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RESUMO

O processo de hidrolise por peptidases consiste na quebra das moléculas de proteinas
em peptideos de baixa massa molecular. A hidrdlise enzimdtica apresenta uma série de
vantagens sobre a hidrolise quimica por ser uma metodologia ecologicamente correta, ndo
poluente e produzir, geralmente, um produto incolor e totalmente orgdnico. Este trabalho
teve como objetivo o melhoramento do processo de obtenc¢do de hidrolisados proteicos
usando como substrato aveia. As trés cepas analisadas apresentaram resultados satisfatorios
quanto a produ¢do de hidrolisados proteicos em meio suplementado com aveia. De acordo
com os resultados obtidos através da dosagem de proteinas podemos concluir que o melhor
resultado foi para cepa Bacillus licheniformis (LFB-FIOCRUZ 1269).
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INTRODUCAO

O processo de hidrolise por peptidases consiste na quebra das moléculas de proteinas
em peptideos de baixa massa molecular e em aminoacidos. As peptidases tém grande
importancia biologica, médica e biotecnoldgica, e constituem um produto com alto valor
agregado, podendo participar de diversos processos industriais, dentre eles estdo a industria de
detergentes, alimenticia, farmacéutica, entre outras. As peptidases correspondem a
aproximadamente 60% do total de enzimas no mercado mundial e cerca de 40% das
peptidases comercializadas sdo de origem microbiana. Destas, destacam-se as peptidases
alcalinas produzidas por bactérias do género Bacillus, cujas aplicacdes t€m aumentado
acentuadamente devido a capacidade de producdo destes microrganismos ¢ a alta atividade
catalitica das peptidases por eles produzidas (Joo e Chang, 2006). A hidrdlise enzimatica
apresenta uma série de vantagens sobre a hidrdlise quimica incluindo o fato de ser uma
metodologia ecologicamente correta, ndo poluente e produzir um composto incolor totalmente
organico. A obten¢do de hidrolisados proteicos pode usar proteinas de origem vegetal como a
soja e aveia, ou proteina animal como a queratina das penas de frango, pélos e cascos de
animais (Mazotto, 2008).

Um dos setores que mais utilizam os hidrolisados ¢ o de cosmético tendo como alvo a
indtstria de produtos capilares. A maioria dos produtos cosméticos com a finalidade de
melhorar hidratagdo, a emoliéncia ou a restauracdo das fibras capilares danificadas apresenta
em sua formulagdo algum hidrolisado de proteina, animal ou vegetal (Villa, 2008). Este
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trabalho teve como objetivo o melhoramento do processo de obtencdo de
hidrolisados proteicos usando como substrato aveia.

MATERIAL E METODOS

Efeito do pH, temperatura e concentracio de substrato na producio de hidrolisados
proteicos e peptidases

Os peptideos de aveia foram obtidos por hidrolise enzimatica através de peptidases
microbianas usando cepas de Bacillus subtilis (LFB- FIOCRUZ 1273), Bacillus licheniformis
(LFB-FIOCRUZ 1269), Bacillus subtilis (LFB-FIOCRUZ 1267) através de fermentacao
submersa.

Os microrganismos foram cultivados em meio extrato de levedura (extrato de levedura
0,5%, peptona 0,5%, KCI 2,0% e sacarose 2,0%) por 24 horas a 28°C sob agitacdo constante
(300 rpm) para obter massa celular, lavados com salina (2x 3000 rpm/20min) e inoculados em
meio contendo 0,01% de extrato de levedura e diferentes concentragdes de aveia (0-2), pH (5-
8; tampao fosfato NaH,PO4 0,06M e K,HPO4 0,04M) e incubados a diferentes temperaturas
conforme a tabela 1.

Tabela 1. Efeito do pH, temperatura e concentragdo de substrato na produgdo de hidrolisados proteicos e
peptidases.

