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CINETICA DE HIDROLISE DAS PROTEINAS DA SEMENTE DE ABOBORA
USANDO PROTEASES COMERCIAIS ATIVADAS POR ULTRASSOM

RESUMO

A hidrélise enzimética das proteinas da semente de abdbora é uma estratégia para geracdo
de hidrolisados proteicos de alto valor agregado. No entanto, 0 alto custo das proteases,
longo tempo de reacdo e baixo grau de protedlise limitam a aplicacdo industrial. Neste
contexto, o ultrassom (US) tem sido explorado para potencializar a performance
enzimatica. Assim, este estudo avaliou a taxa (k) e o grau de hidrélise (GH) do
concentrado proteico da semente de abobora (CPSA) em diferentes temperaturas usando
trés proteases comerciais (Brauzyn®, Flavourzyme® e Neutrase®) pré-processadas por US
(23,4W/L, 40kHz) sob condicBes otimizadas. A Flavourzyme® pré-tratada por US
(25°C/90 min) apresentou maior taxa de hidrélise (aumento de até 125% a 25°C). Em
paralelo, a Brauzyn® e a Neutrase® pré-tratadas por US a 25°C/60min apresentaram maior
grau de hidrdlise final (GH.) (aumento de até 75% a 25°C e 76% a 40°C, respectivamente
- p<0,05). Portanto, o ultrassom pode ser estrategicamente usado para melhorar os
parametros cinéticos de proteases comerciais visando a producdo de hidrolisados
proteicos a partir da CPSA.

INTRODUCAO

As proteinas de sementes de abdbora apresentam excelente perfil de aminoacidos
de grande potencial para serem utilizadas na producéo de hidrolisados com propriedades
bioldgicas e técnico-funcionais aprimoradas (1). Para exercerem essas propriedades, a
proteina nativa deve ser hidrolisada para liberar os peptideos (2). A hidrélise enzimatica
€ uma das formas mais utilizadas para obtencdo destes hidrolisados (1). Proteases
comerciais como a Brauzyn®, Flavourzyme® e Neutrase® sao utilizadas em processos
industriais, entretanto, 0 uso dessas enzimas apresenta alguns desafios como: custo
elevado da protease, longo tempo de reacdo, baixo grau de hidrélise e alto consumo de
energia. A fim de superar essas limitac6es, estudos apontam que a aplicacdo de ultrassom
(US) pode ser usada para potencializar a hidrélise enzimatica.

O ultrassom (US) tem sido utilizado em combinacéo com a hidrolise enzimatica
para melhorar o desempenho enzimatico (2). Especificamente, o US pode ser aplicado na
hidrélise enziméatica por meio de trés métodos principais: em enzimas ou substratos
isoladamente e, para alguns processos, por meio de reacdes assistidas (3, 4). O US como
um pré-tratamento de enzimas pode induzir mudancas estruturais e desdobramentos,
expondo sitios ativos aprisionados no nucleo catalitico de enzimas nativas, melhorando
seu desempenho (2, 3). A partir do pré-tratamento de enzimas, € possivel definir
condicdes otimizadas que favorecam maiores taxas de hidrdélise. Entretanto, estudos sobre
o efeito do uso da Brauzyn®, Flavourzyme® e Neutrase® pré-tratadas por US em
condicBes otimizadas sob a taxa e o grau de hidrélise nas proteinas de sementes de
abobora ainda nao foi explorado.

OBJETIVO

Este trabalho avaliou a taxa e o grau de hidrélise do concentrado proteico da
semente de abobora em diferentes temperaturas usando trés proteases comerciais
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(Brauzyn®, Flavourzyme® e Neutrase®) pré-processadas por US em condicdes
otimizadas.

MATERIAL E METODOS
Proteases e obtengdo do concentrado proteico da semente de abobora (CPSA)

A Brauzyn® foi fornecida pela Prozyn Biosolutions (Sdo Paulo, Brasil), a
Neutrase® e Flavourzyme® foram fornecidas pela Novozymes Latino Americana Ltda
(Parand, Brasil).

As sementes de abdbora (Curcubita pepo) foram adquiridas por doacdo da
empresa Doces Mirahy localizada na cidade de Mirai (Minas Gerais, Brasil). A extracao
das proteinas das sementes de abobora (PSA) foi realizada por extracdo alcalina com
precipitacdo isoelétrica conforme descrito por Pereira et al. (5). A composi¢do do
concentrado proteico da semente de abobora (CPSA) foi de 66,5% de proteina, 19,8% de
umidade e 13,6% de extrato seco nao proteico (gordura, carboidrato e residuos minerais).

Hidrolise do CPSA usando proteases pre-tratadas com US sob condigdes otimizadas

Para avaliar a hidrolise do CPSA utilizando as proteases pré-tratadas por US sob
condicdes otimizadas, foi utilizado um banho de ultrassom (Unique, modelo USC 2800
A, Indaiatuba, Brasil) com controle de temperatura, capacidade de 9,5 L, dimensGes de
300 x 240 x 150 mm, equipado com cinco transdutores de disco dispostos abaixo da cuba,
com poténcia nominal de 450 W e frequéncia de 20 kHz.

