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RESUMO

A utilizagcdo de enzimas como agentes de modificagdo de propriedades
funcionais de proteinas tem se difundido bastante, principalmente, nas
industrias de alimentos. Um dos grupos mais estudados para este fim sédo as
proteases. Proteases séo responsaveis pelas quebras de ligacdes peptidicas
entre os aminoacidos das proteinas, produzindo peptideos menores e
aminodcidos livres funcionais. O uso da enzima Neutrase® se explica por ser
uma protease que hidrolisa proteinas do soro de leite, um subproduto
altamente poluente e, na maioria das vezes, descartado nas industrias de
laticinios, visando a obtencdo de derivados com melhores propriedades
funcionais. O objetivo geral deste trabalho consistiu em caracterizar
parcialmente o extrato bruto da Neutrase® comercial derivada de um Bacillus
sp. Os resultados obtidos mostraram no primeiro ensaio enzimatico da
neutrase livre, sua atividade, determinada através de analise
espectrofométrica, foi de 27,9 U/mL. Ja a dosagem de proteinas totais
encontrada no ensaio resultou em um valor de 0,94 mg/mL. Na temperatura
otima de atividade, 55 °C, a protease manteve-se estavel por algumas horas.
Além disso, com o uso de ions metalicos observou-se uma caracteristica da
existéncia de metaloproteases no extrato. Em relacdo a imobilizacao
covalente, foram testados dois suportes e os valores de atividade dos
derivados Neutrase-Glioxil-Sabugo de milho (NGSM) e Neutrase-Glioxil-
Agarose (NGA) foram 1,04 U/g e 1,15U/g, respectivamente. Além de
rendimentos de imobilizacdo abaixo do esperado, valores ndo satisfatorios
para a metodologia utilizada. Apesar disso, estudos futuros com outros tipos
de imobilizacdo e funcionalizacdo do suporte podem favorecer a atividade
hidrolitica da enzima, fato que ainda a torna um possivel potencial para novas

aplicacdes industriais.

Palavras-chave: enzima; protease; neutrase; hidrélise; imobilizacéo
covalente.
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1 INTRODUCAO

As enzimas sao moléculas organicas naturalmente produzidas por todos
0S organismos, capazes de catalisar e, dessa forma, acelerar a velocidade das
reacdes bioquimicas no meio vivo. Além da funcdo metabdlica, elas podem ter
inimeras outras aplicaces.

A tecnologia atual permite que as enzimas sejam extraidas de materiais
biolégicos e purificadas, fato que ampliou 0 uso destas em inidmeros segmentos
industriais. As plantas, 0s animais e 0s microrganismos sao representantes das varias
fontes biolégicas de enzimas, entre as quais as enzimas microbianas representam a
maior parte das enzimas industriais.

A demanda global por novas tecnologias considera processos que Sao
ecologicamente seguros, favorecendo a reducdo no uso de compostos quimicos
nocivos ao meio ambiente. A este respeito, a tecnologia enzimatica € considerada um
substituto viavel para transformacdes quimicas, e para o tratamento de residuos
derivados da atividade industrial (SILVA, 2018 a, b, c).

Dessa forma, a introducéo de enzimas como catalisadores em processos
industriais mostra-se cada vez mais vantajosa, principalmente por serem substancias
naturais, amplamente especificas e apresentarem baixa toxicidade. Além disso, a
atividade enzimatica pode ser regulada de maneira simples e facil, bastando modificar
0s parametros do meio de reacdo, adicionando algum efetor ou alterando o pH
(DZIEZAK, 1991; COLEN, 2006).

Do ponto de vista industrial, uma enzima comercialmente viavel € aquela
gue garante a obtencdo de um produto de melhor qualidade que o método tradicional,
melhoria no processo de producdo, reducdo de custos, producdo em operacdes
reduzidas ou indisponiveis no mercado e com diminuicdo de efluentes ao final do
processo (ORLANDELLI et al., 2012).

As enzimas utilizadas em escalas industriais ainda devem tolerar
elevadas concentracdes salinas, mudancas de temperaturas, pH e concentracdes de
substratos e produtos nos reatores, dentre outros fatores operacionais (SHELDON,;
PEREIRA, 2017).
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Grande parte do sucesso da implementacdo de enzimas em processos
industriais se deve aos avancos alcancados pelo desenvolvimento de novas
tecnologias capazes de produzir enzimas a baixo custo e também em estabilizar e
prolongar a vida util destes biocatalisadores, tornando os processos mais atrativos
economicamente, fato que cada vez mais intensifica a busca por novas fontes
produtoras (CHAPMAN et al., 2018).

O processo de atividade catalitica e obtencdo do produto da hidrélise
pode ser melhorado de variadas maneiras, uma delas é através do método de
imobilizacdo de proteinas. Apontado como um dos processos mais inovadores e,
recentemente, bem estudados sistemas para aumentar a produtividade em uma
escala industrial. Diversas técnicas de imobilizacdo ja séo utilizadas em diversos
setores industriais (ES; VIEIRA; AMARAL, 2015). Enzimas imobilizadas apresentam
uma maior estabilidade, que gera uma maior aplicabilidade para producé&o industrial
(LI; DING; ZHOU, 2013).

Nesse contexto, a expansao do conhecimento sobre as propriedades
das proteases, em conjunto com processos de imobilizagcdo que facilitem sua
aplicacdo e aumentem sua produtividade, sdo de grande interesse social e

econdbmico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Enzimas Proteoliticas

Proteases, também conhecidas como proteinases, peptidases ou enzimas
proteoliticas, pertencem a um grupo de enzimas que hidrolisam ligacdes peptidicas
entre os aminoacidos das cadeias polipeptidicas, produzindo peptideos menores e
aminoacidos livres (RAO, et al., 1998). O processo € chamado de clivagem
proteolitica, e € um mecanismo altamente especifico comum de ativacdo ou inativacédo
de enzimas. Como uma molécula de &gua é utilizada no processo, as proteases sao
classificadas como hidrolases (SANTOS, 2007; GURUMALLESH et. al., 2019) e estéo
entre os trés grandes grupos de enzimas industriais com demandas crescentes no
mercado e por isso sdo estudadas extensivamente. (VOJCIC et al., 2015).

As enzimas proteoliticas podem ser divididas em dois grupos,
dependendo da regido catalitica que atuam (Figura 1). Caso a enzima for capaz de
atuar sobre as ligacdes peptidicas na regido interna da proteina, ela € chamada de
endopeptidase. Endopeptidases podem ser subdivididas em quatro outros grupos,
baseados em seu mecanismo de acéo (serina protease, cisteina protease, aspartico
protease e metaloprotease). Ja as exopeptidases sdo enzimas capazes de atuar nas
extremidades da proteina, podendo também ser subdivididas em dois outros dois
grupos, baseado no sitio de acdo (aminopeptidase e carboxipeptidase). (MURRAY,
2011; WARD et al., 2009).
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Figura 1 - Representacdo esquematica da acdo das aminopeptidases e
carboxipeptidases, assim como as endopeptidases em um substrato
polipeptidico.
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As proteases em geral podem ser classificadas em acidas, neutras e
alcalinas emrelacéo a faixa de pH em que as atividades séo 6timas (SANDHYA et al.,
2005). Para a industria alimenticia, as proteases neutras sdo as mais relevantes,
devido a sua funcéo de hidrdlise de ligacdes de aminoacidos hidrofébicos, restritos ao
pH neutro, reduzindo assim o amargor dos hidrolisados de proteinas alimentares
(SANDHYA et al., 2005).

