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IMOBILIZACAO DE PROTEASE PRODUZIDA POR PSEUDOMONAS
FLUORESCENS 07A USANDO SUPORTE ATIVADO COM
GLUTARALDEIDO.

CARACTERIZACAO DA ENZIMA IMOBILIZADA

Juliana Severo Miranda? Kimberly Freitas Cardoso’,
Jane Aparecida de Paula*, Monique Renon Eller

Resumo: Neste trabalho, a protease produzida por Pseudomonas fluorescens
07A foi imobilizada utilizando uma estratégia baseada em ligacdo covalente,
empregando DEAE Sephacel como suporte e glutaraldeido como um agente
intermedidrio. Verificou-se possiveis modificacdes no pH e temperatura ideias
da enzima, assim como a possibilidade de reuso e armazenamento. O pH e
temperatura ideais da enzima foram deslocados de 7,5 para 8,0 e de 37 °C para 50
°C, respectivamente. A enzima apresentou uma atividade crescente ao longo dos
ciclos de reutiliza¢do e uma maior estabilidade de armazenamento em relagdo a
enzima livre. Este estudo revelou que a imobilizagdo da protease é vantajosa para
sua aplicabilidade, uma vez que ampliou as faixas de condigoes para a utilizagdo
da enzima, permitiu a recuperagdo do catalisador e manteve a atividade catalitica
por tempo prolongado.
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Introdugao

Proteases tém a funcao de hidrolisar as ligagdes peptidicas em proteinas,
sendo amplamente utilizadas nas industrias quimicas e alimenticias. No
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entanto, a sua utilizagdo ¢ limitada, uma vez que possuem custo elevado,
propriedades algumas vezes incompativeis com as condi¢des de processamento
e dificil recuperagdo no final do processo. Nesse contexto, a imobilizacdo é
uma alternativa viavel que proporciona a recuperagao e reutilizacao da enzima,
reduzindo os custos de sua utilizacdo (SHRINIVAS et al., 2012). Por sua vez,
o glutaraldeido tem se mostrado um agente eficaz para imobilizagdes e reage
com residuos de lisina, levando a formacao de ligagdo covalente (KISHORE e
KAYASTHA, 2012).

Assim, o presente trabalho objetivou a imobilizagdo da protease
produzida por Pseudomonas fluorescens 07A em resina DEAE Sephacel,
utilizando glutaraldeido como um intermedidrio, para verificar possiveis
modifica¢des nas caracteristicas da enzima que pudessem ser vantajosas para
sua aplicabilidade.

Material e Métodos

1. Producao, enriquecimento e imobilizacao da protease

A bactéria P. fluorescens 07A foi cultivada em meio LB (Luria-Bertani)
por 48 h a 27 °C. O meio de cultivo foi centrifugado, o sobrenadante foi
submetido a precipitagdo com sulfato de amoénio (60%) e dialisado em
membrana de celulose de 14 kDa (Sigma-Aldrich). A imobilizacao foi feita
utilizando como suporte 3 g de DEAE Sephacel, que foi ativado com 2 mL
de solugao de glutaraldeido 5% (v/v). Posteriormente o suporte ativado foi
misturado em 10 mL de solugdo de protease e a mistura foi mantida a 4 °C por
24 h. As atividades proteoliticas foram mensuradas utilizando caseina como
substrato (2% m/v) durante 8 h, a 37 °C. A quantidade de produto formado foi
determinada usando o reagente Folin-Ciocateau (50% v/v) com leitura a 660
nm em espectrofotometro.
2. Efeito do pH e da temperatura

O efeito da imobilizagdo sobre o pH ideal foi mensurado na faixa de
valores de pH de 6,72 a 8, a temperatura constante (37 °C). Ja a influéncia da
imobilizagao sobre a temperatura ideal de atividade foi determinada na faixa de
30 a 60 °C, mantendo-se o pH constante (7,5). Ambos os testes foram realizados
a partir da determinacao de atividade enzimatica nos valores testados.
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3. Ensaio de reutilizacao

A reutilizagao foi feita por 6 ciclos continuos. Ao final de cada ciclo, a
enzima foi recuperada por centrifugacio e o sobrenadante coletado para
determinagdo daatividade residual. A cada uso, era feita alavagem com tampao
(Tris-HCI 10 mM, 0,1% CaCl2, pH 7,5) e um novo substrato era adicionado
para um novo ciclo.
4. Estabilidade de armazenamento

Para verificar a estabilidade das enzimas livre e imobilizada ao
armazenamento, as colunas foram armazenadas durante 20 dias a 10 °C e a
atividade residual foi mensurada.
5. Analise estatistica

Os dados foram avaliados, por analise de variancia (ANOVA) e teste
Tukey para multiplas comparagdes, com nivel de significancia de 0,05. Para a
analise dos dados foi utilizado o software GraphPad Prism®.

