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RESUMO

A precipitagdo de proteinas com sais € uma etapa de purificagdo freqiientemente
encontrada em bioprocessos. Porém, a necessidade de um tratamento posterior para
recuperacao do sal e purificacdo da proteina torna o processo de precipitagdo com sais
convencionais oneroso, além de limitado por questdes ambientais. A precipitacdo com
sais volateis € uma alternativa a precipitacdo convencional, tendo como principal
vantagem a facil remocgao destes sais dos precipitados e efluentes liquidos através da
elevacdo da temperatura ou diminuicdo da pressao. A inducdo do “salting-out” de
proteinas por estes sais para foi inicialmente investigada por nosso grupo de pesquisa,
no entanto, algumas proteinas apresentaram indicios de desnaturacao, embora a
eficiéncia da precipitagdo tenha sido verificada. Para esclarecer esta questédo, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito do sal volatil carbamato de amédnio na atividade de
cinco enzimas (a-amilase, lisozima, celulase, peroxidase e lipase). Realizaram-se
ensaios mantendo-se as enzimas a 4,0°C por 60 min em solugdes 1,0 a 5,0 molal deste
sal. Depois da remocao do sal volatil, as massas secas foram dissolvidas em tampdes
apropriados e estas solugdes tiveram sua concentracdo de proteina e atividade
enzimatica determinadas. Experimentos similares com sais convencionais também
foram feitos, assim como ensaios de precipitacdo com carbamato de aménio em forgcas
ibnicas de 5,0 a 9,0 molal. a-Amilase, lisozima e lipase nao tiveram perda de atividade
em solucdes salinas de 1,0 a 5,0 molal, enquanto que celulase e peroxidase mostraram
uma perda de atividade média de 55% e 44%, respectivamente. Andlises dos
experimentos similares com sulfatos de amonio e de sédio levam a conclusao que estas
duas enzimas desnaturaram em presenca do sal volatil carbamato de aménio. Os
ensaios de precipitagdo ndo mostraram nenhuma desnaturagdo enzimatica ou
separacao de fases para a-amilase e lipase, enquanto que a celulase e a peroxidase
precipitaram com alguma perda de atividade. Os balan¢cos de massa e de atividade
determinados para estes casos nao permitiram uma conclusdo definitiva sobre o efeito

do sal volatil sobre estas duas enzimas durante a precipitacao.
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ABSTRACT

Salting-out is a precipitation method frequently found in downstream processing
schemes of proteins. However, the need for post-precipitation treatment for salt recovery
and final purification of the protein may lead precipitation with conventional salts to be
costly and limited for environmental questions. Precipitation with Volatile salts is an
alternative to conventional precipitation, presenting as main advantage the easy salt
removal from precipitates and liquid effluents by a temperature increase or a pressure
reduction. Protein salting-out induction with these salts was pioneered by our research
group. However, there was evidence of some denaturation, although efficient
precipitation was verified for all proteins studied. To address this question, the objective
of this work was to evaluate the effect of ammonium carbamate volatile salt on the
specific activity of five enzymes (an a-amylase, a lysozyme, a cellulase complex, a
peroxidase and a lipase). Experiments were made with enzymes kept at 4.0°C for 60
min in solutions 1.0 to 5.0 molal of this salt. After this salt removal, the dried masses
were dissolved in appropriate buffers and these solutions had their protein concentration
and enzymatic activity measured. Similar experiments with conventional salts were also
carried-out which the desalination made by gel permeation columns as well as
precipitation assays with ammonium carbamate at ionic strength from 5.0 to 9.0 molal.
a-Amylase, lysozyme and lipase did not undergo activity loss in salt solutions from 1.0 to
5.0 molal, whereas cellulase and peroxidase showed an average activity loss of 55%
and 44%, respectively. Analysis of similar experiments with ammonium sulfate and
sodium sulfate led to the conclusion that these two enzymes denatured with volatile salt
ammonium carbamate. The precipitation assays did not show enzyme denaturation or
separation of phases for a-amylase and lipase while celullase and peroxidase
precipitated with some activity reduction. Mass and activity balances determined for
these cases did not allow a definitive conclusion about the effect of ammonium

carbamate on these two enzymes during the precipitation.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

Neste primeiro capitulo é apresentada uma descricdo sucinta sobre as
operagcbes de Recuperacdo e Purificagdo de Bioprodutos (RPB) com enfoque no
fendmeno de precipitagdo de proteinas. A seguir, tem-se a colocagdo do problema
estudado, o objetivo deste trabalho e finalmente as etapas executadas para alcangar

este objetivo.

1.1. Precipitacao como técnica de RPB

O desenvolvimento de novos métodos e técnicas de separacao e purificacdao de
bioprodutos tem sido essencial para os avangos recentes da area de pesquisas
biotecnoldgicas. O potencial de aplicagdo ou uso final de um bioproduto ira depender do
nivel de pureza do mesmo, como por exemplo: alto grau de pureza é requerido para
aplicacoes terapéuticas ou estudos de estrutura e funcao de proteinas e baixo grau de
pureza para aplicagdes industriais como no caso de industria de alimentos ou
detergentes domésticos (QUEIROZ et al., 2001). Entre os bioprodutos, as enzimas
apresentam uma variedade de aplicacdes, desde o uso terapéutico e em tratamentos
estéticos corporais, até sua utilizacdo na industria de alimentos para consumo humano
e animal. Entretanto, independente da forma de producédo, as enzimas nao sao obtidas
puras e a purificacdo constitui uma etapa complexa do processo de producédo das
mesmas devido as caracteristicas dos meios e da complexidade e variedade das
biomoléculas de interesse e contaminantes (PESSOA JUNIOR, 2005). Devido a isso,
uma extensa seqiéncia de etapas de separagcdo conhecida como Recuperacédo e