2.2 Obtencéo e aplicacdes das proteases

As proteases sao fisiologicamente necessarias a todos 0s organismos
vivos. Sao oriundas de diversas fontes, incluindo animais (produtores de tripsina,
guimiotripsina, pepsina), plantas (capazes de produzir papaina, bromelina,

gueratinases, ficina) e microrganismos. Os ultimos sao os principais produtores de
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proteases preferencialmente utilizadas na industria, devido a facil manipulacgéo, altas
taxas de producéao e liberacéo para o meio extracelular (JISHA, V.N. et al., 2013).

Dentre as proteases microbianas destacam-se as proteases de origem
bacteriana e fungica, pois podem desenvolver-se em meio simples e barato (TAKAMI
et. al., 1990). As proteases bacterianas possuem diversas aplicac6es nas industrias
de alimentos e quimicas. Na industria de alimentos, destacam-se por ter maior
aplicacdo, apresentando um papel fundamental na fabricagdo de cervejas, na
maturacdo de queijos, no amaciamento de carnes, na producdo de hidrolisados
funcionais, na panificacéo, na producédo de adocantes artificiais e na recuperacgéo e
aproveitamento de residuos e subprodutos (THYS, 2004).

As proteases de origem microbiana podem ser produzidas em grandes
guantidades em um curto periodo por meio de processos fermentativos. Além disso,
0s microrganismos sao considerados as melhores fontes de obtencéo de proteases
por conta de sua diversidade bioquimica e facilidade na manipulacdo genética
(SANDHYA et. al., 2005).

Além disso, microrganismos possuem a capacidade de produzir
proteases extracelulares, como € o caso das derivadas do género Bacillus, o que
facilita o processo de recuperacdo do meio de fermentacdo (GERMANO et al., 2003,
modificado).

Os métodos de obtencdo das proteases microbianas podem ser
facilmente aprimorados e as mesmas podem ser armazenadas por um longo periodo,
nao necessariamente em condi¢cdes 6timas, sem perda significativa de sua atividade
(Gupta et al., 2002).

2.3 Género Bacillus

O género Bacillus pertence ao grupo de bactérias com forma de
bastonetes moveis, gram-positivos, formadores de esporos, aerébios ou anaerobios
facultativos, sendo, na sua maioria, catalase positiva. A maior parte das espécies sao
mesofilas, com temperatura 6tima de crescimento de 25 e 37°C, mas existem
espécies termdfilas e psicrotréficas que podem crescer em temperaturas tdo altas

guanto 75°C ou tao baixo quanto 3°C, respectivamente (JAY, 2005).
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Os microrganismos pertencentes a este grupo possuem diversas
caracteristicas vantajosas para producdo de proteases, tais como facilidade de
adaptacao e crescimento, menor tempo de cultivo e alguns como, por exemplo, B.
subtilis, B. licheniformis e B. Amyloliuefaciens, por serem reconhecidos como
seguros (GRAS) pelo FDA (Food and Drug Administration) (SCHALLMEY; SINGH;
WARD, 2004).

As proteases produzidas por Bacillus apresentam grande potencial para
utilizacdo na hidrolise de proteinas e para aplicacdo em processos bioindustriais
(SIRTORI et al., 2006). Estima-se que metade da produgcéo comercial de proteases
disponiveis sao derivadas das cepas de Bacillus sp. (BEG; GUPTA, 2003).

As enzimas produzidas por microrganismos do género Bacillus
apresentam propriedades proteoliticas e distinguem-se das demais porque podem
agir sobre proteinas complexas, como as de soro de leite e da caseina, gerando
peptideos biologicamente ativos (BON et. al., 2008; DAROIT et.al., 2009). Além disso,
de todos os microrganismos alcalinofilicos, ou seja, aqueles que apresentam taxa de
crescimento 6tima em pH elevado, Bacillus sp. sdo os maiores produtores de
proteases alcalinas (JISHA, V.N et al., 2013).

2.4 Neutrase®

A Neutrase® ¢é wuma endopeptidase derivada de Bacillus
amyloliquefaciens que hidrolisa aleatoriamente as ligacfes peptidicas internas das
proteinas (MOHAMMAD, et al., 2020). E utilizada na hidrélise de proteinas vegetais e
animais devido a sua alta atividade enziméatica, boa estabilidade térmica e seguranca
natural da saude. Além disso é amplamente utilizada nas industrias de alimentos,
medicamentos, alimentos para animais, cosméticos, couro e téxteis (CHEN, et.al.,
2017). Possui uma atividade ideal em torno de pH 5,5-7,5 e 40-55 °C. A neutrase &
inativada em 85 °C por 2 min (MOHAMMAD, et al., 2020).

Enzimas com atividade 6tima em pH neutro, como a Neutrase®, tém sido
amplamente utilizadas por promoverem a hidrdlise controlada, gerando hidrolisados
com propriedades funcionais satisfatorias (LUNELLI, 2015).

A Neutrase® faz parte do grupo das proteases sendo empregada na

hidrolise de proteinas do soro de queijo, um subproduto poluente e descartado pelas
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industrias de laticinios. A utilizacdo dessa enzima visa a obtencdo de derivados com
melhores propriedades nutricionais e funcionais. (BEZERRA et al., 2012)

Devido as enzimas atuarem sob condi¢des suaves, elas sao estruturas
altamente complexas e, geralmente, frageis em condi¢cdes adversas, podendo
inativar-se, ou seja, perderem sua capacidade de catalisar rea¢cdes (TARDIOLI, 2003
apud BEZERRA et al., 2012). Portanto, o procedimento de imobilizagdo da enzima
Neutrase® visa oferecer vantagens consideraveis, com a possibilidade de
processamento continuo, a reutilizacdo da enzima, reducdo de autodigestdo, como

também podera potencializar sua aplicacdo no setor industrial (SILVA, 2015).
2.5 Imobilizag&o enzimatica e suportes covalentes naturais

A imobilizagdo é um processo utilizado para reter por meio de métodos
guimicos e/ou fisicos, a enzima em uma porc¢ao do espaco, com o intuito de maximizar
sua atividade catalitica. Imobilizacdo € um procedimento bastante versatil, pois
possibilita realizar ciclos de reuso no caso de reatores enzimaticos, facilita a
recuperacao e purificacdo do produto e uma vez imobilizada, a enzima torna-se mais
estavel mantendo seu poder catalitico efetivo por mais tempo (GUISAN, 2006;
DICOSIMO et al., 2013; TAVANO, 2013).