Solucdes enzimaticas (1,0 % m/v para Brauzyn®, 0,5% v/v para Flavourzyme® e
1,0 % v/v para Neutrase®, foram preparadas em tampao fosfato 0,1 mol/L pH 7,5) e pré-
tratadas por US sob condic¢des otimizadas (25°C/60 min para Brauzyn®, 25°C/90 min
para Flavourzyme® e 25°C/60 min para Neutrase®). Essas condi¢des foram escolhidas
considerando a maior atividade enzimatica apds pré-tratamento por US das enzimas,
conforme resultados preliminares.

Ap0s o pré-tratamento, as solugcdes enzimaticas e a solucdo do CPSA (1% p/v)
foram usadas em uma razdo enzima-substrato de 1%. A hidrolise enzimatica foi
conduzida em um banho termostatico por 180 min em diferentes temperaturas: ambiente
(25°C), 6tima de cada enzima (60°C para Brauzyn®, 55°C para Flavourzyme® e 50°C
para Neutrase®) e 40°C. A hidrdlise convencional foi realizada usando proteases nio
tratados por US.

Grau de hidrolise

O grau de hidrdlise (GH) foi determinado pelo método pH-stat, definido como a
razdo percentual entre o nimero de ligacdes peptidicas quebradas (h) e o nimero total de
ligacOes peptidicas no substrato estudado (h:o:), calculado de acordo Magalhées et al. (2).

Cinética de hidrolise de CPSA

A cinética de hidrolise do CPSA foi avaliada utilizando um modelo de cinética de
primeira ordem, onde a velocidade de reacdo foi demonstrada pelo aumento do grau de
hidrolise (GH), de acordo com a equacgéo 1 (Eq. 1).

GH, = GH,, (1 — e™*) Eq.1
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Onde: GHt: Grau de hidrdlise (%) no tempo t; GH..: Grau final de hidrolise (%) do CPSA;
t: Tempo de reacdo (min); k: taxa de reagdo de hidrolise (min-1) a uma dada temperatura.

Desenho experimental e analise estatistica

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC). Os
processos foram realizados com trés repeticGes independentes, e as analises foram
realizadas em triplicata para cada repeticdo de processamento (n = 9).

Os parametros do modelo (k e GH.) foram obtidos por regressdao ndo linear
usando o software Curve Expert Professional (Hyams Development, Chattanooga, EUA)
em um nivel de 95%. Os resultados foram expressos em média + desvio padrao e os dados
foram analisados usando ANOVA pelo teste de Tukey a 95% (SAS Institute, NC, EUA).

RESULTADO E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra as curvas do grau de hidrolise (GH) (%) da CPSA utilizado as
proteases pré-tratadas por US em condic¢des otimizadas em comparagcdo com a reacao
convencional em diferentes temperaturas. As curvas foram modeladas utilizando a Eq. 1
para obtencao da taxa de hidrdlise (parametro k) e do grau de hidrdlise final (parametro
GH.) (Tabela 1).
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Figura 1. Hidrdlise do CPSA utilizando Brauzyn® (A, B e C), Flavourzyme® (D, E e F)
e Neutrase® (G, H e I) pré-tratadas por US sob condicdes otimizadas em diferentes
temperaturas. Os pontos sdo 0s valores experimentais e as curvas (linhas continuas) sdo
do modelo ajustado a Eq. (1).
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De forma geral, comparando os resultados das diferentes enzimas dentre as
temperaturas estudadas, verificou-se que o aumento na temperatura da reacdo promoveu
um aumento na taxa de hidrolise sob condigdes especificas (p<0,05), exceto para
Brauzyn®.

Na avaliagdo comparativa entre oS processos, Verificou-se que as reacoes
utilizando as proteases pré-tratadas por US apresentaram maior taxa de hidrélise (maximo
aumento de até 125% na avaliagdo comparativa a 25°C para Flavourzyme®). Além disso,
a Brauzyn® e a Neutrase® pré-tratadas por US (25°C/60min) apresentaram maior grau de
hidrélise final em comparacdo com o controle (incremento maximo de até 75% a 25°C
para Brauzyn® e de até 76% a 40°C para Neutrase®) (p<0,05) (Tabela 1). Um maior GH
indica um maior numero de ligacdes peptidicas clivadas, ou seja, uma maior propor¢do
de hidrolisados de cadeia menores e aminoacidos livres (6).

Tabela 1. Parametros da Eq. (3) ajustado para hidrélise de concentrado de proteina de
semente de abdbora (CPSA) usando proteases pré-tratadas com US sob condicgdes
otimizadas em diferentes temperaturas de reacao.