Purificacdo de Bioprodutos (RPB) ou “Downstream Processing”, deve ser utilizada para
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que se obtenha o produto desejado a partir de uma mistura, no nivel de pureza
requerido para cada aplicacdo. Atualmente, ha uma série de limites impostos a RPB,
dentre as quais estdo as dificuldades encontradas nas estruturas de processos
existentes, que requerem uma resposta proporcional dos equipamentos e infra-estrutura
disponiveis (LOW et al., 2007). Dentre estas dificuldades pode-se citar o gerenciamento
de todas as variaveis do processo, 0 alcance das caracteristicas desejaveis do produto
final e a selecdo de tecnologias de separacdo eficientes para atingir estas
caracteristicas (KELLER et al., 2001). Estes limites tornam a RPB o conjunto de etapas
mais complexo e caro de um bioprocesso, podendo atingir até 80% do custo de
producdo no caso especifico de farmacos (CLONIS et. al,, 2006). Assim, estratégias
que incluem reduzir o numero de etapas no processo de purificagdo e formas
alternativas de operacoes unitarias de RPB tém sido desenvolvidas com o intuito de
reduzir o custo dos produtos. Entre essas novas alternativas inclui-se o uso do leito
mével simulado, métodos de cromatografia em membrana e métodos néo
cromatograficos como a floculacao, precipitacao, cristalizacao e sistemas de duas fases
aquosas.

O objetivo global da purificagdo de biomoléculas ndo é somente a remocao de
contaminantes indesejados, mas também a concentracdo da proteina desejada e sua
transferéncia para um ambiente onde ela seja estavel e pronta para a aplicacao a que
se destina (QUEIROZ et al., 2001). Entre as operacbées de RPB, a precipitagdo esta
presente em mais de metade dos processos e tem a caracteristica de concentrar em
alto grau a molécula de interesse, sendo geralmente utilizada no inicio da RPB, entre
uma primeira etapa de separacdo de solido-liquido e uma primeira etapa de pré-
purificacdo, antes da etapa de purificagao final de alta resolugdo (BONNERJEA et al.,
1986) ou como Uultima etapa para gerar o produto na forma soélida. Além disso, a
precipitacdo é menos afetada por interferentes nao protéicos do que procedimentos de

adsor¢ao e cromatografia (LADISCH, 2001) e é de relativo baixo custo.

Os métodos de precipitagdo podem variar em seletividade devido a dificuldade
na lavagem do precipitado ou devido a co-precipitagdo de contaminantes, mas em geral
oferecem condicbes de serem projetados como uma operagdo de alta capacidade
(LOW et al., 2007), sendo que aproximadamente 80% dos procedimentos de purificacao

2
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utiizam no minimo uma etapa de precipitacdo (ENGLARD e SEIFTER, 1990).
Desvantagens da precipitacdo sao as possibilidades de baixo rendimento se o produto
desnaturar durante o processo e dificuldade de remogao do agente precipitante (LOW et
al., 2007), a geragao de grandes volumes de efluentes se solventes orgénicos sao
utilizados, a necessidade de se recuperar os agentes de precipitacdo (no caso de

solventes organicos por exemplo), a toxidez de alguns agentes precipitantes, etc.

No caso da precipitagdo por adicdo de sal, uma desvantagem € a existéncia de
sal em ambas as fases formadas. O sistema bifasico formado € constituido de uma fase
liquida concentrada em eletr6lito e uma fase composta que contém a proteina
precipitada com grande propor¢ao de fase liquida salina, podendo também conter sal
na fase sélida intrinsicamente ligado a ela (WATANABE et al., 2006, 2007). Assim, sao
necessarias operagdes como a didlise ou diafiltracdo para a eliminagdo do sal da fase
precipitado e processamento da fase liquida para sua reutilizacdo ou descarte final.
Esses tratamentos limitam em parte as aplicacées do processo de precipitagdo por

“salting-out” devido ao custo dos mesmos.

O uso de eletrdlitos volateis se apresenta como uma alternativa para o aumento
da viabilidade do processo de precipitagcdo por “salting-out”. Isto se da porque a
dissolugéo e a dissociacao destes eletrolitos em solugdo aquosa gera ions que tém a
capacidade de precipitar as proteinas pela mudanca de pH (TOMASULA et al., 1995,
HOFLAND et al., 2000) ou pelo efeito de salting-out (WATANABE et al., 2006). Além
disso, o equilibrio entre as espécies é alterado com o aumento da temperatura ou
abaixamento da pressao do sistema formando gases que passam para a fase vapor
podendo ser facilmente removidos da solucdo. Assim, estes gases podem ser
recuperados e reutilizados, diminuindo consideravelmente a geracdo de efluentes

salinos no sistema e consequentemente, o custo global de producgao.

Os eletrolitos volateis compreendem sais, bases e acidos como o acido
sulfidrico (H2S), acido cloridrico (HCI), acido cianidrico (HCN), além de uma série de
compostos cujas solucdes podem ser obtidas a partir da dissolugao em agua de didxido
de carbono (CO,) e amobnia (NH3z) em diferentes proporgdes, como o &cido carbdnico
(H2COs3), o hidroxido de aménio (NH4OH), o bicarbonato de aménio (NH4HCO3), o
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carbonato de aménio ((NH4)2CQOs3) e o carbamato de aménio (NHsNH>-COO). Por razées
ambientais e de seguranga, compostos como o acido sulfidrico e o acido cianidrico nao

sao usadas em operacbes de RPB.

1.2. Colocacao do problema

Nos estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa no Laboratério de
Engenharia de Bioprocessos em parceria com o Prof. Dr. Pedro de Alcantara Pessba
Filho do Departamento de Engenharia Quimica da Escola Politécnica da Universidade
de Sao Paulo (USP) — Sao Paulo - SP, foi verificada a eficiéncia do uso dos sais
volateis para a inducdo do “salting-out” com o trabalho pioneiro de precipitagdo da
tripsina suina (WATANABE et al., 2006), lisozima de ovo de galinha e insulinas suina e
bovina (LIMA, 2006), quimiotripsina e IgG (PESSOA FILHO, 2006) usando carbamato
de ambnio como agente precipitante. No entanto, experimentos de precipitacdo da
tripsina suina com sal nas concentragcdes de 7,1 e 9,1 molal mostraram redug¢do na
atividade da proteina de aproximadamente 20% (WATANABE et al., 2006). Além disso,
LIMA (2006) observou indicios de mudancgas conformacionais nas proteinas lisozima e
insulina bovina apds precipitagdo com sais volateis. Dentre esses indicios estdo a nao
ressolubilizacdo do precipitado de lisozima, apds a decorréncia do tempo de equilibrio
(48 h), na mesma solugao em que esta proteina havia sido previamente solubilizada
antes dos ensaios de precipitacdo e leve desestruturacdo molecular detectada através
de espectroscopia de dicroismo circular na insulina bovina precipitada com o mesmo

sal.

