrdlise das proteinas da dreche pelas peptidases da levedura da cerveja,
Protamex® e Alcalase® em diferentes condicbes de pH e temperatura. A actividade foi expressa
em unidades de actividade (U).

A menor hidrélise das proteinas da dreche pelas peptidases da levedura da
cerveja, pode estar associada ao facto de a preparacéo utilizada ser menos concentrada
em peptidases do que as preparacBes comerciais. A optimizacdo do processo de
extraccdo das peptidases da levedura da cerveja é importante, de forma a conseguir
aumentar a (quantidade de peptidases presentes no extracto enzimatico, e
consequentemente aumentar a hidrélise das proteinas da dreche.

A disrupcdo por agitacdo da suspensao celular com esferas de vidro € uma
técnica eficaz para obtencdo das peptidases intracelulares. Este procedimento é
particularmente eficiente na disrupcéo de leveduras e fungos filamentosos, uma vez que
possuem paredes celulares rigidas constituidas principalmente por polissacararideos (80-
90%). Além disso, este procedimento pode ser operado em modo continuo, podendo ser
aplicado a escala laboratorial e industrial. Varios factores afectam a performance desta
técnica, incluindo a velocidade de agitacdo, a concentracdo inicial de células e a
guantidade e o tamanho das esferas de vidro (Ricci-Silva et al., 2000). A optimizacdo
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destes parametros é fundamental para aumentar o rendimento da extrac¢do do contetdo
intracelular, em particular das peptidases. Neste trabalho experimental, a técnica de
extraccdo das peptidases intracelulares ndo foi optimizada, uma vez que o procedimento
utilizado ndo é de aplicacdo a escala laboratorial e o principal objectivo deste trabalho,
era demonstrar que as peptidases da levedura da cerveja hidrolisam as proteinas da
dreche, o que aparentemente, ainda n&o foi estudado. De salientar, que o procedimento
utilizado neste trabalho para a extraccéo das peptidases pode ser adaptado para a escala
industrial, pela utilizacdo do equipamento bead mill.

Como referido anteriormente, a preparacdo Alcalase® apresentou maior
actividade sobre as proteinas da dreche do que a preparacdo Protamex (mistura da
Alcalase com a Neutrase®), pois a actividade da Neutrase® sobre as proteinas da dreche
€ baixa. Uma situacédo idéntica pode ter acontecido com a preparacao das peptidases da
levedura da cerveja, pois € uma mistura de vérias peptidases. A purificacdo do extracto
enzimatico, de forma a conhecer qual(is) a(s) peptidase(s) da levedura da cerveja que
é/sdo responséavel(is) pela hidrolise das proteinas da dreche também é importante.
Conhecendo quais as peptidases da levedura da cerveja que sd@o responsaveis pela
hidrélise das proteinas da dreche, é possivel obter prepara¢cdes enzimaticas enriquecidas
com essas peptidases. A levedura Saccharomyces cerevisiae contém peptidases da
familia da subtilisina (familia S8), conhecida como Alcalase®, como a carboxipeptidase Y
e a kex carboxipeptidase (Rawlings e Barrett, 2010), que podem ser isoladas.

O tipo de peptidases utilizadas influencia as propriedades tecno-funcionais dos
hidrolisados, tais como o sabor, emulsdo e espuma (Celus et al., 2007).

