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Resumo

As proteases sao enzimas que catalisam as reacdes de hidrolise das moléculas de
proteinas, convertendo-as em peptideos e aminoacidos. A aplicacdo de proteases é
de interesse da industria de alimentos e o gengibre € uma das fontes vegetais que
pode ser utilizada para extracdo de proteases, especificamente a zigibain. Uma das
suas aplicagcbes é na melhoria da textura da carne e para mudancas em propriedades
funcionais das proteinas. Portanto, o objetivo deste trabalho foi extrair, caracterizar e
particionar em SAB as proteases do gengibre. A melhor condigdo para a atividade
enzimatica foi em pH 3,0 na temperatura de 30°C. Os resultados obtidos de coeficiente
de particado da proteina e de atividade enzimatica mostram que a maioria das
proteinas e proteinas com atividade enzimatica concentrou-se na fase superior, visto
que Ke e Kp foram iguais a 3,128 e 3,293, respectivamente. A concentracéo de 15%
PEG e 10% Sal foi a que proporcionou melhor resultado tendo as maiores

concentragdes na fase.
Palavra Chave: Enzima, protease.

OPTIMIZATION OF ENZYME PARTITION IN AQUEOUS BIPHASIC
SYSTEMS

ABSTRACT

Proteases are enzymes that catalyze the hydrolysis reactions of protein molecules,
converting them into peptides and amino acids. The application of proteases is of
interest to the food industry and ginger is one of the plant sources from which it can be
used to extract proteases, specifically zigibain. One of its applications is in the
improvement of meat texture and for changes in the functional properties of proteins.
Therefore, the objective of this work was to extract, characterize and partition the
ginger proteases into SAB. The best condition for enzymatic activity was at pH 3.0 at
30°C. The results obtained for the protein partition coefficient and enzymatic activity
show that most proteins and proteins with enzymatic activity were concentrated in the

upper phase, since Ke and Kp were equal to 3.128 and 3.293 respectively. The
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concentration of 15% PEG and 10% Salt was the one that obtained the best result with

the highest concentrations in the phase.
Keywords: Enzyme, protease.
INTRODUGAO

As proteases sao enzimas que atuam especificamente sobre as ligacoes
peptidicas das proteinas e constituem o grupo de maior importancia na industria, uma
vez que correspondem a 60% do comércio mundial de enzimas. Elas estédo
amplamente distribuidas nos organismos vivos (plantas, animais e microrganismos)
onde desempenham importante papel nutricional e regulatorio (4).

Devido a importancia das proteases para diversos setores da industria, ha uma
demanda crescente nas pesquisas voltadas a obtencdo de novas fontes, bem como
nos processos de purificacdo e caracterizagdo destas enzimas. A purificacdo das
proteinas requer sua separagcdao do meio ou do extrato bruto utilizado para a
manutencéo das biomoléculas. O produto geralmente esta presente em niveis baixos
e também precisa ser concentrado. A extracido de proteinas em sistemas aquosos
bifasicos (SABs) é um procedimento rapido que evita a maioria dos problemas de
desnaturacéo de moléculas frageis em esferas cromatogréficas (5, 6).

Para ter um alto rendimento, recuperagdo e também um bom fator de
purificacdao para uma proteina, uma composi¢cdo do SAB deve ser selecionada. As
composicdes de sistemas desejaveis sdo aquelas que promovem valores elevados
para os coeficientes de particao (K), onde a proteina alvo é extraida, principalmente,
em uma das fases e os principais contaminantes sao extraidos na outra fase. O
coeficiente de particdo de uma substancia, K, é definido como a razdo entre a
concentracdo da substancia particionada na fase superior e a concentracdo na fase
inferior: valores acima de 1 indicam que a proteina alvo foi particionada para a fase
superior, € quando os valores de K sdo menores que 1, indicam a particdo da proteina

para a fase inferior (1,2).

MATERIAL E METODOS

Obtencdo do extrato bruto: Os rizomas utilizados para a realizagdo desta

pesquisa foram de supermercados locais, no municipio de Itapetinga-Ba. Para o
processo de extragao foi feita a lavagem e posteriormente o corte do gengibre, em
pequenos pedagos, e maceragao em tampao fosfato de sédio pH 7,0 (2:1), seguida de

filtracao e centrifugagao a 3500 rpm por 10 minutos.



Determinacéo do teor de proteina e atividade enzimatica: Para quantificar o

teor de proteinas no extrato bruto enzimatico, utilizou-se metodologia proposta por
Bradford (1976). Como padréo foi utilizada a albumina soro bovina (BSA).