Creditou-se a perda de atividade da tripsina suina a autélise da mesma ou a
desnaturagcao provocada pelos altos valores de pH da solugcéo salina de carbamato de
amoénio (proximo de 10,0). Porém, estudos de SDS-PAGE nao indicaram autdlise
significante, e a hipétese que o alto valor de pH promovia a desnaturagao foi verificada
por medidas de atividade da tripsina em solucdes de trietanolamina-HCI em valores de
pH na faixa entre 7,8 e 10,0, onde a perda de atividade foi ainda maior (50 e 55%,
respectivamente) do que a detectada previamente com solugées de carbamato de
aménio. Sendo assim, se o alto valor de pH das solu¢cbes de carbamato de amoénio

4
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causou alguma desnaturagao da tripsina, o sal aparentemente teve um efeito contrario,
ou seja, um efeito estabilizante, sugerindo que a principal causa para a desnaturagao

naquelas precipitagcdes de tripsina foi o alto valor de pH.

No trabalho de LIMA (2006), a interpretacao dos espectros de dicroismo circular
da insulina bovina em conjunto com dados da literatura, revelou que a proteina teve
uma leve mudanga estrutural, que, segundo sugestdo do autor, foi causada pelo
aumento das interacdes hidrofébicas e oligbmeros em solucdo, ambos os efeitos
atribuidos ao eletrdlito volatili em questdo. As andlises dos espectros dicréicos da
insulina também revelaram que o pH alcalino da solucdo mae, além de outros fatores
como, por exemplo, o processo de liofilizagdo, ndo contribuiram significativamente para
a alteracado da estrutura secundaria da proteina. Estes dados, juntamente com o fato de
que a lisozima apresentou cinética de precipitacdo lenta e dificuldades em sua
ressolubilizagdo ap6s o tempo de equilibrio, levaram o autor a especular que o tempo
de indugédo e a cinética de precipitacdo sejam fatores limitantes no que se refere a
preservacao da estrutura nativa de proteinas apds a precipitacdo com o carbamato de
amoénio, ja que a decorréncia de um maior intervalo de tempo entre a adigao do sal e a
precipitagdo implica em uma maior exposicdo da molécula aos possiveis efeitos
desnaturantes do sal.

Com base nestes resultados, € necessério avaliar em detalhe a influéncia do
uso de eletrdlitos volateis em processos de desnaturagdo de enzimas para dar
continuidade ao uso dos mesmos na purificagdo de bioprodutos através da precipitagao.

1.3. Objetivo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do sal volatil carbamato de amdnio
na atividade catalitica de diferentes enzimas com enfoque em purificacdo de
biomoléculas. Assim, mediu-se a atividade enzimatica relativa de solugdes de cinco
enzimas (a-amilase, celulase, lisozima, peroxidase e lipase) apds estas serem, uma a

uma, combinadas por 60 min a 4,0°C com solugdes de carbamato de amdnio,
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comparando-se estes resultados de atividade com ensaios similares conduzidos com

sais convencionais (sulfatos de aménio e de sédio).

1.4. Etapas executadas
O presente trabalho constou das seguintes etapas:

a) Incubacao de solugdes de enzimas com carbamato de aménio por 60 min a

4,0°C e medidas da atividade relativa apds este tratamento e remoc¢ao do sal volatil;

b) Realizacdo de ensaios similares aos descritos em a) para as enzimas que
apresentaram redugéo de atividade enzimatica, substituindo-se o sal volatil por sulfatos

de sodio e de amoénio;

c) Determinacdo da estabilidade da peroxidase em tampao carbonato-
bicarbonato e fosfato de diferentes pHs com dessalinizagédo realizada por colunas de

filtracdo em gel;

d) Precipitagdo das enzimas com o intuito de avaliar o efeito deste processo na
manutencdo da atividade das mesmas. Para efeitos de comparagdo, estes
experimentos foram realizados nas mesmas condi¢des dos estudos de estabilidade

anteriores;

e) Precipitacdo da enzima celulase na presenga de solugdo de
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), um polimero que mimetiza o substrato desta enzima

objetivando a redugéo da desnaturagao;

f) Caracterizacao das enzimas estudadas por obtencao de seus perfis protéicos
através de ensaios de eletroforese SDS-PAGE.

As etapas experimentais deste trabalho que compreendem os itens de a) até e)
estdo representadas na Figura 1.1. Preliminarmente as etapas nomeadas
experimentas, trés etapas relacionadas a metodologia analitica foram realizadas por
serem fundamentais ao estudo em questao. Estas etapas estdo listadas a seguir e seus

resultados apresentados como apéndices:
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Tratamento Tratamento com Tratamento da Estudos de
com solucoes solucodes de sais peroxidase em precipitacao
de sal volatil convencionais diferentes tampc"Je} com sal voIétiI7
Solugbes de Solugdes de Tampdes fosfato de Solugbes de
carbamato de sulfatos de sédio e potassio e carbonato- carbamato de
aménio a 1,0, 2,0, de aménio a 1,0, 3,0 bicarbonato de so6dio amdbnioa 5,0,7,0e
3,0 e 5,0 molal em e 5,0 molal em a 100 mmol/L em 9,0 molal em
contato com contato com contato com solugéo solugdes de a-
solugdes de a- solugdes de de peroxidase amilase, celulase
amilase, lisozima, celulase e (com e sem
celulase, peroxidase HPMC), peroxidase
peroxidase e e lipase
lipase
\4
60 min a 4°C v
\ 60 min a 4°C;
. 0 centrifugacao
60 mina4’C | (15 min, 5000 X g)
Liofilizaggo |
| Sobrenadante | | Precipitado |