Um dos problemas da obtencado de hidrolisados a partir de proteinas € a producéo
de péptidos com sabor amargo. O amargor resulta da exposicdo dos residuos
aminoacidos hidrofobicos devido a hidrélise das proteinas (Villanueva et al., 1999). O
sabor amargo dos péptidos, apesar de depender da fonte de proteina e da especificidade
da enzima, esta também relacionado com a presenca e a posicdo dos aminoacidos
hidrofébicos nos péptidos do hidrolisado (Benitez et al., 2008). Os aminoacidos livres sédo
menos amargos do que o0s respectivos péptidos e hd um aumento do amargor quando 0s
residuos aminoacidos hidrofébicos sdo nao-terminais, isto €, quando estéo localizados no
interior das cadeias peptidicas. Assim, a utilizacdo de exopeptidases origina hidrolisados
com menor amargor (Villanueva et al., 1999). A Alcalase® € uma endopeptidase que
apresenta elevada actividade sobre varias proteinas. Contudo, a Alcalase® produz
hidrolisados com sabor amargo, e portanto mais desagradaveis. Por exemplo a
Flavourzyme®, é uma exopeptidase, que permite obter hidrolisados com menor amargor
(Candido e Sgarbieri, 2003; Santos et al., 2009b).
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Celus e colaboradores (Celus et al., 2007) referiram que os hidrolisados das
proteinas da dreche obtidos ap0s elevada hidrélise com a Alcalase® apresentam menor
capacidade de emulsificagdo e formagdo de espuma, ao passo os hidrolisados obtidos
com a Flavourzyme®  apresentam boas  propriedades  tecno-funcionais
independentemente do grau de hidrélise. Estes dados permitem concluir, que nem
sempre os hidrolisados obtidos com peptidases que hidrolisam em maior extensdo as
proteinas da dreche, podem apresentar boas propriedades funcionais. Assim, seria
interessantes estudar as propriedades funcionais dos hidrolisados obtidos com as
peptidases da levedura da cerveja.

A utilizacdo das peptidases da levedura da cerveja para obter hidrolisados pode
ser vantajosa, uma vez que o seu pH Optimo de actuagdo é mais baixo do que as
peptidases comerciais utilizadas e porque as peptidases da levedura da cerveja sdo mais
facilmente inactivadas a temperaturas altas (70°C) do que as peptidases Alcalase® e
Protamex®, o que segundo Candido e Sgarbieri (Candido e Sgarbieri, 2003) favorece a
inactivacao das peptidases no final do processo de hidrélise.

Seria interessante comparar a actividade da peptidases da levedura da cerveja
com as peptidases comerciais, utilizando outras técnicas de determinacdo da actividade
proteolitica, tais como a técnica pH stat ou técnicas que se baseiam na quantificacdo dos
grupos amina libertados durante a hidrélise de ligacBes peptidicas do substrato, com a
utilizacdo de reagentes como o TNBS ou a ninidrina. Estas técnicas apresentam a
vantagem de serem mais informativas, relativamente as técnicas de quantificacdo dos
residuos aminoacidos, pois permitem determinar o niumero de ligagbes peptidicas que
foram clivadas no substrato. A técnica utilizada neste estudo, para quantificacdo da
actividade proteolitica tem a vantagem de ser barata e de facil execuc¢do, no entanto, esta
dependente do conteddo em aminoé&cidos aroméaticos do substrato (Bhaskar et al., 2002;
Rutherfurd, 2010).
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5. SEPARACAO POR RP-HPLC/UV DOS PEPTIDOS RESULTANTES DA HIDROLISE
ENZIMATICA DAS PROTEINAS DA DRECHE PELAS PEPTIDASES DA LEVEDURA DA
CERVEJA E PELAS PEPTIDASES COMERCIAIS

A separacao dos hidrolisados, obtidos ap6s hidrolise enziméatica das proteinas da
dreche pelas peptidases da levedura da cerveja e pelas peptidases comerciais,
Alcalase® e Protamex®, foi realizada por cromatografia de fase reversa, com detecc¢éo
UV. Na Figura 17 encontram-se os perfis cromatogréficos obtidos apo6s hidrélise
enzimatica com as peptidases da levedura da cerveja, Protamex® e Alcalase®.

Os trés tipos de hidrolisados apresentaram péptidos com peso molecular e
polaridade semelhante, como se pode verificar nos cromatogramas da Figura 17. As
fraccbes com menor tempo de retengdo correspondem a péptidos com peso molecular
menor e as fraccdes com maior tempo de retencdo correspondem a péptidos com maior
peso molecular e maior afinidade para a coluna cromatografica.