Na tecnologia de imobilizacdo de enzimas outro fator muito relevante é
a escolha do material suporte. Propriedades desejaveis de uma matriz incluem
resisténcia fisica, hidrofilicidade, facilidade de derivatizacéo, resisténcia ao ataque
microbiano e alta capacidade de interacdo enzima-suporte por unidade de peso e
baixo custo (GUISAN, 2006).

Uma técnica bastante eficiente € a estabilizacdo da enzima pela
imobilizacdo em suportes solidos através de ligacdes covalentes multipontuais que
entre outros objetivos visa prevenir mudancas conformacionais na estrutura terciaria
da enzima de forma a manter sua funcao catalisadora (MATEO et al., 2006).

Um dos tipos de suporte que tem maior destaque sdo os polimeros
organicos, que se caracterizam por ter uma elevada adaptabilidade a diferentes
métodos de imobilizagdo. Essa caracteristica € dada pela facilidade daimplementacéo
de grupos funcionais reativos no suporte solido. Dentre os polimeros organicos

encontram-se aqueles que podem ser classificados como naturais ou sintéticos. Os
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polimeros naturais, como os lignocelulésicos tem um custo menor por se tratar de
subprodutos agroindustriais, que sdo biodegradaveis, evitando assim danos
ambientais apés sua utilizacao (DALLA-VECCHIA, R.et al., 2004).

A utilizacdo de residuos lignocelulésicos como suporte para a
imobilizacdo de enzimas vém sendo bastante explorada, como em alguns trabalhos
encontrados na literatura. A enzima pepsina foi imobilizada com sucesso em pé de
sabugo de milho ativado, mostrando que esse residuo lignoceluldsico abundante e de
baixo custo apresenta grande potencial para imobilizacdo de enzimas (BASSAN,
2015).

Segundo (CRUZ, 2017), os resultados mostram que foi possivel
imobilizar a alcalase® em suporte glioxil-sabugo de milho (SM) com eficientes
rendimento de imobilizacdo, atividade recuperada e fator de estabilidade e mais uma
vez, este suporte natural apresentou grande potencial como suporte de baixo custo
para a imobilizacéo.

Nesse tipo de suporte todavia, torna-se necessaria a aplicacdo de
tratamentos quimicos e/ou térmicos para a ampliacdo da area superficial interna das
particulas do substrato, realizada através da degradacéo parcial da hemicelulose e da
lignina. Este procedimento impulsiona ao fracionamento dos trés principais
componentes e leva a abertura da estrutura da celulose, favorecendo a ligacéo
enzima-suporte. (CRUZ, 2017).
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3 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o extrato bruto de uma Neutrase® comercial derivada de
Bacillus amyloquiefaciens, visando apresentar as melhores condi¢cbes para a
reacBes enzimaticas in vitro e avaliar a imobilizacdo da enzima em dois suportes

covalentes (agarose e p6 de sabugo de milho).

3.1 Objetivos Especificos

- Avaliar a temperatura e pH 6timos para a atividade enzimatica;
- Determinar a estabilidade térmica da protease bruta;
- Comparar atividade enzimatica do extrato bruto livre com o imobilizado

covalentemente pelos dois tipos de suporte.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material

Enzima Neutrase® (Novo Nordisk®), p6é de sabugo de milho gentiimente doado
pela SAGRAN (Industria e Comércio de Ingredientes para racdo Ltda.), Salto
Grande/SP, caseina pura (Synth®). Todos os reagentes foram utilizados em grau

analitico.

4.2 Metodologia

4.2.1 Determinagé&o de proteinas totais

Para a determinacao da concentracao de proteinas totais, foi utilizado o método
de Lowry et al. (1951), modificado por Hartree (1972), este que se baseia no
tratamento da amostra com uma solucdo alcalina de cobre e em seguida com o
cromogeno misto de acidos fosfotungstico e fosfomolibdico. Neste segundo passo, a
cor é desenvolvida em decorréncia da reducao rapida do reagente fendlico pelos
residuos de aminoacidos aromaticos (tirosina e triptofano) e de uma reacao lenta do
guelato de cobre com a cadeia polipeptidica, obtendo-se um heteropoliacido azul com
absorcao maxima a 750 nm.

Primeiramente, o procedimento consistiu no preparo de algumas solu¢des. Todas
elas foram preparadas em quantidade suficiente para o niamero de amostras no
momento do uso. A solucdo de carbonato de sédio 2% em hidroxido de sodio (NaOH)
0,1 mol/L foi preparada pesando-se 2,0 g do sal, dissolvendo-0 em solucdo de
hidroxido de sddio 0,1 mol/L, para o volume de 100 mL. Para o preparo de 1 mL da
solucéo de sulfato de cobre 1%, foram dissolvidos 10 mg do sal em agua ultrapura; a
solucéo de tartarato de sodio e potassio 1% foi preparada com 0,25 g do sal, dissolvido
em 25 mL &gua ultrapura. A solucdo de cobre-tartarato-carbonato (Solucdo A)
contendo 2 % de carbonato de sddio, 0,01 % de sulfato de cobre e 0,02 % de tartarato
de potassio em hidréxido de sodio 0,1 N, foi preparada com 1 mL da solucao de sulfato
de cobre, 1 mL da solucdo de tartarato de sodio e potassio 1% e completou-se o
volume com solugéo de carbonato de sodio 2% em hidroxido de sédio 0,1 N para 100

mL.
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4.2.2 Curva Analitica da Proteina Soro Albumina Bovina (BSA)

Para fins de calculo, foi construida uma curva analitica utilizando soro albumina
bovina (BSA) como padrdao com concentracdo estoque de 0,6mg/mL, diluida duas
vezes até atingir a concentracao de 0,3mg/mL.

Foram reservados 8 tubos de ensaio para andlise da amostra proteica. Ao tubo 1
nao foi adicionado proteina (controle); ao tubo 2, 0,05 mL; ao tubo 3, 0,10 mL; ao tubo
4, 0,15 mL; ao tubo 5, 0,20 mL; ao tubo 6, 0,25 mL; ao tubo 7, 0,30 mL e, finalmente
ao tubo 8, 0,35 mL. Os volumes de cada tubo foram completados com agua miliq até
0,5 mL (Tabela 1).

Em seguida, a cada tubo foram acrescentados 2,5 mL de solugcéo A, seguido de
agitacdo e repouso por 15 minutos.

Posteriormente, 0,25 mL do reagente Folin-Ciocalteau diluido na relagdo 1:1 (v/v)
foi colocado em cada tubo. Apés breve agitacdo e repouso de 30 minutos, as amostras

do ensaio foram lidas em espectrofotometro a 660 nm.