v

Dessalinizagao em

coluna de filtragéo
em gel

\4
Determinagéo da concentragéo
protéica e atividade enzimatica

Figura 1.1: Fluxograma das etapas experimentais deste trabalho.
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a) Implementacdo de métodos para a determinagcdo da concentracdo de
proteina por absorbéancia a 280 nm e pelo método de BRADFORD (1976);

b) Verificacdo da influéncia do sal volatil carbamato de aménio e do sal
convencional sulfato de aménio na medida da concentracdo de a-amilase por
absorbéancia a 280 nm. Com base nos resultados deste ensaio, optou-se por fazer, para
todas as enzimas, a remocdo do sal antes da determinacdo das concentracdes
protéicas. Assim, esta verificacao de influéncia do sal foi realizada somente para esta
enzima.

c) Determinacdo da atividade enzimatica e da faixa operacional da variavel
resposta de cada método de atividade enzimatica.



CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo é apresentada a revisao bibliografica de temas concernentes a
este trabalho, entre os quais esta a precipitacdo de proteinas, com destaque as suas
variantes, além de uma sucinta discussdo sobre a precipitagdo de proteinas induzida
pela adicdo de sais com a respectiva modelagem matematica deste fenémeno. A
seguir, uma breve apresentacdo do uso de sais volateis na precipitagdo de proteinas €
feita, com énfase no equilibrio liquido-vapor destes sistemas assim como a descrigao
do historico e principais aplica¢gdes do sal volatil carbamato de aménio, sal cujo efeito
sobre a atividade de enzimas foi avaliado neste trabalho. Conceitos sobre estabilidade
protéica e enzimatica serdo abordados e, finalmente, serdo apresentadas

caracteristicas das enzimas estudadas.

2.1. Precipitacao de proteinas

A precipitagdo de proteinas pode ser induzida por varios fenbmenos causados
por mudangas na solucao tais como: adicdo de solventes organicos, alteragdo do pH,
adicao de ligantes, mudanca de forca i6nica decorrente da adicao de sais, aquecimento
ou resfriamento (ENGLARD e SEIFTER, 1990; BELTER et al., 1988).

A adigéo de solventes organicos em solugbes aquosas de proteinas promove a
precipitacdo devido a diminuicdo da constante dielétrica da solugdo que promove a
intensificacdo da atracao entre as cargas opostas das moléculas de proteina e redugéo
do poder de solvatacdo destas moléculas pela agua devido, principalmente, ao
deslocamento e a imobilizacdo parcial das moléculas de agua pela hidratagdo do
solvente orgénico (LADISCH, 2001). Para evitar perda parcial ou total na atividade

9
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biolégica do produto, é necessario que a precipitacdo seja realizada a baixa
temperatura e com concentracdo de solvente relativamente baixa. Dentre os solventes
organicos utilizados, os mais citados na literatura sdo a acetona e o etanol por terem

completa miscibilidade em agua e por ndo reagirem com a proteina (SCOPES, 1988).

A precipitacdo isoelétrica de proteinas € feita por ajuste de pH. Adicionam-se
acidos ou bases até que o pH do meio seja igual ao ponto isoelétrico (pl) da proteina.
As proteinas tém baixa solubilidade no seu pl, pois, neste pH, a carga liquida da
molécula é nula, e a repulséo eletrostatica entre as moléculas € minima, prevalecendo
as interac6es hidrofébicas proteina-proteina. Desnaturacdo e inativagdo da proteina
precipitada podem acontecer em alguns casos, 0 que torna esse processo util na
remocao de proteinas indesejaveis da solugdo que contém a proteina-alvo, desde que

esta seja estavel nas condi¢des de precipitacao (LADISCH, 2001).

A precipitacao por afinidade é uma técnica ndo-cromatografica simples utilizada
para purificacdo de proteinas através da exploracado da afinidade entre um ligante de
afinidade (bifuncional ou multifuncional como anticorpos ou polimeros acoplados a
varias moléculas de ligantes monofuncionais) e a proteina-alvo. Essa afinidade causa a

agregacao, e o complexo proteina-ligante de afinidade é precipitado (SCOPES, 1988).

A precipitacdo por desnaturacado térmica € adequada para a remocao de
proteinas contaminantes que ao se desnaturarem precipitam. E de grande interesse
quando se consegue remover proteases que comprometeriam a integridade da
molécula alvo (produto). Como citado no caso de precipitacao isoelétrica, é fundamental
que esta molécula alvo seja termoestavel na temperatura de precipitacdo (MIRANDA e
BERGLUND, 1993).

Um dos métodos mais comuns de precipitacdo de proteinas, tanto em escala de

bancada (pesquisa) como em larga escala, é a precipitacao por sais.

2.2. Precipitacao de proteinas com uso de sais

Um grande numero de estudos tedricos e experimentais tém sido realizados

para tentar explicar os efeitos dos sais na solubilidade de proteinas (ARAKAWA e
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TIMASHEFF, 1985). A precipitacao por adicao de sal ocorre devido a um decréscimo
liquido de solubilidade resultante de um efeito “salting-out” (hidrofébico) ou da
combinagédo de um efeito “salting-in” (eletrostatico) com um efeito “salting-out”. O efeito
“salting-in” causa o aumento da solubilidade do soluto com o aumento da concentragéo
de sal, enquanto o “salting-out” causa um decréscimo da solubilidade com aumento da

concentracao do mesmo (LADISH, 2001).

