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RESUMO

O fungo filamentoso Aspergillus awamori tem grande capacidade de secretar proteinas
para 0 meio de cultivo e suas enzimas sdo extensivamente empregadas em muitos processos
biotecnoldgicos. Contudo, suas proteases secretadas tém sido muito pouco estudadas. Neste
trabalho, o sobrenadante de cultivo de A. awamori foi coletado, clarificado e liofilizado
objetivando o estudo da sua atividade proteolitica. O perfil eletroforético desta fracdo
demonstrou varias bandas de proteinas entre 125 a 20 kDa, sendo as majoritarias com 110 e
46 kDa. Contudo, as proteinas com atividade proteolitica tinham massas na faixa de 70-77
kDa. As proteases da fracdo de A. awamori apresentaram picos de atividades proteoliticas em
distintas faixas de pH, indicando que proteases de vérias classes sdo secretadas pelo fungo,
sendo que a principal atividade refere-se as aspartico-proteases. Tais enzimas catalisam na
temperatura 6tima em torno de 50°C e sdo bastante estaveis em altas temperaturas. Tais
resultados sugerem que o produto de secrecdo de A. awamori € uma importante fonte de
enzimas proteoliticas, especialmente de aspartico-proteases, com importante atividade,
termoestabilidade que hidrolisa tanto proteinas quanto substratos peptidicos.
Palavras chaves: Aspergillus awamori, sobrenadante de cultura, atividade proteolitica,
aspartico-proteases, termoestabilidade.

INTRODUCAO

Algumas espécies do género Aspergillus sdo conhecidas pela alta taxa de secrecéo de
proteinas e portanto, sdo utilizadas para producédo heter6loga e autéloga de enzimas (Gouka et
al., 1997). Suas enzimas aut6logas sdo empregadas em diversos processos industriais: como a
amilases na producdo de xaropes, pectinases na clarificacdo do vinho e da cidra e as
galactosidases na degradacdo de galactosideos. O prdprio Aspergillus awamori € utilizado no
coquetel de degradacdo da biomossa, como 0 bagaco da cana-de-aclcar que é hidrolisado a
glicose, para entdo ser fermentado por micro-organismos na producdo de bioetanol (Vries e
Visser, 2001).

O fungo filamentoso A. awamori, também secreta um grande numero de proteases que
hidrolisam as ligacdes peptidicas em proteinas e peptideos e que parecem estar envolvidas na
digestdo das moléculas alimentares, na regulacdo metabdlica, na defesa contra patdgenos,
dentre outros processos cruciais na fisiologia do fungo (Barret, 1994). Contudo, na literatura,
existem poucas informacgdes sobre as proteases secretadas pelo A. awamori. Foi reportada a
presenca de duas aspartico-proteases no sobrenadante de cultura desta espécie: A
aspergilopepsina A e aspergilopepsina B. A enzima A ja foi sequenciada, porém existem
pouquissimas informacdes sobre suas propriedades bioquimicas e seu emprego biotecnold-
gico (Berka et al., 1990). Além disso, muito pouco é sabido sobre a aspergilopepsina B, pois
esta enzima ainda ndo foi sequenciada ou caracterizada bioguimicamente. Portanto 0s
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objetivos deste estudo é conhecer melhor a atividade proteolitica dos sobrenadantes de cultura
de A. awamori.

MATERIAL E METODOS

A. awamori (cepa 2B.361 U2/1) foi cedido do pelo Departamento de Microbiologia do
Laboratorio de Materiais de Referéncia do Instituto Nacional de Controle e Qualidade em
Saude (INCQS), Fiocruz. Este fungo foi crescido em meio Breccia modificado. As células
foram decantadas por centrifugagéo (2.000 x g/ 10 min/ 4°C) e o sobrenadante coletado. Este
sobrenadante foi clarificado (10.000 x g/ 30 min/ 4°C) e liofilizado obtendo-se a fracéo de A.
awamori para obtencéo das proteases secretadas.

O teor de proteinas da fracdo foi mensurado pelo reativo de Bradford, usando a
albumina de soro bovino como padréo.

A fracdo foi submetido a eletroforese em geis de 12% de poliacrilamida contendo
dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE), de acordo com a metodologia descrita por Laemnli,
para avaliar o perfil de proteinas.

A atividade proteolitica foi estudada inicialmente em géis de 10% de SDS-PAGE
contendo gelatina co-polimerizada, e também avaliada contra os substratos proteicos caseina e
gelatina, incubando-os com 10ug de proteina da fracdo de A. awamori por 30 min, a reagdo
paralisada com &cido tricloacético e a absorvancia da reacdo lida em espectrofotdmetro a
280nm. A atividade peptidasica foi estudada incubando 10ug de proteina da fragcdo de A.
awamori com 125 uM do substrato N-p-tosil-L-arginina metil éster (.-TAME) por 15 min e a
reacao lida em espectrofotdmetro a 247nm (Silva-Lépez et al., 2005).

O valor de pH em que a atividade é maxima da fracdo de A. awamori foi estimado
incubando-se 10ug de proteina da fragdo e 0s substratos caseina e gelatina em tampdes
(50mM) com diferentes valores de pH: citrato de sodio (pH 4,0- 6,5), Tris/HCI (pH 7,0-8,5) e
carbonato/bicarbonato (pH 9,0-10,0).