Tabela 1- Valores necessarios para a construcao da curva de calibracdo da
albumina de soro bovino (BSA)

Tubos Solucéo H,0 Solucéo Espera Folin- Espera
de BSA Ciocalteau
(mL) A
(mL) (mL) (mL)
1 - 0,50 2,50 15’ 0,25 30°
2 0,05 0,45 2,50 15’ 0,25 30°
3 0,10 0,40 2,50 15’ 0,25 30°
4 0,15 0,35 2,50 15’ 0,25 30’
5 0,20 0,30 2,50 15’ 0,25 30’
6 0,25 0,25 2,50 15’ 0,25 30’
7 0,30 0,20 2,50 15’ 0,25 30’
8 0,35 0,15 2,50 15’ 0,25 30’
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O valor do coeficiente de absortividade foi determinado de acordo com o
coeficiente angular obtido pela equacéo da reta da curva de [amostra proteica] x
Absorbéancia, atingida pela média das absorbancias do experimento, realizado em

triplicata em cada ensaio.

4.2.3 Diluicdo do extrato enzimético

O extrato comercial da neutrase® mantido refrigerado passou por um processo
de diluicéo prévio, onde em 10 mL de agua ultrapura foram adicionadas 100 pL do
extrato enzimatico, ocasionando uma diluicdo de 101 vezes do extrato.

4.2.4 Determinacdo da dosagem de proteina pelo método de Hartree (1972)

Foram reservados 6 tubos de ensaio para dosagem da amostra protéica diluida
(item 4.2.3) da neutrase®. Ao tubo 1 nédo foi adicionado proteina (controle); ao tubo 2,
0,05 mL; ao tubo 3, 0,10 mL; ao tubo 4, 0,15 mL; ao tubo 5, 0,20 mL e, finalmente ao
tubo 6, 0,25 mL Os volumes de cada tubo foram completados com agua miliq até 0,5
mL (Tabela 2).

Em seguida, a cada tubo foram acrescentados 2,5 mL de solugéo A (item 4.2.1),
seguido de agitacdo e repouso por 15 minutos.

Posteriormente, 0,25 mL do reagente Folin-Ciocalteau diluido na relacdo 1:1 (v/v)
foi colocado em cada tubo. Apés breve agitacdo e repouso de 30 minutos, foram

realizadas as leituras das amostras em comprimento de onda de 660 nm.

Tabela 2- Valores utilizados para a dosagem de proteinas

Tubos Amostra H,0 Solucdo Espera Folin- Espera
neutrase® Ciocalteau
(mL) A
mL mL
(mL) (mL) (mL)
1 - 0,50 2,50 15’ 0,25 30°
2 0,05 0,45 2,50 15’ 0,25 30°

3 0,10 0,40 2,50 15’ 0,25 30°
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4 0,15 0,35 2,50 15’ 0,25 30’
5 0,20 0,30 2,50 15’ 0,25 30’
6 0,25 0,25 2,50 15’ 0,25 30’

4.2.5 Céalculo da quantidade de proteinas
A quantidade de proteina foi calculada pela equacéo:

Figura 2- Equacéo para calculo da concentracao da proteina

)

E

Prot. = e

Onde:

Prot.: Concentracdo de proteina (mg/mL);
> Abs: somatéria das absorbancias obtidas;
€: coeficiente de absortividade da curva analitica de BSA;

Ve: Volume total de amostra (enzima) utilizado no experimento (mL).

4.2.6 Ensaios para determinacdo da atividade enzimatica

4.2.6.1 Teste de atividade qualitativa

A enzima neutrase® foi analisada qualitativamente através do ensaio com gelatina.
Foi adicionado gelatina (5 mg/mL) em tampéo Mcllvaine pH 7,0 em 4 tubos de ensaio
mantidos a 35 °C por 10 minutos para homogeneizacdo. Apés este tempo foi
adicionado 50 pL, 100 pL e 150 pL nos tubos 2, 3 e 4 (Tabela 3), respectivamente de
enzima neutrase® conforme preparacéo citada no item 4.2.3. Apos a adicdo do extrato
enzimatico aos tubos contendo a gelatina, os mesmos foram mantidos por 20 minutos
a 70 °C com agitacdo. Em seguida, os tubos foram colocados em gelo para verificar a

atividade da enzima sobre a gelatina.
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Tabela 3- Valores utilizados para avaliacéo da atividade qualitativa da enzima

Tubos Gelatina  Tampé&o Enzima
pH=7
(mg) (WL)
(mL)
1 10 2,000 -
2 10 1,950 50
3 10 1,900 100
4 10 1,850 150

4.2.6.2 Curva Analitica da tirosina

Para determinacéo da atividade enzimatica proteolitica da neutrase® através da
hidrolise de caseina foi construida uma curva analitica com uma solucéo de L-tirosina
P.A (1 mmol/L) em diferentes concentracdes (Tabela 4). As concentracdes das
solucdes variaram de 0,05 a 0,50 umol/1,6mL de tirosina, o tampdao utilizado foi o

Mcllvaine pH 7,00 e as determinacfes foram feitas em triplicata

Tabela 4 - Valores utilizados para construcdo da curva analitica de tirosina.

Tubos Solucdo Tampéo Tirosina pmol/1,6mL

tirosina
(mL) (ug)
(mL)
1 - 1,60 - -
2 0,05 1,55 9,05 0,05
3 0,10 1,50 18,1 0,10
4 0,15 1,45 27,15 0,15
5 0,20 1,40 36,2 0,20
6 0,25 1,35 45,25 0,25
7 0,30 1,30 54,3 0,30
8 0,35 1,25 63,35 0,35
9 0,40 1,20 72,4 0,40
10 0,45 1,15 81,45 0,45
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11 0,50 1,10 90,5 0,50

Cada ensaio foi devidamente agitado e as leituras foram feitas no
espectrofotbmetro em uma absorbancia de 260 nm, que € o comprimento de onda em

gue a tirosina por ser um aminoacido aromatico, apresenta absorbancia maxima.

4.2.6.3 Determinacao da atividade hidrolitica da neutrase® livre

Determinou-se a atividade proteolitica da neutrase® através da hidrélise
enzimatica da caseina, proteina do leite conforme modificacdes das metodologias
propostas por KUNITZ (1947) e WALTER (1984).

Primeiramente, uma solucéo de caseina 2 % (m/v) ressuspendida em 20
mL de tampé&o Mcllvaine pH 7,0 50 mM a 40 °C por 10 minutos foi preparada. Um
volume de 5 mL do substrato foi utilizado para o ensaio enzimatico a 50 °C, com
agitacdo de 100 rpm. A temperatura tal foi escolhida, devido as condi¢cdes pré -
especificadas pelo fabricante. Apos a adicao de 100 pL da enzima neutrase® diluida,
foram retiradas amostras do meio reacional de 500 yL e adicionadas em tubos
microtubos contendo 1,2 mL de acido tricloroacético (TCA) 10 % (v/v) em diferentes
tempos (0,10, 20 e 30 minutos). Em seguida, os tubos foram mantidos a 8 °C por 1 h
e entdo centrifugados a 10.000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante limpido foi usado
em leituras em A de 280 nm.