Segundo um artigo classico de KAUZMANN (1959), na precipitacdo de
proteinas por “salting-out”, os ions salinos competem com a proteina pelas moléculas
de agua, e a solubilidade da proteina diminui uma vez que a camada de hidratacao é
parcialmente removida e as interacées proteina-proteina, com destaque para as
interacdes hidrofébicas, se tornam relevantes. Outra teoria do fenémeno de “salting-out”
foi sugerida por SINANOGLU et al. (1964) que leva em consideracao o aumento da
tensdo superficial do liquido devido a adicdo de sal e o conseqlente aumento na
energia livre da formacao de uma cavidade para a dissolugdo da molécula de proteina
(ARAKAWA e TIMASHEFF, 1984).

O sulfato de aménio € o sal mais utilizado em “salting-out” devido a sua alta
solubilidade em agua, a baixa densidade de suas solugdes, a posicao favoravel de seus
ions na série de Hofmeister com relagéo a efetividade de precipitagdo, a auséncia de
efeitos desnaturantes e ao fato de prevenir o crescimento de bactérias na solucao
(DEUTSCHER, 1990), além de ser de baixo custo mesmo em alta pureza (LADISH,
2001).

Uma desvantagem da precipitagdo com sais € a existéncia de sal em ambas as
fases formadas. O sistema bifasico formado é constituido de uma fase liquida
concentrada em eletrélito e uma fase composta que contém a proteina precipitada com
grande proporgcdo de fase liquida salina, podendo também conter sal na fase sélida
intrinsicamente ligado a ela. Assim, sdo necessarias operagbes como a didlise ou
diafiltracdo para a eliminacdo do sal da fase precipitado e processamento da fase
liquida para sua reutilizagdo ou descarte final. Esses tratamentos limitam em parte as

aplicacdes do processo de precipitacdo por “salting-out” devido ao custo dos mesmos.
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Conforme relatam GORGENY! et al. (2006) a precipitacdo por “salting-out”
apresenta diversas possibilidades de aplicacdo, como por exemplo, modificar o
comportamento fisico da solucdo, tornar técnicas analiticas mais sensiveis, ser usado
para fracionamento de solugdes, entre outras. Como exemplos de aplicacbes de
precipitacdo por “salting-out” utilizando-se sulfato de aménio, podemos citar a extragéo
de sementes da planta indiana Gelonium multiflorum utilizada como possivel limitadora
do crescimento de células cancerigenas (ALAM et al., 2008) e de DNA genbémico de
sangue no trabalho de NASIRI et al. (2005), a purificagdo da enzima enantioseletiva
carbonil redutase com 90% de rendimento na etapa de precipitagdo (SONI et al., 2007),
a remocao de mais de 90% das impurezas (essencialmente RNA) durante a purificacdo
de DNA plasmidial através do uso deste sal juntamente com isopropanol para indugéao
da precipitacdo (FREITAS et al., 2006) e a precipitacdo de proteinas utilizadas em
vacinas animais, onde 81% de rendimento pode ser alcangcado nessa etapa
(MARANGA et al., 2002).

2.2.1. Modelagem da precipitacao de proteinas por “salting-out”

A precipitagdo de proteinas por “salting-out” é usualmente descrita
matematicamente através da equagao classica de Setschenow (GORGENY!I, 2006):

log(S,/S)=logy =K, - (sal,soluto) | (2.1)

em que S, é a solubilidade da proteina em agua, S é a solubilidade da proteina na
presenca de um sal mas nas mesmas condi¢cdes de temperatura e pH, ¥ é o coeficiente
de atividade da proteina, K (sal, soluto) & a constante de Setschenow dependente do

sal e da proteina em questao, também conhecida como constante de “salting-out”, e | é

a forca i6nica do sal conforme a equacéo 2.2, onde z. é a carga elétrica do ione m, é

a molalidade da espécie i. Na equacao 2.1, a molalidade ou concentracdo também tém
sido usadas ao invés da forga i6nica.

I= Y5> m; 27 (2.2)
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Arranjando matematicamente os termos da equacao (2.1), chega-se a expressao (2.3)
que representa a equacao de COHN (1925):

log(S)=B-K, -1 (2.3)

onde S € o log (So)que representa o logaritmo da concentragéo hipotética do soluto na

forca idGnica zero.

MELANDER e HORVATH (1977) modelaram a precipitagdo como resultado do
balanco de dois efeitos opostos: o efeito chamado “salting-in” relacionado as forcas de
interacdo eletrostaticas, que aumentam a solubilidade da proteina, e o efeito “salting-
out” devido as interacdes hidrofébicas que causam a diminuicdo da solubilidade da
proteina. Estes dois efeitos antagbnicos séo representados na equagéao 2.4:

log(S)=f+A-1-Q-c-1=+(A-Q-0)-I=p-(Q-0-A)-I (2.4)

Nesta equacdo, o termo A € um coeficiente de “salting-in”, oriundo do modelo de
Kirkwood (MELANDER e HORVATH, 1977) para a variagdo de energia livre na
dissolucao de um dipolo neutro e esta relacionado as interacdes eletrostaticas entre o

sal e a proteina. O valor de A é dado pela férmula:
A = DM/RT (2.5)

em que M é o momento dipolo da proteina, R € a constante universal dos gases ideais,
T é a temperatura em Kelvin e D é uma constante. A constante B da equagao 2.4 é uma
constante que depende da temperatura, do pH e da proteina em questdo e esta
associada com o modelo de Debye — Hiickel (MELANDER e HORVATH, 1977) para a
variagao de energia livre na dissolugdo de um ion. Também, implicitos nesta constante,
se encontram termos dependentes de caracteristicas fisico-quimicas intrinsecas a
proteina, como o numero de residuos acidos e basicos (que regem a carga liquida em
baixas forcas iGnicas) e o ponto isoelétrico. O “salting-out” propriamente dito é regido
pelo coeficiente -Q-o da equagado 2.4. O termo o € o incremento na tensao superficial

da solucdo com o aumento da molalidade do sal. O termo Q é uma constante
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diretamente proporcional a area superficial hidrofébica da proteina e do volume molar
do solvente.