Enzima Hidrdlise T (°C) k(min?) GHo (%) R? GHas min (%)  GHaso min (%)
Hidrol 25 0.032 + 0.018a 12+02c 0959 0.7+0.2d 1.4+0.1c
Com'/e:f’ci'gﬁal 40 0.032 + 0.001a 45+01b 0989 32+0.1c 4.8+0.2b
60 0.031 + 0.003a 70+12a 0994  51+09b 7.0+ 1.0a
Brauzyn® Hidrélise usando 25 0.040 £ 0.007a 2.1+0.1c 0.986 1.6+0.1d 2.3+0.1c
enzimapré-tratada 40 0.030 + 0.002a 73+03a 099 53+04ab 7.7+04a
US (25°C/60
com mi(n) 60 0.044 + 0.006a 76+09a 0995 65+05a 8.0+1.0a
Hidral 25 0.016 + 0.004c 13+01d 0964 07+0.1d 14+01d
3 on:/eLOC;Zﬁ " 40 0.025 + 0.003bc 28+02c 0994  1.8+0.0c 2.840.2¢
55 0.044 + 0.007a 41+06b 0995 35+03b 4.1+0.5b
Flavourzyme® ~ Hidrélise usando 25 0.036 + 0.006ab 19+04cd 0948 1.4+ 0.2cd 2.3+0.3c
enzimapré-tratada 40 0.037 + 0.005ab 41+03b 0996 3.4+0.1b 4.0+0.3b
US (25°C/90
com mi(n) 55 0.045 +0.001a 65+02a 0995 59+03a 6.4+0.2a
Hidral 25 0.013 + 0.001c 33+03¢ 099  15+0.3d 2.9+03d
Com'/e:]oci'gﬁal 40 0.034 + 0.002b 58+06d 0992  4.4+0.4c 5.9+ 0.8¢
50 0.046 + 0.005a 83+03c 099  7.0+0.0b 8.4+0.3b
Neutrase® Hidrolise usando 25 0.018 + 0.003¢ 33+01e 0988 1.8+0.1d 3.4+00d
enzimapré-tratada 40 0.034 + 0.002b 102+06b 0997 7.9+0.3b 10.3+0.6a
com US (25°C/60 0.041 + 0.002ab 118+08a 0995 102+0.6a  115+07a

min)

* Média £ desvio padrdo de nove repeticdes (n = 9). Letras diferentes na coluna indicam
diferenca significativa (p < 0,05) entre os tratamentos avaliados separadamente para cada
protease. US: ultra-som. k = taxa de reac¢do de hidrolise (min—1) em dada temperatura.
DH. = Grau final de hidrolise (%). DHas min € DH1so min = grau de hidrolise aos 45 e 180
min de hidrolise, respectivamente (%).

Esses resultados podem ser explicados devido as alteragdes na estrutura da enzima
em decorréncia da energia liberada durante o fendmeno de cavitacdo provocado pelo US
(4). Neste contexto, o colapso das bolhas durante a cavitacao resulta em forcas intensas
de cisalhamento, que podem induzir mudancas estruturais com exposicao de sitios ativos
aprisionados no nucleo catalitico de enzimas nativas (7), melhorando seu desempenho.
Esses efeitos sdo dependentes de diversos fatores como o tipo de enzima e sua
especificidade, o que justifica o estudo comparativo entre as enzimas. As enzimas do
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presente estudo possuem diversas especificidades. Brauzyn® (papaina) ¢ uma protease
derivada de plantas com atividade exdgena que cliva ligacOes peptidicas de regides
hidrofobicas, incluindo aminoacidos Ala, Val, Leu, Phe, Trp e Tyr, enquanto
Flavourzyme® cliva preferencialmente a ligacio peptidica entre Leu e Pro. A Neutrase®
é uma endopeptidase neutra que, aleatoriamente, hidrolisa ligacBes peptidicas de
aminoacidos ndo terminais (2, 8). De acordo com a literatura, as endoproteases tendem a
agir sinergicamente com as exoproteases , aumentando o nimero de N-sitios terminais
disponiveis para sua agdo (2, 8).

Outro ponto importante a ser destacado, se deve ao aumento da taxa de hidrélise
das reacOes assistidas por US em temperaturas de 25 e 40 °C (Figura 1/ Tabela 1). Esse
aumento proporcionou taxas de hidrolises similares ou superiores com a taxa de hidrolise
da reacdo convencional em temperaturas superiores (temperaturas 6timas das proteases)
(p>0,05). Este resultado é interessante, uma vez que a baixa temperatura de operacédo €
preferida na indUstria devido a economia de energia e custos, além da evitar alteracfes na
qualidade do produto em temperaturas elevadas.

CONCLUSAO

Neste estudo, o pré-tratamento ultrassonico da Brauzyn®, Flavourzyme® e
Neutrase® em condigBes otimizadas aumentou em até 125% a taxa de hidrolise na
avaliagido comparativa a 25°C para Flavourzyme®. Além disso, a Brauzyn® e Neutrase®
apresentaram maior grau de hidrolise final em comparagdo com o controle (incremento
maximo de até 75% a 25°C para Brauzyn® e de até 76% a 40°C para Neutrase®). Desta
forma, os resultados ampliam o uso do ultrassom, indicando que essa tecnologia pode ser
utilizada para melhorar os parametros cinéticos de diferentes proteases comerciais
visando a producéo de hidrolisados proteicos multifuncionais a partir das proteinas da
semente de abdbora.
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