A estabilidade térmica das proteases da fracdo de A. awamori foi avaliada incubando-se,
a fracdo no tampdo de pH 6timo, na auséncia do substrato, por 24 horas a 60°C. Apds este
periodo, foi adicionado (L.-TAME) e a reacdo conduzida por 15 min. Ja a temperatura 6tima
foi determinada utilizando a fragdo, L.-TAME e caseina e tampdo de atividade méaxima da
enzima. A fracéo foi encubada em temperaturas de 20 até 60°C, com intervalos de 10°C, e a
hidrélise do substrato foi determinada a 247nm para o .-TAME e 280nm para a caseina
(Silva-Lopez et al., 2005).

A inibicdo da atividade enzimatica foi avaliada incubando previamente a fracdo com
inibidores especificos de diferentes classes de proteases por 30 min. A reacdo foi disparada
pela adicdo do .-TAME e conduzida por 15 min. Solugdes controle foram conduzidas
simultaneamente e a porcentagem de inibicdo estimada tomando-se a solucdo controle sem
adicdo do inibidor como 100 % da atividade (Silva-Ldpez et al., 2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO
A fracdo de A. awamori apresentou pequenas diferengas nos perfis de proteinas em
SDS-PAGE nas condicdes de reducdo e ndo reducdo, indicando a presenca de proteinas
simples e com mais de uma cadeia polipeptidica e, mostrou que as bandas majoritarias de
cerca de 110 e 46 kDa correspondem a 20 e 27%, respectivamente, do total das proteinas do
gel (Fig 1). Em SDS-PAGE gelatina proteinas na faixa de 70-77 kDa apresentaram importante
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atividade litica sobre a gelatina. E possivel que as proteases ndo sejam as majoritarias e
muitas vezes ndo aparecem num SDS-PAGE corados com corantes menos sensivel como o
Azul de Coomassie.

Figura 1 - Perfil proteico em SDS-PAGE 12% em condicGes de
nédo reducédo (A) e reducéo (B).

As proteases da fracdo de A. awamori apresentaram curvas
de pH com picos de atividade em diferentes valores de pH como
i 5,5, 6,5, 7,5 e 9,0, indicando a presenca de proteases de diferentes
= ~ == | classes como aspartico, cisteino, serino e metalo-proteases

| - == | (Barret, 1994).
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= | enzimatica e, portanto, o estudo da temperatura 6tima de uma
enzima é essencial para sua caracterizacdo bioquimica (Daniel e
Danson, 2013). Em baixas temperaturas, onde a energia cinética é baixa, o encontro do
substrato com o sitio ativo é desfavorecido, por outro lado, em altas temperaturas, a enzima
pode sofrer desnaturacdo. A temperatura onde atividade méaxima de hidrélise do (-TAME
pelas enzimas secretadas de A. awamori foi a 50°C, contudo a 60°C ocorreu diminui¢do da
atividade, possivelmente pelo rompimento das pontes de hidrogénio das proteases. A
estabilidade térmica das enzimas da fracdo de A. awamori foi estudada incubando a fracdo a
60°C/24 h sem substrato, pois este estabiliza a estrutura tridimensional das enzimas (Silva-
Ldpez et al., 2005). A atividade proteolitica da fracdo foi quase completamente preservada,
demonstrando a excelente estabilidade térmica das suas proteases.

Tabela 1 - Atividade residual do ensaio de inibi¢cdo em todos os pH 6timo de atuagéo.

Atividade residual (%0)
- Tipo de

Inibidor [ 1] inibidor pH 5,5 pH 6,5 pH 9,0
Benzamidina 1 mM Serino 99,6 +0,4 91,8 +8,2 97,2+28
PMSF?8 1 mM Serino 100 £0,0 100 £0,0 83,9+16,1
lodocetamida 1 mM Se”er}% Cist| 919401 | 064436 | 995+05
E64° 1uM Cisteino 949+51 93,1+6,9 928+7,2
EDTAC 10mM Metalo 86,4 +13,6 100+ 0,0 98,2+1,8
Phenantrolina 10 mM Metalo 100 £0,0 100 £0,0 100 £0,0
Pepstatina 1uM Aspértico 56,2 + 27,8 73,9+ 16,3 64,3 + 13,7

3PMSF: Fluoreto de fenilmetanossulfonil. CEDTA: Acido etilenodiamino tetra-acético. °E64: N-[N-
(L-3-trans-carboxyirane-2-carbonyl)-L-leucyl]-agmatine.

Os inibidores especificos das proteases e 0 estudo do pH 6timo, sdo Uteis para estudar as
classes de enzimas proteoliticas encontradas na fracdo de A. awamori (Tabela 1). A atividade
das enzimas apresentou uma importante inibicdo pela pepstatina, que € um inibidor das
aspértico-proteases, sugerindo a presenca da atividade de proteases desta classe, além do pico
de atividade em pH 5,5. Também foi observada pequena inibi¢cdo pelo PMSF, um inibidor de
serino-proteases, sugerindo a presenca deste tipo de protease na amostra pois foi observado
picos de atividade em valores de pH de 7,5 e 9,5 tipico das serino-proteases.
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CONCLUSOES
Os resultados indicam que o fungo A. awamori secreta para 0 meio de cultura proteases
acidas e alcalinas com importante atividade proteolitica e estabilidade térmica, capazes de
hidrolizar de modo bastante distinto substratos peptidicos e proteicos em distintos valores de
pH. Os estudos com inibidores de proteases sugeriram que a atividade de aspartico protease é
a predominante. Portanto, este estudo indica que sobrenadante de cultura deste fungo é uma
importante fonte de proteases com potencial emprego biotecnolégico.
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