A natureza dos parédmetros A, B e Q-o é utilizada na descricdo do

comportamento de solubilidade de proteinas conforme se varia a forga i6nica: em faixas
de baixa concentracao salina, o efeito das forcas eletrostaticas se sobrepde ao das
interacdes hidrofdbicas e o logaritmo da solubilidade aumenta com a forga ibnica. Para
concentragcées salinas maiores, contudo, os efeitos de “salting-in” se tornam
despreziveis em face ao “salting-out” e o logaritmo da solubilidade da proteina comeca
a decrescer linearmente com a concentracao de sal. Assim, para concentragcdes salinas
significativas, a precipitacdo de proteinas por “salting-out” € usualmente descrita por
meio de um rearranjo simplificado da equacédo 2.4 de forma a se obter a constante de

“salting-out” ( K;) formulada por COHN (1925) composta de um coeficiente de “salting-

out” intrinseco (Q-o) e de um coeficiente de “salting-in” (-A), que estao correlacionados
as interacdes hidrofdbicas e eletrostaticas, respectivamente, de acordo com a equacao

abaixo:
K.,=Q-0c-A (2.6)

Esta constante constitui a base tedrica para a série de Hofmeister e do chamado efeito
liotrépico (MELANDER e HORVATH, 1977; BULL e BREESE, 1980) e representa a

efetividade do sal na precipitacdo de uma dada proteina.

2.2.2. Precipitacao de proteinas com uso de sais volateis

O uso de eletrélitos volateis se apresenta como uma alternativa ao processo de
precipitacdo por sais convencionais, pois pode aumentar a sua viabilidade e diminuir o
custo de producao, devido a menor complexidade na recuperacao dos eletrolitos da
solugdo-mae e no precipitado. Os eletrolitos volateis sdo sais que em solugdes aquosas
coexistem nas formas ibnica e molecular (ndo dissociada), mas na fase vapor somente
a forma molecular é encontrada (PRAUSNITZ et al., 1999). Por elevacdo de
temperatura ou abaixamento de pressao, a solubilidade da forma molecular em agua
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reduz-se drasticamente, diminuindo também a concentracao das formas iénicas. Assim,
o eletrdlito converte-se a forma molecular gasosa sendo facilmente removido da
solugdo, tendo o potencial de ser diretamente reutilizado, sem necessidade de

purificacdo adicional.

EDWARDS et al. (1975) visavam a estabelecer uma modelagem termodinamica
para calcular as composi¢cbes do equilibrio liquido-vapor de solugdes aquosas diluidas
contendo eletrélitos volateis comumente encontrados na industria quimica (amoénia,
diéxido de carbono, sulfeto de hidrogénio, diéxido de enxofre e cianeto de hidrogénio).
Estes autores propuseram um modelo em que o equilibrio de fases (setas verticais na
Figura 2.1) era governado pela lei de Henry, enquanto que o equilibrio quimico (setas
horizontais na mesma Figura) era governado pelas constantes de dissociacdo do
eletrdlito na fase liquida. Segundo estes autores, os sistemas que envolvem diversas
espécies ibnicas tém seu equilibrio calculado através de reac6es de dissociacao, sendo
que os equilibrios a serem considerados para as dissolu¢ées da amoénia e didxido de

carbono estado representados pelas equagdes seguintes:

J E—

NH;" + H,O == NH4* + OH’ (2.7)
CO," + HO == HCO; + H* (2.8)
HCOs = COs* + H* (2.9)

Na dissolucdo simultanea de aménia e dioxido de carbono, deve-se levar em

conta o equilibrio de formacao do ion carbamato:
NH;" + HCO; = NH,COO + H,0O (2.10)

Outras determinacdes experimentais de equilibrio de fases em sistemas
aquosos contendo amonio e didxido de carbono foram obtidas por RUMPF et al. (1998)
e por KURZ et al. (1995), que investigaram o equilibrio solido-liquido-vapor envolvido na
precipitagdo do bicarbonato de amdnio. As informagdes obtidas nestes trabalhos podem
ser sintetizadas em funcao da razao entre as quantidades totais de nitrogénio e carbono
(Rnic) no sistema. Essa razao foi definida por VAN BERLO et al. (2000) como:
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Rnic = m(NH;") + m(NH4)* + m(NH,COO) (2.11)
m(CO.") + m(HCO3) + m(COs%) + m(NH,COO)

em que m (i) € a molalidade da espécie i entre paréntesis.

Fase vapor
T,P
Eletrolito
molecular
¢ | Fase liquida
. T,P
Eletrdolito @<«—— jons
molecular

Figura 2.1: Equilibrio liquido-vapor de um sistema composto pela fase aquosa e um
eletrélito volatil (EDWARDS et al., 1975).

A Tabela 2.1 lista os valores desta razdo para solugdes de quatro espécimes de
eletrolitos volateis CO, — NH3, de acordo com as reagdes de dissociacido e a definicao
da razdo Rnc. A obtencdo de cristais dos sais com formula molecular (NH4)>CO3
(carbonato de aménio) ou NH4sNH.CO, (carbamato de aménio) em graus de pureza
significativos € um procedimento dificil, o que torna o seu custo alto. O carbonato de
aménio comercial (P.A.) corresponde a uma mistura de bicarbonato e carbamato de
amoénio cuja fragado de amoénia é de aproximadamente 30% em massa. Sendo assim, o
valor da razdo Ry, de uma solugdo feita a partir deste sal € menor que 2,0, ao contrario

do que poderia ser concluido através da analise de sua formula molecular.
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Tabela 2.1: Valores da razédo Ry para solugdes feitas a partir de diferentes eletrdlitos
volateis CO, — NHs.

