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RESUMO

Este trabalho objetivou avaliar, através do grau de hidrélise (GH), os efeitos de diferentes
condicOes de temperatura, de relagdo enzima:substrato (E:S) e de concentracéo de substrato, ao longo
de 8 horas, na reacgdo de hidrdlise enzimatica de caseina de leite bovino, catalisada pela protease de
Bacillus sp. P45. As hidrolises foram avaliadas pelo método do pH-stat. Foi verificado que todas as
variaveis testadas possuem efeito significativo no GH. Dentre as temperaturas testadas, a de 55°C
apresentou os menores valores de GH para 8 horas de reacdo, sendo que 40°C e 50°C ndo tiveram
diferencas significativas entre si. Ao aumentar a relagdo E:S foi observada uma tendéncia no aumento
do GH. Porém, o0 aumento da concentracao de substrato demonstrou um efeito de reducéo do GH.
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INTRODUCAO

As proteases sdo enzimas capazes de catalisar a hidrdlise de ligacbes peptidicas de
proteinas e, desta forma, podem gerar peptideos fundamentais para o desenvolvimento de
inimeros processos biologicos. Sendo assim, as proteases possuem um potencial de uso, que
vai da industria alimenticia até o desenvolvimento de farmacos, entre outros. Neste contexto, o
Bacillus sp. P45 (Numero de acesso no GenBank: AY962474) é um micro-organismo, isolado do
intestino do peixe Jaraqui (Piaractus mesopotamicus), da bacia amazénica, que se destaca por
ser capaz de utilizar substratos de baixo custo e produzir proteases. Sendo assim, este trabalho teve
como objetivo avaliar os efeitos de diferentes condi¢Oes de temperatura, relacdo enzima:substrato
(E:S) e de concentragéo de substrato ao longo de 8 horas na reagédo na reacdo de hidrdlise enzimatica
de caseina de leite bovino (CLB) catalisada pela protease de Bacillus sp. P45.

MATERIAL E METODOS

Material

A azocaseina foi comercialmente adquirida da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO,
USA). A CLB foi adquirida da Synth® com concentragdo de 90% (m/m) de proteinas. Os outros
reagentes quimicos empregados foram de grau analitico. A solucdo de CLB foi preparada
através da dissolugdo em agua destilada com o pH corrigido para 7,5 pela adicéo de solucgéo de
NaOH.
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Aparato experimental

O sistema reacional teve o pH e a temperatura monitorados e registrados continuamente
através de uma interface computacional de aquisicao de dados com base na plataforma Arduino
Uno®. Este sistema foi composto por dois reatores fechados, encamisados, de 100 ml, com
banho de recirculacdo de 4gua e com agitacdo magnética.

Producéo e purificacéo da protease de Bacillus sp. P45

O cultivo de Bacillus sp. P45 foi realizado, segundo Daroit et al. (2009). O extrato
enzimatico bruto foi obtido pela separacdo do sobrenadante resultante da centrifugacdo do
cultivo desse micro-organismo.

A protease de Bacillus sp. P45 foi purificada a partir de uma estratégia determinada por
Sala et al. (2014) que consistiu de uma sequéncia de dois sistemas aquosos bifasicos (SAB)
integrados ao processo de diafiltracdo para remocgédo de polietileno glicol (PEG). A enzima
purificada foi liofilizada e armazenada a 4°C para utilizacdo nas etapas posteriores.

Ensaios de hidrolise com protease de Bacillus sp. P45

Os ensaios de hidrdlise de CLB foram realizados nas temperaturas de 40°C, 50°C e
55°C, nas relagdes E:S de 200 U/g de proteina, 400 U/g de proteina e 600 U/g de proteina, nas
concentragdes de proteina de 2,5%, 3,5% e 4,5% (m/v) e com o pH inicial de aproximadamente
7,5. Os experimentos para a avaliagdo dos efeitos exercidos pela temperatura, pela relagdo E:S
e pela interacdo entre essas varidveis no grau de hidrdlise (GH) da reacdo tiveram a
concentracdo de proteina fixada em 3,5% (m/v). Os experimentos para avaliacdo dos efeitos
exercidos pela concentracdo de substrato e pela interacdo entre concentracdo de substrato e
relacdo E:S no GH da reacéo tiveram a temperatura fixada em 40°C.

Ao reator foram adicionados 75 ml da solucdo de CLB e a reacdo comegou a ser
monitorada apds a adicdo da solugdo enzimatica. O pH foi corrigido manualmente com o uso
de solucdo de NaOH apds meia hora de reacdo e a cada hora subsequente, por um total de 8 h
de reacdo. Os volumes de base utilizados foram registrados para o célculo do GH.

Determinacdo da atividade enzimatica

A determinacdo da atividade proteolitica do liofilizado contendo protease de Bacillus
sp. P45, foi realizada conforme a metodologia descrita por Daroit et al. (2009), usando
azocaseina 1% (m/v) como substrato. A transmitancia da solugéo resultante desta metodologia
foi medida a 420 nm. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade
de enzima que causa a mudanca de 0,1 unidades de absorvancia sob condi¢Oes especificas de
reacao.