A separacdo cromatografica por RP-HPLC é principalmente baseada nas
diferencas de hidrofobicidade, mas o tamanho dos péptidos também influencia os tempos
de retencdo. Existe uma relacdo entre o peso molecular dos péptidos e o tempo de
retencdo na cromatografia de fase reversa. Em geral, as amostras com péptidos maiores
sdo eluidas mais tarde do que as amostras com péptidos mais pequenos, 0 que significa
gue o tempo de retencdo é maior para péptidos de maior tamanho (van der Ven et al.,
2001).

O tempo de retencao dos péptidos mais pequenos (com menos de 15 residuos)
apenas depende da composicdo em aminoacidos. No caso dos péptidos maiores, o
tempo de retencdo é também influenciado pelo peso molecular dos péptidos e pela
conformacéo (Celus et al., 2007; van der Ven et al., 2001).

A analise dos cromatogramas da Figura 17 também permitiu verificar, que a
Alcalase® foi a peptidase que apresentou maior actividade sobre as proteinas da dreche,
uma vez que foi detectada maior quantidade de péptidos, o que confirma os resultados
obtidos anteriormente.

A monitorizagdo da absorvéncia foi realizada a 215 nm, que corresponde a
absorvéncia das ligacdes peptidicas, o que implica que o nivel de péptidos pequenos é
subestimado (Celus et al., 2007; van der Ven et al., 2001).
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Figura 17 — Perfis cromatograficos dos hidrolisados obtidos ap6s hidrolise enzimatica das
proteinas da dreche com as peptidases da levedura da cerveja, Protamex® e Alcalase®. A
hidrélise enzimatica foi realizada nas condi¢cdes de pH e temperatura optimos para cada tipo de
peptidase. A absorvéncia (215 nm) foi expressa em unidades arbitrarias (UA).

66



Conclusao

Capitulo IV - Concluséo

O fabrico de cerveja envolve, inevitavelmente, a producdo de varios residuos e
subprodutos, sendo a dreche e o0 excedente de levedura, os dois subprodutos produzidos
em maior quantidade. No entanto, estes subprodutos podem ser reciclados e reutilizados,
uma vez que apresentam valor nutricional, podendo ser utilizados na alimentacéo animal
e humana. Além disso, tém elevado potencial biotecnol6gico e sdo fonte de varios
produtos de valor acrescentado, incluindo as proteinas.

O trabalho experimental descrito nesta dissertagcdo teve como principal objectivo
fornecer uma base cientifica para a valorizagcdo de dois dos principais subprodutos da
industria cervejeira, a dreche e o excedente de levedura, em particular, a valorizacao da
fracc@o proteica da dreche e das peptidases da levedura da cerveja para a obtencéo de
hidrolisados.

A dreche é um subproduto rico em proteinas que sdo maioritariamente insollveis.
A potencial aplicacdo das proteinas insollveis da dreche requer a utilizacdo de métodos
de obtencdo dessas proteinas. A extrac¢do das proteinas da dreche pode ser realizada
por métodos quimicos, fisicos e bioquimicos, ou pela combinacdo de véarios métodos.
Neste trabalho experimental, as proteinas da dreche foram obtidas por extracgéo alcalina
seguida de precipitagédo acida. O concentrado de proteinas obtido continha cerca de 60%
de proteinas, soluveis a pH alcalino.

O excedente de levedura da cerveja pode ser utilizado como fonte de varias
peptidases intracelulares, que podem ser isoladas e purificadas. As peptidases tém
inimeras funcdes a nivel fisioldgico e aplicagdes a nivel industrial. Contudo, os estudos
sobre a aplicacao industrial das peptidases de leveduras do género Saccharomyces, em
particular da levedura da cerveja séo raros. A obtencéo das peptidases intracelulares da
levedura da cerveja requer a utilizacdo de métodos mecanicos e/ou ndo mecanicos.
Neste trabalho experimental, as peptidases da levedura da cerveja foram extraidas por

agitacdo em vortex com esferas de vidro. As peptidases extraidas apresentaram
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actividade na zona de pH 5-10, com actividade 6ptima na zona de pH neutro-alcalino (pH
7-8).