Resultados e Discussao

1. Efeito da imobilizacao no pH e temperatura ideais

Segundo ALVES et al., (2016), o pH ideal da protease utilizada neste
estudo ¢ de 7,5 e a temperatura de maior atividade é 37 °C. A imobiliza¢ao
levou a um acréscimo de 0,5 unidade no pH ideal (Figura 1A) e um acréscimo
de 13 °C na temperatura ideal (Figura 1B).
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Figura 1 - Influéncia de diferentes valores de pH e temperaturas na
atividade proteolitica da enzima imobilizada. As barras de erro representam a
média das triplicatas + DP.
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A distribuicao de cargas é um fator determinante para a conformagao
tridimensional das proteinas, pois influencia como os residuos de aminodcidos
interagem. A matriz atrai ions OH- em virtude de sua natureza cationica,
e essa atracao pode afetar o microambiente do sitio catalitico da enzima e,
consequentemente, a estrutura tridimensional enzimatica. Assim, uma
possivel explicagdo para as alteragdes observadas no pH ideal é a modificagao
na distribui¢ao de cargas do suporte e da enzima. Na imobilizagdo realizada, ha
a formacdo de bragos espacadores devido ao tratamento prévio da matriz com
glutaraldeido, gerando um menor impedimento estérico que permite o maior
acesso das hidroxilas ao sistema suporte-enzima, influenciando a distribuigao
de cargas do sistema e tornando o microambiente catalitico da enzima mais
basico e, consequentemente, hd o aumento do pH ideal.

Com relagao a temperatura, a protease imobilizada apresentou uma
maior resisténcia a desnatura¢do em comparagdo com a enzima livre, uma vez
que a ligacdo ao suporte pode proporcionar rigidez e reduzir a flexibilidade

enzimadtica, restringindo possiveis mudangas conformacionais (SINGH e
KAYASTHA, 2014).

2. Ensaio de reutilizacao e estabilidade de armazenamento

A utilizacao de enzimas como catalisadores em escala industrial é um
processo dispendioso, e para que este processo seja economicamente viavel, é
necessario que a enzima possa ser recuperada e que possua alta estabilidade
(SINGH e KAYASTHA, 2014). De forma geral, apds seis ciclos de reutilizagao,
a atividade da protease aumentou (Figura 2A) e o efeito do armazenamento na
atividade proteolitica das enzimas livre e imobilizada ¢ mostrado na figura 2B.
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Figura 2 - Efeitos da reutilizacao na atividade proteolitica e estabilidade da
enzima imobilizada. Fig 2A - Atividade residual da enzima imobilizada apds
6 ciclos continuos de reutilizagdo. Fig 2B - Estabilidade da enzima antes e apds
20 dias da imobilizagao. As barras de erro representam a média das triplicatas
+ DP.

O aumento na atividade proteolitica sugere que a enzima nao sofre
dissociagdo do suporte com os sucessivos ciclos de reutilizagao. As lavagens
feitas entre os ciclos podem ter promovido a eluigdo de inibidores que
prejudicavam a capacidade catalitica total da enzima. Também pode ter havido
o acumulo de produto residual, que interferiu na absorbéncia, e de cofatores
como o célcio presente na formulagdo do tampao utilizado, que influenciaram
no aumento da atividade. A imobilizacdo permitiu a recuperacao e reutilizacao
do catalisador com facilidade, o que implica na reduc¢do dos custos para a
aplica¢do enzimatica em processos industriais.

Ap6s 20 dias de armazenamento, a enzima livre perdeu aproximadamente
45% de atividade relativa. Ao contrdrio, a imobilizacdo nado alterou
estatisticamente a atividade proteolitica da enzima. Uma possivel explicagao
¢ que a imobilizagdo por ligacao covalente confere a enzima maior resisténcia
e dificulta alteracdes conformacionais que podem levar a perda de atividade
catalitica. De maneira geral, a imobilizagdo contribuiu para o aumento da
vida util do catalisador, permitindo que a enzima possa ser utilizada por mais
tempo com a mesma eficiéncia.

Considera¢oes Finais

A imobilizagdo foi eficiente para melhorar a utiliza¢do da protease em
relacdo a enzima livre, permitindo uma maior aplicabilidade para escalas
industriais, uma vez que a utilizagdo de enzimas livres nao se apresenta como
uma op¢ao vantajosa por possuir custo elevado e ndo ser reutilizavel. Porém,
estudos ainda sdo necessarios para a otimizacdo do processo, buscando
aperfeicoar o rendimento de imobilizagdo para evitar perdas enzimaticas.
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