Determinacéo do grau de hidrolise

O GH foi estimado pelo método do pH-stat, seqgundo Adler-Nissen (1986), podendo ser
calculado pela combinacao da Equacéo 1, da Equacéo 2 e da Equacéo 3.

o)~ B Ns 1QPH-PK) 298-T
GH (%) ahy m, 100 (1) « BT (2) pK=7,8+ 208 T 2400 (3)

Onde: B é o0 volume consumido de base durante a hidrélise (ml); Ng € a normalidade da
base consumida durante a hidrolise; m, é a massa de proteina do substrato proteico (g); hot é 0
namero de ligagdes peptidicas (mol/kg); a ¢ o grau de grupamentos amino liberados pela
hidrélise; pH € o valor fixado para o método de pH-stat; pK é a constante de dissociagdo acida
do grupamento amino; e T € a temperatura da hidrolise em Kelvin.
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Analise estatistica

Foram realizadas duas analises de variancia (ANOVA) fatoriais de medidas repetidas
para a avaliacdo dos efeitos. As médias foram comparadas pelo Teste de Tukey e as diferencas
foram consideradas significativas quando p<0,05 em um nivel de confianca de 95%.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Através dos experimentos com concentracdo de substrato fixa, foi verificado que os
efeitos da temperatura, da relagdo E:S e de suas interacbes no GH sédo significativos. A
Figura 1 (a) e a Figura 1 (b) apresentam os valores médios de GH para estes experimentos. Na
Figura 1 (a) se observa que a reacdo a 55°C foi prejudicada. Isto se deve a desnaturacdo térmica
da protease, conforme observado por Lemes (2015). Em seus estudos ele verificou que a meia
vida da enzima a 40°C é aproximadamente 4 vezes maior do que a meia vida da enzima a 55°C.
Alem disso, a Figura 2 (a) demonstra que ndo houve diferenca significativa entre os efeitos das
reacdes a 40°C e a 50°C.

Figura 1 — Efeitos da temperatura (a), relacéo E:S (b) e concentragéo de substrato (c) no GH.
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Através dos experimentos com temperatura fixa, foi verificado que houve efeito
significativo da variagdo da concentracdo de proteina, porém néo houve efeito significativo para
a interacdo entre concentracdo de substrato e relacdo E:S. Sendo assim, dentro do intervalo
testado, as variaveis influenciam o GH de forma independente uma da outra. Com isso, 0
aumento de concentracdo de proteinas tende a diminuir o GH e, o aumento da relagéo E:S
devera tende a aumentar o GH.

Como pode ser observado na Figura 2 (b) todas as relacGes E:S testadas foram
estatisticamente diferentes entre si. Apesar do efeito das concentragdes de proteinas de 2,5% e
4,5% néo terem sido significativamente diferentes entre si, para os dados de 8 horas de reagédo
(Figura 1 (c)), elas sdo significativamente diferentes quando consideramos a média de todos 0s
tempos, devido ao maior numero de amostras e consequente reducao do erro experimental.

O maior valor de GH dentre todos os ensaios realizados foi de 7,4% e ocorreu para as
condicdes de temperatura de 40°C, relacdo E:S de 600 U/g de prot. e 3,5% de concentracdo de
proteina. De acordo com as avaliagdes dos efeitos das diferentes condic¢Ges de hidrolise, a Unica
condicdo inesperada foi a da concentracdo de substrato. Apesar deste ter sido o valor mais alto
de GH encontrado nos ensaios, valores de aproximadamente 9% ja foram reportados na
hidrolise de caseinato bovino pelo uso desta protease (Hidalgo et al., 2012).
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Figura 2 — Analise de diferenca de médias dos GH na oitava hora de reacdo para a
temperatura (a), relagdo E:S (b) e concentragdo de proteinas (c).
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Média * desvio padrdo, n = 6. Letras iguais em cada gréfico, indicam que néo ha diferenca entre valores (p < 0,05).
CONCLUSOES

A hidrélise de CLB foi significativamente influenciada por todas as varidveis
independentes testadas. Apesar do efeito das temperaturas de 40°C e 50°C ndo terem sido
significativamente diferentes entre si, 0 aumento para 55°C produziu um efeito negativo, devido
a desnaturacdo térmica da protease. Contudo, o0 aumento da relacéo E:S demonstrou um efeito
positivo no GH, podendo ser considerado o mais significativo dentre os efeitos testados, uma
vez que as médias dos valores de GH dos seus fatores apresentaram as maiores diferencas e
foram significativamente diferentes entre si. Por outro lado, 0 aumento da concentragdo de
substrato produziu um efeito negativo no GH, sendo que as diferencas das médias dos seus
fatores foram as menores dentre as variaveis independentes testadas.
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