O concentrado de proteinas da dreche, ap6s solubilizacdo a pH 8, foi utilizado
como substrato na obtencdo de hidrolisados, utilizando as peptidases da levedura da
cerveja. Os resultados obtidos permitiram verificar que as peptidases da levedura da
cerveja hidrolisam as proteinas da dreche.

As condicbes para obtencdo dos hidrolisados das proteinas da dreche com as
peptidases da levedura da cerveja foram estudadas. Os resultados obtidos demonstraram
gue o aumento da concentracdo de peptidases da levedura da cerveja e 0 aumento da
concentracdo de proteinas da dreche resultaram num aumento da hidrélise. De uma
forma geral, a hidrélise enzimética aumentou com o aumento do tempo da reaccao (até
40 min). O pH e temperatura 6ptimos para a hidrélise das proteinas da dreche pelas
peptidases da levedura da cerveja foram de 6 e 50°C, respectivamente.

A potencial presenca de inibidores enddégenos das peptidases vacuolares nos
extractos enzimaticos foi detectada, devido a um aumento da hidrélise das proteinas da
dreche ap6s longos periodos de incubagédo dos extractos enzimaticos a pH acido. Estes
resultados também indicaram a possibilidade de as peptidases vacuolares, tais como a
peptidases B e a carboxipeptidase Y, estarem envolvidas na hidrolise das proteinas da
dreche. Os resultados da utlizacdo de inibidores sintéticos demonstraram, que
possivelmente sdo peptidases de serina e metalopeptidases as principais responsaveis
pela hidrélise das proteinas da dreche.

A hidrélise enzimatica do concentrado de proteinas da dreche com peptidases
comerciais Alcalase® e Protamex® foi também estudada neste trabalho. O pH éptimo de
hidrélise das proteinas da dreche pela Alcalase® foi 9 e pela Protamex® foi 8. A
temperatura 6ptima para a Alcalase® e a Protamex® foi 60°C. A hidrdlise das proteinas
da dreche com as peptidases comerciais e com as peptidases da levedura da cerveja foi
comparada. Nas condi¢des Optimas de pH e temperatura, a Alcalase® foi a enzima que
apresentou maior actividade sobre as proteinas da dreche. Estes resultados foram
comprovados pela andlise dos hidrolisados por RP-HPLC/UV. A separacdo dos
hidrolisados por RP-HPLC/UV também permitiu verificar que os hidrolisados obtidos com
as peptidases comerciais e com as peptidases da levedura da cerveja apresentaram
tempos de retencdo semelhantes.

O trabalho realizado constitui uma base para varios estudos adicionais, tais como,
a optimizacdo do processo de extraccdo e purificacdo das peptidases da levedura da
cerveja, de forma a aumentar o rendimento da hidrolise das proteinas da dreche; a

caracterizacao dos hidrolisados obtidos a partir da hidrélise das proteinas da dreche
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pelas peptidases da levedura da cerveja, em particular, a determinacdo do peso
molecular dos péptidos obtidos e a determinacdo da composi¢cdo em aminoacidos, bem
como, a identificacdo dos péptidos e aminoacidos produzidos; o estudo das propriedades
funcionais, nutricionais e bioactivas dos péptidos e aminoacidos resultantes da hidrélise
das proteinas da dreche pelas peptidases da levedura da cerveja; o estudo de potenciais
aplicacdes das peptidases da levedura da cerveja a nivel industrial, nomeadamente na
indastria alimentar, a nivel médico e biotecnolégico; e a aplicacdo das peptidases
intracelulares da levedura da cerveja para obtencédo de hidrolisados, a partir de outros
subprodutos industriais, tais como, 0s subprodutos resultantes da industria de

processamento de pescado, bem como de outros substratos de natureza proteica.
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