A atividade enzimatica foi determinada em triplicata pela quantificacdo
de peptideos soluveis no acido. Os valores de absorbancias lidos a 280 nm foram
transformados em pmoles de tirosina por comparacgao a curva analitica deste produto
formado durante a hidrélise. A atividade enzimatica é expressa em pmoles de produto
formado por minuto (Unidades Internacionais, U total), considerando-se o total de
unidades obtidas em cada volume de solucéo do extrato. Para o calculo, foi utilizada

a equacao:

Figura 3 - Equacao para calculo da atividade enzimatica.

Z abs
(E.Zt.VE‘)

A=
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Onde:

A: atividade enzimética (U/mL);

Z Abs: somatodria das absorbancias obtidas no ensaio de atividade com a enzima livre;
&: coeficiente de extingdo molar da curva analitica da tirosina;

Zt: somatéria dos tempos de reacdo (minutos);

Ve: volume total de amostra (enzima) utilizada (mL).

Este procedimento foi utilizado para determinar a atividade da enzima
livre. A determinacdo da atividade da enzima imobilizada seguiu procedimento
semelhante, porém utilizando a massa do suporte apdés imobilizacdo ao invés da

solucéo enzimatica.

4.2.6.4 Avaliagao da influéncia do pH na atividade enzimatica

A determinacdo do pH Otimo consiste em mensurar a atividade
enzimatica (proteolitica) em diferentes condicbes de pH de solucbes tampdes. Por
iISSO ensaios enzimaticos foram realizados a 50°C, com os tampdes Mcllvaine para pH
5,0; 6,0; 6,5; e 7,0; Tris-HCI| para pH 7,5; Mcllvaine para pH 8,0 e carbonato-
bicarbonato para pH 9,0 e 10,0. Todos os tampdes utilizados foram de 50 mM. Para
cada pH foram utilizados 4 tubos de ensaio, 1 para o controle e 3 com a enzima,
consistindo-se em um ensaio realizado em triplicata.

Primeiramente, sob agitacao, realizou-se a ressuspensdo em 4 tubos de
ensaio diferentes contendo 0,1 g de caseina e 5 mL de tamp&o por 10 minutos a 40
°C. Em seguida, os tubos foram inseridos em banho-maria a temperatura de 50 °C e
adicionou-se 100 pL da enzima. No tempo “zero” em um dos tubos a reacao foi
interrompida com solucédo de TCA 10% (v/v) e armazenado em geladeira. Os outros
tubos permaneceram no banho por 30 minutos até a reacao ser interrompida. Por fim,
os tubos foram armazenados em geladeira por aproximadamente 1 hora,
centrifugados a 1000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante limpido foi usado em leituras
em A de 280 nm. Estes procedimentos foram realizados para cada um dos 8 tampdes

utilizados no ensaio.
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4.2.6.5 Determinacdo da temperatura 6tima de atividade enzimatica

A avaliacdo da temperatura Otima para a atividade da enzima foi realizada
incubando-se a mistura reacional em pH considerado 6timo, obtido pelo item 4.2.6.4
As temperaturas de incubacao variaram de 30 °C a 65 °C, com intervalos de 5 °C.

O experimento foi realizado em microtubos e feito em triplicata, sendo que para
cada ensaio foi confeccionado um controle adequado.

4.2.6.6 Ensaios de estabilidade térmica da enzima

Para verificacdo da estabilidade térmica e da atividade enzimatica, utilizou-se
0 mesmo ensaio descrito no item 4.2.6.3. com a preparacao da enzima diluida descrita
como no item 4.2.3, exceto pela pré-incubacao da enzima nas temperaturas de 50, 55
e 60°C nos tempos 0, 30, 60, 120, 240, 360, 480, 600, 720 e 1440 minutos antes do
ensaio de atividade enzimatica.

O tratamento sem calor (0 minutos) foi usado como controle e sua atividade
relativa foi considerada como 100%.

A estabilidade enzimatica, isto é, a capacidade de reter a atividade durante o
tempo, é um dos fatores mais importantes em biotecnologia. A estabilidade na
estocagem ou a vida 0til de uma enzima refere-se a manutencao da sua capacidade
catalitica entre o periodo de armazenagem e 0 seu eventual uso. A estabilizacao
enzimatica pode ser obtida por diferentes métodos: engenharia de proteinas,
modificacdo quimica, uso de aditivos, uso de solventes organicos, imobilizacdo e

producéo a partir de microrganismos extremofilos (Assis, et al, 2010).

4.2.6.7 Ensaio de inibicdo e ions metalicos

O efeito de inibidor da atividade enzimatica foi realizado com o agente quelante
de ions metalicos, EDTA. A enzima foi incubada durante 10 minutos em temperatura
ambiente com o inibidor em concentracbes de 1 e 10 mM, respectivamente.
Posteriormente, dosou- se a atividade residual de acordo com as condi¢des de ensaio
descrito no 4.2.6.3. Os resultados foram expressos em atividade relativa, sendo o

controle (100 %) sem adicao de inibidor.
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Com o objetivo de avaliar a influéncia de ions metalicos na atividade
proteolitica, algumas amostras contendo o extrato bruto proteico foram incubadas com
ions cationicos, dentre eles, calcio, manganés, cobalto, magnésio e zinco em uma
concentracdo final de 0,1 M. A avaliagcdo da atividade proteolitica foi realizada
conforme o item 4.2.6.3. Todas as andlises foram realizadas em triplicata.

4.2.7 Imobilizacdo enzimatica

4.2.7.1 Preparo do suporte p6 de sabugo de milho

O p6 de sabugo de milho (SM) foi tratado com &lcool 70% submetido a
descompressao térmica, por meio de autoclave 121 °C, por 20 minutos visando
expandir a matéria lignocelulosica e, consequentemente, aumentar sua superficie de
contato. Posteriormente, o SM foi mantido sob agitagédo de 140 rpm por 24 horas em
NaOH 2 M para o rompimento e remocéao da lignina, lavado com agua abundante e
filtrado. O SM tratado foi armazenado até o momento da ativacédo e imobilizacdo em
solucédo de alcool 20% a 8 °C, com o intuito de evitar contaminacdo biolégica do
material (BASSAN et.al., 2016).

4.2.7.2 Ativacao do suporte agarose e p6 de sabugo de milho

Foram avaliadas a imobilizacdo utilizando os suportes agarose 6BCL e p6 de
sabugo de milho. A ativacao e funcionalizacdo do p6 de sabugo de milho e agarose a
suportes glioxil (SM-glioxil/AG-glioxil) foi realizada com a adicdo de 6 mL de agua
ultrapura, 9,52 mL de NaOH (1,7 M), 0,2714 g de borohidreto de sédio e 6,86 mL de
glicidol (2,3-epoxi-propanol) a 20 g de p6 de sabugo de milho previamente tratado e a
agarose. As suspensdes obtidas foram mantidas sob agitacdo suave, em temperatura
ambiente por 18 h. Apos este periodo, os suportes foram oxidados, ou seja, ativados,
com adicdo de periodato de sodio 100 mM, sob agitacdo frequente e suave por 1h

30min. Em seguida, os suportes foram filtrados a vacuo e lavados.