Ensaio pH Temperatura (°C) aveia (g/l)  Ensaio pH Temperatura (°C) aveia (g/l)

1 7 34 1 11 7 34 1
2 7 34 0 12 7 44 1
3 8 28 1,5 13 6 40 1,5
4 7 34 1 14 7 34 1
5 8 40 1,5 15 6 28 0,4
6 5 34 1 16 8 28 0,4
7 7 23 1 17 8 34 1
8 7 34 1 18 6 28 1,5
9 8 40 0,4 19 6 40 0,4
10 7 34 2 20 7 34 1

Ap6s 5 dias de cultivo sob agitacdo de 300 rpm, o sobrenadante foi obtido por
centrifugacdo a 4.000 rpm por 20 minutos e as concentragdes de proteinas determinadas
segundo o método de Lowry et al. (1951).

Validacao dos resultados
Foi selecionado a melhor condigdo de pH e temperatura, e a partir disto foi realizada a
otimizagdo quanto a concentracdo de aveia, variando em 2g, 2,5g, e 3g.

Zimografia

Para a zimografia, os microrganismos foram cultivados em meio aveia (aveia 1%,
extrato de levedura 0,01% e tampao fostafo pH 7). Ap6s 5 dias de cultivo do meio fermentado
foi centrifugado (4.000 rpm por 20 minutos) e aplicado em gel com substrato gelatina. A
zimografia foi realizada como descrito por Mazotto et al., 2010.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

As trés cepas analisadas apresentaram resultados satisfatorios quanto a producdo de
hidrolisados proteicos em meio suplementado com aveia. Os melhores resultados foram
obtidos, para as trés cepas, quando se utilizou a concentra¢do de 2 g de aveia no meio, e
também quando o processo de fermentacdo se deu em 34°C em pH 7. Nestas condigdes a cepa
1269 apresentou 6,8 mg/ml de peptideos, a cepa 1273 apresentou 6,7 mg/ml e a cepa 1267,
6,5 mg/ml (figura 1). A diferenca entre as cepas nao foi significativa, entretanto era esperado
que estas apresentassem resultados semelhantes, uma vez que o perfil de peptidases
produzidas por elas em meio com aveia ¢ semelhante, como mostra a zimografia (figura 2).
As cepas 1267 e 1273 apresentam o mesmo perfil proteolitico, enquanto a cepa 1269 possui
um perfil de multiplas bandas com algumas diferencas na faixa de migracao entre 80-100 kDa
e 30kDa aproximadamente. A semelhanca entre 1267 e 1273 explica-se por serem cepas da
mesma espécie.

Quando estas cepas foram cultivadas com 1% de aveia, a 34°C pH 7, as concentragdes
de proteinas obtidas foram de 3,9 mg/ml para as cepas 1269 e 1273, e 3,7 mg/ml para 1267,
valores aproximadamente 2 vezes menores que o observado quando o meio de fermentacdo
continha 2% de aveia. Para a validacdo dos resultados obtidos, as melhores condigOes de
cultivo foram repetidas para a cepa 1269, ¢ novas concentragdes de aveia também foram
avaliadas, uma vez que este se mostrou o principal fator na produgdo de peptideos (Figura 3).
A concentracdo de aveia efetivamente afeta a producdo e os melhores resultados foram
apresentados quando a concentragdo de aveia no meio era de 3g. Concentragdes superiores
foram também testadas, mas por dificultar a aeracdo do processo, foram desconsideradas
(dado nao mostrado).
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Figura 1. Concentracdo de proteinas em resposta a alteragcdes de pH, temperatura e concentragdo de aveia das
amostras Bacillus subtilis LFB-FIOCRUZ 1267 (A), Bacillus licheniformis LFB-FIOCRUZ 1269 (B), Bacillus
subtilis LFB- FIOCRUZ 1273 (C).
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Figura 2. Zimografia mostrando diferentes Figura 3. Concentragdo de em resposta a
bandas para cada sobrenadante obtido. alteragdes de concentragdo de aveia.
CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos através da dosagem de proteinas podemos
concluir que o melhor resultado foi para cepa Bacillus licheniformis (LFB-FIOCRUZ 1269),
sendo assim as condicdes Otimas para obtencdo de hidrolisados em meio suplementado com
aveia sdo temperatura a 34°C, pH 7 e concentragdo de aveia 3g.
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