Para medir a atividade enzimatica, 0,4 mL foram adicionados a 2ml de caseina
1% em tampao fosfato de potassio 0,1M pH 6,0 e incubado em banho termostatizado
a 37°C por 10 minutos. Para parar a reacao foi utilizado 2 mL de acido tricloroacético
10% e em seguida centrifugado a 3500 rpm por 10 minutos. Por fim, foi feito a
absorbancia do sobrenadante medida a 280 nm em espectrofotdmetro. Uma unidade
de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para
produzir 1 ymol de tirosina equivalente por minuto.

Efeito da temperatura e pH na atividade enzimatica: A atividade enzimatica
foi determinada como descrito acima, porém variando a temperatura de 20 a 70°C,
tendo um intervalo de 10°C. O maior valor de valor de atividade enzimatica foi
assumido como 100%, e as outras atividades calculadas em termo de atividade
residual (%). Os estudos de pH foram realizados na melhor condicao de temperatura
para a atividade enzimatica. Para isso, a solucdo de caseina foi preparada em
diferentes valores de pH, variando de 3 a 11. a 5,0, fosfato de sddio para o pH de 6,0 e
7,0; Tris-HCI para pH de 8,0 e 9,0; carbonato de sédio-bicarbonato de sédio para o pH
de 10 a 11. O maior valor de valor de atividade enzimatica foi assumido como 100%, e
as outras atividades calculadas em termo de atividade residual (%).

Particdo em sistemas aquosos bifasicos (SAB): Os SAB utilizados neste
trabalho foram constituidos de polietilenoglicol (PEG) 4000 g/mol e fosfato de potassio
em pH 7,0. As concentragdes para o preparo dos sistemas estdo presentes na Tabela
1. Para a particdo das proteases de gengibre, foram preparados SAB de 10 g. Em
todos os sistemas foram adicionados 2,0 g de extrato bruto, e entdo calculadas as
quantidades necessarias de sal e PEG. Apos a adicdo do extrato e das quantidades
necessarias dos constituintes do sistema, os tubos foram agitados e permaneceram
em estufa B.O.D por 12h a 25°C. Por fim, as fases inferior e superior foram coletadas
com auxilio de uma agulha e seringa e armazenadas para a determinagéo do teor de

proteinas e atividades proteoliticas, e calculados os parametros de particao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A melhor condicao de temperatura e pH para atividade enzimatica foi a 30°C e
pH 3,0, respectivamente. Os resultados obtidos para o coeficiente de particao de
proteina e atividade, e a seletividade estdo apresentados na Tabela 1. A partir do

coeficiente de particdo é possivel inferir para qual das fases a enzima de interesse, e



outras proteinas, foram particionadas preferencialmente. Todos os valores de Kp e Ke
encontrados foram maiores que 1,0, o que demonstra a particdo preferencial das
proteases e de outras proteinas para a fase superior. Os melhores resultados para a
particdo de proteases foi utilizando o SAB formado por 15% de PEG e 10% de sal
(Ke=3,293). Verificou-se que o aumento dos componentes do sistema pode favorecer
a interacdo entre os componentes da fase superior e as proteases, visto maior valor de
Ke. Entretanto, para a 3?2 linha de amarracido ha reducao de Ke. Este comportamento
pode estar associado ao efeito do volume de exclusdo que ocorre como resultado do
aumento da concentracdo de PEG. Como consequéncia, as proteases foram
particionadas preferencialmente para fase inferior. Os resultados de seletividade
devido sistema de PEG 17% e 11% Sal que apresenta mais proteina na fase superior,
sendo que na fase inferior também apresenta proteina sé que em menor quantidade a
seletividade teve o resultado bem abaixo de um o que é satisfatério (3).

Com relagdo a energia livre de transferéncia, os valores menores que 1
mostram que a migragdo das proteases para a fase superior foi um processo

espontaneo, devido a maior afinidade entre as proteases e o PEG (7).

Tabela 1. Parametros de particdo de proteases de gengibre em sistemas aquosos

bifasicos formados por PEG (4000 g/mol) + fosfato de potassio a 30°C.

Energia
livre de
Linha de~ Composigcao do SAB | Kp Ke Seletividade tr_ansferen
amarragao cia de
Gibbs
(AG)
1 13% PEG + 9% Sal 2,101 1,646 0,871 -1,461
2 15% PEG + 10% Sal 3,128 3,293 1,119 -2,859
3 17% PEG +11% Sal 3,602 1,272 0,367 -0,562
CONCLUSAO

Com o objetivo de extrair e caracterizar a protease do gengibre em diferentes
concentracdes de PEG e Sal a melhor concentracao foi 15% PEG e 10% de Sal onde
a concentracdo de proteina e proteinas enzimatica teve melhor resultado na fase

superior do sistema.
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