4.2.7.3 Imobilizacdo: preparo dos derivados NGA e NGSM
Para a imobilizagéo, 1 g de ambos os suportes foram adicionados a 10 mL de
tampao Mcllvaine pH 7,5 contendo 9 U de neutrase para o derivado neutrase-glioxil-

agarose (NGA) e 29 U para o neutrase-glioxil-sabugo de milho (NGSM). As
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suspensdes foram mantidas a 25 °C, sob agitacdo suave. Periodicamente, as
atividades do sobrenadante, do controle e da suspensédo foram determinadas para
acompanhar o rendimento da imobilizacdo. Ao final da imobilizacdo foi adicionado
borohidreto de sédio (NaBH4 1 mg/lmL) para a reducdo dos grupos ativos
remanescentes. O derivado foi entdo filtrado e lavado com agua destilada (GUISAN,
2006).

O rendimento de imobilizacdo (RI) foi definido como a relacdo entre as
atividades no sobrenadante e no controle da enzima livre e a atividade recuperada
(AR) foi dada pela razéo entre a atividade da suspenséo final, apos o processo de

imobilizacdo e a atividade inicial da enzima oferecida.

Figura 4 - Equacéo para calculo de rendimento de imobilizacéo.
RI (%) = =2 x 100

onde A é a atividade enzimatica da solucéo utilizada para a imobilizacéo (controle) e
B é a atividade verificada no sobrenadante.

Figura 5 - Equacao para calculo de atividade recuperada.
C
AR (%) = Zx 100

onde A € a atividade enzimética da solucao utilizada para a imobilizacdo (controle) e

C é a atividade do derivado obtido apds o processo de imobilizacéo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Obtencéo da Curva Analitica de Proteina

Os valores de absorbancia obtidos em cada solucéo, dado o comprimento de
onda de 660 nm e caminho 6tico de 1 cm, estdo dispostos na tabela abaixo:

Tabela 5- Valores de absorbéancia em diferentes concentra¢des de amostra.

Tubos | [Amostra] Al A2 A3 A4 Amédia
mg/mL 660nm | 660nm | 660nm | 660nm 660nm
1 0 0 0 0 0 0
2 0,03 0,095 0,057 | 0,065 0,070 0,071
3 0,06 0,152 0,112 | 0,140 0,137 0,135
4 0,09 0,285 0,222 | 0,244 0,251 0,250
5 0,12 0,324 0,298 0,292 0,301 0,303
6 0,15 0,388 0,355 0,350 0,360 0,363
7 0,18 0,429 0,397 0,402 0,404 0,408
8 0,21 0,468 0,442 0,439 0,455 0,451

A partir dos valores apresentados na Tabela 5, construiu-se uma curva de
analitica de Absorbancia Média x Concentracdo com o auxilio do software Microsoft®
Office Excel. A curva analitica, assim como a sua equacdo podem ser observadas

abaixo (Figura 6):
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Figura 6 - Curva Analitica para determinacao de proteinas totais pelo Método de
Lowry (1951) modificado por Hartree (1972)- (Absorbancia x Concentracao).
Cada ponto representa a média de trés repeticdes.

] 2,21*x + 0,152 R*= 0,982

Absorbancia méedia 660nm

=
=]

[Amostra proteica] mg/mL

Com o ajuste da curva, determinou-se o coeficiente de absortividade,
identificado como o coeficiente angular da reta. Dessa maneira, o valor do coeficiente
foi de 2,21 (mg/mL)™t.cm™. Ou seja, 1 mg de BSA em um volume de 1 mL apresenta

uma absortividade de 2,21.

5.2 Obtencéo da Curva Analitica da Tirosina

Os valores de absorbancia obtidos em cada solucéo, dado o comprimento de

onda de 280 nm e caminho 6tico de 1 cm, estédo dispostos na tabela abaixo:
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Tabela 6 - Valores de absorbancia em diferentes concentragdes de amostra de

tirosina.

Tubos pmol/1,6mL A2sonm A2sonm A2sonm A2s0nm Média
1 - - - - - -
2 0,05 0,035 0,030 0,033 0,033 0,032
3 0,1 0,070 0,065 0,078 0,071 0,071
4 0,15 0,157 0,148 0,161 0,164 0,157
5 0,20 0,195 0,183 0,194 0,198 0,192
6 0,25 0,233 0,221 0,230 0,231 0,228
7 0,30 0,265 0,254 0,261 0,264 0,261
8 0,35 0,305 0,324 0,294 0,298 0,305
9 0,40 0,339 0,330 0,330 0,332 0,332
10 0,45 0,381 0,356 0,368 0,380 0,371
11 0,50 0,424 0,402 0,399 0,407 0,408

A partir dos valores apresentados na Tabela 6, construiu-se uma curva de
analitica de Absorbéancia Média x Concentracdo com o auxilio do software Microsoft®
Office Excel. A curva analitica, assim como a sua equacdo podem ser observadas

abaixo:
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Figura 7 - Curva Analitica para determinacao de tirosina (Absorbancia x
Concentracao).

Cada ponto representa a média de trés repetices
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Com o ajuste da curva, determinou-se que o coeficiente de absortividade molar
(¢) da tirosina foi de 0,826 (umol/1,6 mL)t.cm™, que equivale a 1321,6 M™t.cm™,
onde uma unidade enziméatica (U) foi definida como a quantidade de enzima que libera

1 pumol de aminoacido por minuto nas condi¢cbes de ensaio.

5.3 Determinacéao de proteina no extrato comercial enzimético

5.3.1 Primeiro ensaio enziméatico com a enzima livre

Com os resultados obtidos verificou-se no primeiro ensaio enzimatico da

neutrase livre que sua atividade, ou seja, a quantidade de enzima neutrase que
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catalisa a transformagéo de 1 pmol de tirosina produzida por minuto em 1 mL do
extrato pH 7,0 a 50 °C, foi de 27,9 U/mL.

A atividade obtida da protease nos ensaios realizados, foi considerada inferior
a obtida por CAVALLARO, 2019 que trabalhou na obtencdo de hidrolisados de
proteina concentrada de feijao utilizando planejamento experimental. A preparacéo da
protease comercial Neutrase® 0.8L apresentou valor de atividade enzimatica igual a
61,963 U/mL, em pH 7,0 e a 50 °C.