Composto Férmula Rnic
Bicarbonato de aménio NH4HCO: 1,0
Carbonato de aménio comercial NH4HCO, + NH4NH>CO» 1,4
(P.A) (30% de NHs)

Carbonato de aménio (NH4)2CO3 2,0
Carbamato de aménio NHsNH>CO, 2,0

O estado de equilibrio de uma solugao depende da razdo Ry, € da quantidade
de solutos adicionados (independente do estado em que os mesmos sao adicionados a
solugdo). Assim, uma solugcdo de carbamato de amdnio ou de carbonato de aménio,
ambos em alto grau de pureza, € idéntica a uma solugao que possua a razao Ry igual
a 2,0 preparada a partir de bicarbonato de amdnio e hidroxido de aménio, ou de
carbonato de aménio analitico comercial (P.A.) e hidroxido de aménio. Desse modo,
neste trabalho, assim como nos trabalhos de WATANABE et al. (2006) e LIMA (2006),
as solucdes de Ry, igual a 2,0 serdo tratadas como solugdes de carbamato de amonio
e referenciadas pela féormula molecular do sal: NH4sNH>CO,, embora ndo sejam
preparadas a partir da dissolugao deste sal em forma cristalina. O uso de carbamato de
aménio para a inducao de precipitagdo por “salting-out” foi iniciado pelo nosso grupo de
pesquisa, com a precipitagdo de tripsina suina (WATANABE et al., 2006), lisozima de
clara de ovo de galinha, insulinas bovina e suina (LIMA, 2006), quimotripsina e IgG
(PESSOA FILHO, 2006). Nos experimentos feitos por WATANABE et al. (2006) e LIMA
(2006) foi utilizado o carbamato de aménio com Ry igual a 2,0 e 2,5, porém estes
autores verificaram que solugdes com Ry igual a 2,5 apresentaram um menor efeito na
inducdo da precipitacdo de proteinas por “salting-out” do que solugdes andlogas com
Rnc igual a 2,0. VAN BERLO et al. (2000) sugerem que somente sais volateis com Ry,c
maior ou igual a 2,0 sédo efetivos para a separagdo de duas fases aquosas, e nota-se
um aumento acentuado da solubilidade dos sais em funcdo de Ry, de acordo com
dados fornecidos pela BASF (1998, 1999, 2000), segundo os quais a solubilidade a
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25°C do carbamato de amoénio (R igual a 2,0) é de 790 g/L, do carbonato de aménio
(Rnicigual a 1,4), 320 g/L e do bicarbonato de amoénio (Rycigual a 1,0) € de 220 g/L.

Uma explicacdo para a menor capacidade de indugdo ao “salting-out” de
solugdes de sal com Ry = 2,5 em relagdo as solugdes analogas com Ry = 2,0 foi
dada por WATANABE et al. (2006). Segundo estes autores, a concentracdo de ions
carbonato é proporcionalmente maior para uma razao Ry igual a 2,0, e 0 aumento da
concentracdo de amonia com propdésito de se aumentar o Ry,c faz com que parte dos
ions carbonato se converta a carbamato, o que em principio faz com que a capacidade
de induzir o “salting-out” diminua, devido a diminuicdo na densidade de cargas, pois 0

ion carbonato bivalente é convertido em carbamato monovalente.

Além dos estudos de precipitacdo realizados por WATANABE et al. (2006) e
LIMA (2006), outros experimentos preliminares realizados pelo nosso grupo de
pesquisa com albumina bovina (BSA), quimotripsina e insulina suina em bicarbonato de
aménio (Ryc igual a 1,0) e carbonato de aménio comercial (Rnc igual a 1,4)
evidenciaram que estes dois sais nao apresentaram efeito de “salting-out” para estas
proteinas. Uma explicagdo para este fato € de que para valores de Ryc menores que
2,0 a solubilidade do sal é tdo baixa que eventualmente ocorre a formacédo de um
precipitado sélido salino (PESSOA FILHO, 2006).

Célculos computacionais dos valores de pH de solugdes de carbonato e
carbamato de amonio foram realizadas por PESSOA FILHO (2006). Este autor
observou que um aumento da razdo Rns traz como consequiiéncia um aumento de pH
da solugao devido ao acréscimo de aménia e como consequéncia, estas solugdes sao
alcalinas. A variacao dos valores de pH com a concentracao total do sal volatil também
foi determinada e mostrou-se bastante diversa para cada razdo Rnc. Segundo
PESSOA FILHO (2006), embora esta variagdo de pH exista, ndo é tdo acentuada e
decai com o aumento desta razdo. Este aparente efeito tamponante se origina da
composicao do sistema que € formado a partir de uma base fraca (o hidréxido de

aménio) com um sal de cation comum (carbamato de aménio).

18



REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.2.3. Carbamato de amonio — breve historico e principais aplicacoes

O carbamato de aménio foi obtido pela primeira vez no inicio do século XIV a
partir da destilacdo de chifres, casco e couro de animais cujo produto era a mistura
deste sal com bicarbonato de aménio e carbonato de aménio. Esta mistura era utilizada
como fermento para massas devido a sua decomposi¢cao em produtos gasosos e pela
facilidade de manuseio (GERHARTZ, 1985).

Com o desenvolvimento industrial da sintese da amdnia a partir do século XIX,
o carbamato de aménio passou a ser produzido a partir de amoénia e diéxido de carbono
(BROOKS, 1946) e utilizado como inseticida para cereais, agente neutralizador na
industria quimica, fertilizante, como matéria-prima na sintese de uréia (LITVIC et al.,
2005) e na producao de carbonato de amédnio (na maioria dos processos, estes dois
sais sao obtidos em misturas com outras espécies). Embora a producdo mundial de
carbamato de amoénio ultrapasse poucos milhdes de toneladas, este sal é raramente
utilizado em sinteses organicas (LITVIC et al., 2005).

Em pesquisa, o carbamato de aménio tem sido utilizado como eficiente fonte de
amobnia na preparacdao de ésters insaturados utilizados como matéria-prima para
produgao de compostos heterociclicos usados no tratamento de aterosclerose e outras
doencas coronarias (LITVIC et al., 2005), em estudos de para aumentar a estabilidade
operacional da lipase em sintese enantioseletiva (DU et al., 2003), na sintese de
glicosaminas a partir da reacdo de hexoses, pentoses ou dissacarideos
(LIKHOSHERSTOV et al.,, 2002), em sistemas aquosos bifasicos na particdo de
aminoacidos (VAN BERLO et al., 2000) e na producao de uréia (CLAUDEL et al., 1986).

