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RESUMO — A hidrdlise enzimatica é considerada um método atrativo em estudos
biotecnoldgicos, e tem sido utilizada na obtencdo de peptideos. Logo, este estudo teve
como propdsito a avaliacao do efeito do pré-tratamento térmico do plasma de sangue
bovino como substrato da hidrolise enzimatica catalisada por protease P45 tendo como
resposta o grau de hidrélise (GH). Previamente a reacdo enzimatica, o substrato foi
submetido aos pré-tratamentos nas temperaturas de 50°C, 70°C, 90°C e banho
ultrassoénico a 50°C, sendo 0 GH estimado através do método pH-stat. Os GH para os
pré-tratamentos a 50°C e 70°C ndo diferiram estatisticamente. O preé tratamento a 50°C
foi 0 escolhido para prosseguir as analises de trabalhos futuros.

1. INTRODUCAO

O sangue é um subproduto gerado em elevada quantidade pela industria de carnes. Suas
fracdes sdo divididas em duas porcdes - a fracdo celular e o plasma - sendo este segundo 0 composto
majoritario. Ha problemas quando descartado incorretamente, uma vez que além de ser produzido
em elevadas quantidades e ndo ter 100% de aproveitamento para outros fins, o sangue possui alta
carga poluente (BAH et al., 2013), necessitando de vias alternativas para o uso, como a obtencado de
peptidios. Na sua forma nativa, o plasma ndo se encontra em condi¢des propicias para a atuacdo de
proteases, e, devido a isso, torna-se necessario 0 emprego de pré-tratamento, uma vez que ocorre 0
rearranjo da cadeia proteica (BAH et al., 2016; WANASUNDARA et al., 2002).

A hidrélise enziméatica é um método atrativo em estudos biotecnoldgicos, e € a principal via
para obtencdo de peptideos frente aos métodos de hidrolise quimica e fisica (HIDALGO et al.,
2012). A reagdo possui caracteristicas e peculiaridades como o curto periodo de tempo para realizar
a hidrolise, além da atividade enzimatica ser obtida em condicGes controladas, tornando as enzimas
proteoliticas uma vantagem com relagéo a outros métodos usuais na obtengéo de peptideos bioativos
(HIDALGO et al., 2012). Tais peptideos resultantes, provenientes de distintas fontes proteicas,
podem carrear propriedades como atividade antioxidante, antimicrobiana, opioide,
imunomodulador e atividade antitrombdtica (TRUSEK-HOLOWNIA; LECH; NOWORYTA,
2016).
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Dentre os possiveis métodos a serem empregados para avaliar a hidrolise atraves do grau de
hidrolise (GH), o método pH-stat € o mais usual e simples. O principio da técnica é que, quando a
hidrélise é realizada em condigdes neutras ou alcalinas, a dissociagdo de prétons dos grupos amino
livres liberados € favorecida. A liberagédo de prétons no meio circundante leva a uma reducédo no pH
da mistura de reacdo. O numero de ligacBGes peptidicas clivadas pode ser estimado a partir da
quantidade de base necessaria para manter um pH constante durante a reacdo (ADLER-NISSEN,
1986).

Com base no exposto acima, este estudo tem por objetivo avaliar o efeito do pré-tratamento
térmico do plasma de sangue bovino como substrato da hidrélise enzimatica catalisada por protease
P45 tendo como resposta o grau de hidrdlise.