5.3.2 Dosagem de proteinas totais

A dosagem de proteinas totais, determinada utilizando albumina de soro bovino
como padrao, resultou no final do ensaio o valor de 0,94 mg/mL. Sendo assim, a
guantidade 1mg de proteinas totais do correspondeu a aproximadamente 1,06 mL do

extrato analisado.

5.4 Influéncia do pH na atividade enzimatica

As alternancias de pH podem mudar a conformacéo da enzima, sua capacidade
de unido com o substrato e a atividade catalitica dos grupos que formam o sitio ativo
(GIONGO, 2006). Desta forma, valores de pH abaixo ou acima do 6timo ocasionam
uma baixa atividade da protease. O efeito do pH na atividade enzimatica do extrato
bruto da enzima esta representado na figura 8.

Um aumento da atividade da protease foi observado a partir de valores de pH
acima de 6,0, alcancando seu valor maximo em pH 7,5. Posteriormente, a atividade
foi reduzindo conforme o aumento da alcalinidade. Em pH 9 a enzima perdeu
aproximadamente 30 % de sua atividade original e em pH 10 a sua atividade foi

praticamente nula.

Figura 8 - Atividade da protease em funcéao do pH.
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Influéncia do pH na atividade enzimatica
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Resultados semelhantes relacionados ao pH 6timo de proteases foram
encontrados por varios autores para diferentes microrganismos estudados do género
Bacillus. Sousa et al., (2006) referem-se a uma metaloprotease obtida a partir de
Bacillus Cereus que apresenta um pH 6timo a 7. Segundo GIONGO (2006), uma
protease bruta de Bacillus sp. BL16 apresentou atividade maxima em pH 9 e 55 °C.
Por outro lado, protease de Bacillus licheniformis NH1 demonstrou atividade 6tima a
65-70 °C e pH 10-11 (EL HADJ-ALI et al., 2007). De fato, geralmente, proteases
produzidas por espécies de Bacillus sp. atuam em uma faixa de pH relativamente
ampla, de 7 a 11, e em temperaturas de 40-70 °C (ELLAIAH; SRINIVASULU;
ADINARAYANA, 2002; BRANDELLI; DAROIT; RIFFEL, 2010).

5.5 Influéncia da temperatura na atividade enzimatica

Tendo definido o pH ideal para essa enzima foi feita a caracterizacdo em
relacdo a temperatura. A atividade relativa foi obtida a partir da atividade residual, da
mesma forma que no calculo do pH. A figura 9, mostra a influéncia da temperatura

sobre a protease.

Figura 9 - Atividade da protease em funcao da temperatura.
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Influéncia da Temperatura na Atividade Enzimatica
100

oy
U

B0

-y
U

&0

U]

50
40

A0

U

]

LU

10

Atividade Proteolitica Relativa(%)

30 35 40 45 50 5

L

a0 65

Temperatura (°C)

A figura 9 mostra que a protease expressou atividade em todas as temperaturas
testadas (30 °C-65 °C), sendo que a temperatura ideal encontrada para a maxima
atividade da enzima estudada no extrato bruto € 55 °C. A atividade da protease €
crescente até um determinado pico, sendo que a partir deste, decresce devido
desnaturacao proteica associada ao excesso de temperatura. Sendo assim, percebe-
se que a mesma perde aproximadamente 70% de sua atividade na temperatura de
60°C, mostrando um potencial termofilico bem expressivo.

Cabe salientar que cada enzima possui uma temperatura e pH 6timos de

atuacdo, no qual sua atividade €& considerada maxima. No entanto, isso néo

representa que estas condi¢cdes sejam as que favorecam sua maior estabilidade.

5.6 Estabilidade térmica da enzima

A estabilidade térmica da enzima foi estudada, medindo a atividade residual
apos a pré-incubacao da enzima durante diferentes periodos de tempo, a 50, 55 e

60 °C. Os resultados apresentam-se na figura 10 abaixo:

Figura 10 - Estabilidade térmica da enzima a pH 7,5.
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A pH 7,5 a enzima € muito estavel a 50 °C, mantendo valores de atividade perto
de 100% até aproximadamente 7 horas. Na pré-incubacdo do extrato a 55 °C
(temperatura 6tima) apos 4 horas sua atividade foi reduzida para cerca de 70% da
atividade inicial. Por fim, os resultados demonstram que a mesma nao € estavel a 60
°C, sendo rapidamente desnaturada em aproximadamente 2 horas. Dados da
literatura mostram que a estabilidade térmica das proteases esta diretamente
relacionada com a temperatura 6tima a qual €, em geral, ligeiramente inferior a

temperatura de desnaturacdo enzimatica.

5.7 Ensaio de inibic&o e ions metalicos

A fim de se obter maiores conhecimentos sobre a natureza da protease, a
atividade enzimética foi determinada na presenca de um inibidor especifico de

metaloproteases, o0 acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA).

Tabela 7 - Efeito de um inibidor de protease (1 mM e 10 mM) na atividade

proteolitica do extrato enzimatico bruto.

Inibidor Classe de enzima inibida Atividade residual (%)
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Controle (sem inibidor) - 100
EDTA (ImM) Metalo 37,35
EDTA (10mM) Metalo 34,60

Pode-se observar de acordo com a tabela 7 que houve consideravel grau de
inibicdo da atividade proteolitica por EDTA 1 mM e 10 mM (62,65 % e 65,40 %,
respectivamente), indicando possivelmente a existéncia de uma metaloprotease no
extrato enzimatico bruto. Alguns estudos relatam também a inibicéo parcial de serino
proteases por EDTA, indicando a importancia de ions metalicos na estabilizacdo da
conformacéao ativa destas enzimas (BOECKLE; GALUNSKY; MUELLER, 1995; NAM
et al. 2002). Outra possibilidade a ser analisada € que seja uma metaloprotease
contendo um residuo serina no sitio ativo, como a protease de Clostridium sp. (ALAM
et al., 2005).

A presenca de sais no meio reacional pode influenciar na atividade proteolitica.
A tabela 8 mostra o efeito de ions metéalicos sobre a atividade da enzima neutrase.
Conforme a tabela, a presenca dos ions Co?* e Zn?* reduziram a atividade enzimatica.
No entanto, Mg?*, Mn?* tenderam a estimular a atividade, enquanto a presenca do sal
CaCl, aparentemente ndo apresentou influéncia.

Em estudos anteriores, perfil similar quanto ao efeito de sais foi observado para a
protease bruta de Bacillus sp. P45 (DAROIT; CORREA; BRANDELLI, 2011).
Comparativamente, embora a protease de Bacillus cereus BG1 tenha sido inibida por
Cu?* e Zn?*, incrementos significativos na atividade enzimatica foram observados na
presenca de Ca?", Mg?* e Mn?* (GHORBEL; SELLAMI-KAMOUN; NASRI,
2003). Especialmente, o efeito de inibicdo do fon Zn?* jA foi observado para
metaloproteases devido a formacao de pontes entre hidréxido de zinco (ZnOH) e ions

de zinco catalitico no sitio ativo (RIFFEL et al., 2007).