2. MATERIAL E METODOS

Para a producéo da protease, a partir de cultivo submerso, foi utilizado a bactéria Bacillus sp.
P45. A enzima foi purificada através de sistema aquoso bifasico integrado ao processo de
diafiltracdo (SALA et al., 2014). A reacdo foi iniciada pela adicdo de 2 mL do extrato enzimatico,
previamente hidratado em tamp&o Tris- HCI 100 mmol/L pH 7,5 e adicionado de CaCl> 50 mmol/L.
O substrato proteico plasma, oriundo do sangue coletado de um abatedouro bovino da cidade de
Pelotas/RS (GONCALVES, 2016) foi submetido aos pré tratamentos: aquecimento em banho maria
a 50, 70 e 90°C por 20 min e aquecimento em banho ultrasséncio a 50°C durante 2 ciclos de 480 s
(WANASUNDARA et al., 2002; DALAGNOL et al, 2017). As reacdes de hidrolise do plasma
foram realizadas em duplicata em reatores encamisados de 100 mL, o GH foi estimado pelo método
de pH-stat a partir do monitoramento dos valores de pH da reacdo (ADLER-NISSEN, 1986). As
condigdes da reacao foram 40°C, tempo de 8 h, pH 7,5, concentracdo de substrato de 2,5% e relagéo
enzima:substrato 600 U/(g de prot.) (GONCALVES, 2016). Durante o processo foram realizadas
titulagdes em tempos pré-determinados com hidroxido de sédio 0,2 mol/L com o propésito de
manter o pH constante. Os dados de pH obtidos foram registrados na interface computacional
Arduino Uno® e o GH foi determinado pela combinacdo da Equacdo 1, da Equacdo 2 e Equacdo 3.
Ao término, os hidrolisados foram aquecidos a 100°C durante 10 min e, entdo armazenados sob
congelamento. Os dados foram estatisticamente avaliados por ANOVA seguido por diferenga de
médias (Tukey) em um nivel de confianca de 95%.

' 298- |
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Onde: B é o volume consumido de base durante a hidrolise (mL); Ng é a normalidade da base
consumida durante a hidrolise; mp € a massa de proteina do substrato proteico (g); htwot € 0 nimero
de ligacdes 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 dissociacao &cida do grupamento amino;
e T é a temperatura da hidrélise (K).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta 0 GH com relacdo aos diferentes pré-tratamentos aplicados ao substrato.
Esse método foi efetuado com a intencdo de melhorar a conformacdo da cadeia proteica do plasma
sanguineo, uma vez que, 0 mesmo na sua forma nativa, ndo se encontra em condi¢des adequadas
para atuacdo da enzima protease (WANASUNDARA et al., 2002). O tempo total da hidrdlise foi de
8 h, no entanto, optou-se por analisar o GH nas 6 h de reagédo, tempo em que o valor do GH se
estabilizou.

Ao observar a Figura 1, nota-se que os valores de GH nao apresentaram diferenca estatistica
(p>0,05) entre os pré-tratamentos nas temperaturas de 50°C e 70°C. Em vista do gasto energético
ser reduzido a 50°C, optou-se por prosseguir as analises fixando essa temperatura de pré-tratamento.
Os pré-tratamentos a 90°C e banho ultrassdnico (US50) foram considerados ineficazes a acédo
enzimatica pela protease P45. O primeiro citado, em fungdo da alta temperatura, pode ter degradado
e afetado a conformacdo da cadeia proteica do plasma. Este comportamento se distingue entre
diferentes substratos, na hidrolise da B-Lg e da a-La, empregando-se as enzimas pronase e
pancreatina, respectivamente, SCHMIDT e POOL (1991) observaram que a desnaturacdo proteica
através do pré-aquecimento do soro proteico a 95°C por 10 min tornou a proteina altamente
susceptivel a acdo da enzima no primeiro caso, porém a susceptibilidade foi fortemente diminuida
no segundo.

Com relacdo a aplicacdo de ondas ultrassénicas, o efeito aplicado aos substratos xilana e
celulose foram favoraveis a acéo das enzimas xilanase e celulase, respectivamente, promovendo um
aumento da atividade enziméatica (DALAGNOL et al., 2017). Diferentemente, a mudanca na cadeia
proteica induzida pelo pré-tratamento ultrassénico no substrato plasma, ndo possibilitou uma
acessibilidade eficaz da protease P45 no rompimento das ligaces peptidicas em comparacdo aos
outros tratamentos aplicados.
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Figura 1 — Grau de hidrolise durante 6 h de reacdo para os ensaios de pré-tratamento no
substrato plasma sanguineo bovino. Média + erro padréo. Letras minasculas iguais indicam
que ndo ha diferenca significativa entre as médias dos ensaios (p>0,05). US: banho
ultrassdnico com aguecimento.
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4. CONCLUSAO

Os pré-tratamentos aplicados ao plasma de sangue bovino influenciaram os valores de grau
de hidrolise das cadeias peptidicas na reacdo catalisada pela protease P45. Apesar do pré-tratamento
a 50°C néo tenha diferido estatisticamente (p>0,05) da temperatura de 70°C, essa temperatura
aplicada gera um menor gasto energético do processo, assim foi selecionada como pré-tratamento
do substrato para dar continuidade aos estudos.
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