Tabela 8 - Efeito de ions na atividade proteolitica do extrato enzimatico bruto.
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fon APR(%)
Controle 100

Mg 2* 107,33
Mn?* 118,41
Co?* 82,30
Ca?* 101,85
Zn%* 73,40

Os ions metdlicos Ca?* e Mg?* podem estimular a atividade da enzima por
proporcionar estabilidade na sua conformacéao ativa e proteger contra a desnaturagao
térmica (KUMAR; TAKAGI 1999; CORREA; DAROIT; BRANDELLI, 2010).
Considerando as particularidades e caracteristicas de cada enzima, torna-se
importante avaliar os efeitos de diferentes ions. Neste sentido, a adicdo de sais
especificos ao meio reacional, principalmente cations, pode auxiliar na estabilizacao
da protease microbiana por meio de ligacbes a sitios especificos na estrutura da
enzima (SILVEIRA et al., 2010), e assim contribuir para a uma melhor catalise

enzimatica.

5.8 Imobilizacdo enzimatica

Os resultados provenientes do perfil de imobilizacdo da enzima neutrase®

podem ser visualizados na tabela 9.

Tabela 9 - Perfil de imobilizagdo da neutrase® em agarose e SM.

Enzima Atividade Enzimética  Rendimento de imobilizacdo Atividade recuperada
(%) (%)

Neutrase® 27,9 U/mL

Livre - -

NGA 1,15 U/g 56,19 88,70
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NGSM 1,04 U/g 59,65 63,65

A enzima neutrase® foi imobilizada covalentemente em dois suportes: glioxil -
agarose e glioxil-SM. A reacdo de imobilizacéo foi cessada apds intervalo de 3 horas
para ambos o0s suportes. A imobilizacdo da enzima, em geral, ocorre nos primeiros
minutos de contato enzima-suporte. Porém, é necessario um maior tempo de
imobilizagdo para permitir um rearranjo da enzima, de forma que ela se estabilize e se
ligue por mais pontos ao suporte. A ligacdo covalente multipontual aumenta a
estabilidade da enzima pela rigidificacdo de sua estrutura tridimensional, o que
confere resisténcia as pequenas mudancas conformacionais causadas por calor,
solventes organicos e outros agentes desnaturantes. (PEDROCHE et al., 2007).

Os dois derivados apresentaram rendimento de imobilizacdo relativamente
proximos de 59,65 % para NGSM e 56,19 % para NGA (tabela 9 acima). Tendo em
vista que os valores de rendimento de imobilizacdo para os dois métodos nao séo
expressivamente diferentes, o que mostra que tanto a agarose quanto o sabugo de
milho (SM) foram capazes de imobilizar a enzima.

O rendimento de imobilizacao indica a quantidade em porcentagem da enzima
gue € imobilizada no suporte. A razdo mais Obvia para esses resultados obtidos é que
uma quantidade de enzima que esta acima da capacidade de ambos os suportes foi
utilizada. No entanto, o baixo rendimento de imobilizacdo pode ser associado a outros
fatores, como por exemplo, que talvez seja possivel que o extrato enzimatico bruto
utilizado contenha varias enzimas capazes de catalisar a rea¢do e apenas algumas
dessas enzimas ficaram imobilizadas no suporte. Logo, a oferta de proteinas
disponiveis ao suporte foi bem mais baixa que a esperada inicialmente, o que pode
ter comprometido a eficacia do processo de imobilizacdo da enzima.

Para a atividade recuperada, obteve-se 88,7% para agarose e 63,65 % para o
sabugo de milho. Este parametro, de modo geral, mostra a porcentagem de atividade
gue é mantida na enzima imobilizada em comparacdo a atividade da enzima
oferecida. O fato do suporte glioxil-agarose ter apresentado uma atividade recuperada
maior provavelmente deve-se a diferenca na estrutura dos dois suportes, ja que a
porosidade oferecida ao suporte pela agarose, pode ter favorecido a um maior espago

disponivel para arranjo da enzima e ligacdo com o suporte.
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A atividade enzimética da neutrase® livre foi de 27,9 U/mL enquanto a dos
derivados NGSM e NGA foram 1,04 U/g e 1,15U/g, respectivamente (tabela 9). A
enzima livre mostrou maior atividade catalitica que os derivados, ja que provavelmente
em decorréncia do processo de imobilizacao, o substrato apresentou acesso limitado
ao centro ativo da enzima.

Outro ponto, € que em Mmuitos casos 0s extratos enzimaticos comerciais
liquidos sao suplementados com algumas formulacdes de agentes estabilizantes e,
em algumas situagcbes, esses componentes podem interferir na medicdo da
determinacado da atividade. Uma maneira mais satisfatéria de realizar o experimento
seria previamente utilizar a técnica da dialise no extrato enzimatico bruto e verificar se
tem algum efeito na atividade enzimatica e no curso do tempo de imobilizacdo. Caso
a dialise possa remover o inibidor, o ideal seria utilizar o extrato dialisado para realizar
uma nova imobilizacdo, embora isso possa a gerar alguns problemas relacionados a

inativacdo da enzima durante o processo.

6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A protease em questao foi caracterizada parcialmente e apresentou uma boa
atividade em uma faixa de pH 7,5, valor proximo a neutralidade. A temperatura de
atividade 6tima foi 55 °C, entretanto, apresentou uma queda brusca de atividade em
temperaturas um pouco acima deste valor, fato que evidencia uma possivel
desnaturacdo enzimatica. Ainda assim, a enzima demonstrou uma 6tima estabilidade
térmica, mantendo altos niveis de atividade a 50 °C por 7 h, fatores condizentes com
a literatura consultada.

Em relacdo a imobilizacdo, os dois suportes utilizados apresentaram
rendimentos préximos a 60 %, evidenciando que tanto a agarose quanto o sabugo de
milho foram capazes de imobilizar a enzima. Dentre os processos de imobilizacdo
covalentes, o derivado Neutrase-glioxil-agarose (NGA) foi o que apresentou uma
maior atividade, 1,15 U/g, fato que pode ser explicado pela caracteristica porosa do
préprio suporte. Apesar da atividade relativamente baixa, comparada a enzima livre
(27,9 U/mL), a enzima imobilizada tende a favorecer na separacdo do produto e
aumentar a capacidade de reuso, além de possivelmente apresentar uma atividade

estavel em uma ampla faixa de pH e temperatura.
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Essas, dentre outras especificidades, demonstram que a enzima apresenta
caracteristicas de grande interesse para diversos processos industriais voltados,
principalmente a tecnologia de alimentos. Dessa forma, esses resultados sao
promissores, indicando a necessidade de estudos futuros a fim de maximizar a técnica
de imobilizagédo, ja que cada método apresenta suas vantagens e desvantagens, além
de ser determinado empiricamente pelo processo de erro e acerto, avaliando os

parametros utilizados durante o processo.
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