2.3. Estabilidade protéica

Quando uma proteina é sintetizada na célula ela comecga a existir a partir de
uma sequéncia linear de residuos de aminoacidos que deve se dobrar em torno da
propria cadeia polipeptidica (enovelamento) durante as etapas seguintes para dar
origem a sua estrutura nativa estavel. A exposicdo das moléculas de proteinas a
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condicbes diferentes daquelas em que foram produzidas faz com que estas tenham
uma tendéncia a perder sua estrutura tridimensional e, portanto, as suas propriedades,
em um processo que pode ser reversivel ou irreversivel. Este desnovelamento da
maioria das proteinas globulares e a perda de suas atividades bioldgicas sem que haja
rompimento de ligacbes covalentes no esqueleto polipeptidico, € o fenémeno
denominado desnaturacgéo. Inicialmente, o processo de desnaturacéo das proteinas era
considerado irreversivel. Entretanto, demonstrou-se que algumas proteinas globulares
desnaturadas em decorréncia do pH readquirem sua estrutura nativa e sua atividade
biolégica, desde que o pH retorne ao valor normal, sendo este processo denominado
renaturacdao (LEHNINGER, 2005).

A desnaturagdo pode ser provocada por varios tipos de tratamentos que
ocasionam o rompimento de ligacdes ndo covalentes no esqueleto polipeptidico e,
portanto, sdo considerados tratamentos relativamente brandos. Como exemplos desses
tratamentos temos 0 aquecimento e a exposi¢cdo das moléculas a valores extremos de
pH, compostos anfipaticos como detergentes e sabdes, solventes organicos como
alcool e acetona e certos solutos como uréia e hipocloreto de guanidina. O aquecimento
causa alteracdo abrupta de propriedades conformacionais sensiveis, como rotagcao
optica, viscosidade e absorcdo de UV, que indicam que o polipeptidio se desenrola ou
funde-se. As variacoes de pH alteram o estado i6nico das cadeias laterais de
aminoacidos, alterando a distribuicao de cargas e a exigéncia de pontes de hidrogénio.
Os detergentes associam-se com os residuos apolares da proteina, competindo com as
interacdes hidrofébicas responsaveis pela estrutura nativa da mesma, esta associacao
se da inicialmente através da interacdo entre a “cabega”’ polar da molécula do
detergente e residuos carregados da proteina que pode causar a abertura da molécula
protéica e através desta abertura permitir que a “cauda” apolar da estrutura do
detergente interaja com os residuos apolares da proteina. Os agentes caotrdpicos,
como o ion guanidina e uréia aumentam a solubilidade de substancias apolares na
agua e possuem a habilidade de romper interacées hidrofébicas da proteina
(LEHNINGER, 2005). Apesar dessa propensao que o ion guanidina tem para ser
desnaturante de proteinas, 0 mesmo apresentou-se o0 mais efetivo agente para a

recuperacao e preservacao da atividade de lisozima em sistemas com 0,1 mol/L de sais
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hipocloreto e tiocianeto de guanidina em comparacédo com solucées de KCI de mesma
concentracao (NAOE et al., 2002).

Em relagdo a estabilidade conformacional das proteinas, tém-se entre os
fatores importantes, os efeitos hidrofobicos, as pontes de hidrogénio e as pontes salinas
(DILL, 1990), porém, as estruturas das proteinas sao regidas principalmente por efeitos
hidrofébicos, que faz com que as cadeias laterais apolares minimizem seus contatos
com a agua e se agreguem no interior da proteina (LEHNINGER, 2005). Em interiores
muito agregados das proteinas nativas, forcas de van der Walls, que sdo relativamente
fracas, tém influéncia estabilizante importante porque atuam a pequenas distancias,
porém sua influéncia é perdida quando a proteina € desenrolada. As pontes de
hidrogénio tém pequena contribuicdo na estabilidade de proteinas porque 0s grupos
que formam essas ligagcbes na proteina desenrolada formam ligagdes de hidrogénio
energeticamente equivalentes com moléculas de agua. A estabilizagdo por ponte salina
ou par iénico é feita através da associagao de dois grupos iénicos de proteinas de carga
oposta (em geral lisina e aspartato). Cerca de 75% dos residuos com carga nas
proteinas sdo membros de pares ibnicos e estdo localizados principalmente na
superficie das mesmas (VOET, 2002). TAKANO et al. (2000) estudaram a contribuicao
que as pontes salinas tém para a estabilidade conformacional de lisozima e verificaram
que na presenca de uma solucao 0,2 mol/L de sal KCI a pH 4,0 as pontes salinas com
mais de 50% de acessibilidade ao solvente ndo contribuem para a estabilidade. Apesar
das interagbes entre pares iGnicos serem fortes, elas pouco contribuem para a
estabilidade de proteinas nativas porque a energia livre das interacdes entre as cargas
do par ibnico normalmente ndo é suficiente para compensar a perda de entropia das
cadeias laterais e a perda de energia livre de solvatacdo quando esses grupos com
carga formam um par iénico (VOET, 2002).

As pontes dissulfeto intra e intermoleculares formam-se a medida que uma
proteina se dobra para adquirir sua conformagdo nativa, e apesar delas serem
individualmente mais fortes que interagdes hidrofébicas e ligacbes hidrogénio, estas
forcas mais fracas séo forgas essenciais de estabilizagdo por ocorrer em maior numero.
Porém, as pontes dissulfeto sdo importantes na manutencdo de um padrao

conformacional durante a mudanca estrutural que ocorre na proteina quando ela passa
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de seu estado distendido para sua forma nativa (LEHNINGER, 2005). Apesar destas
forcas ndo serem essenciais para a estabilizacdo de proteinas, estudos realizados por
MATSUMA et al. (1989) utilizando lisozimas mutantes com quantidades de pontes
dissulfeto variando entre zero e trés demonstraram que cada uma dessas pontes

contribui para a estabilidade da proteina.

Varios dados experimentais e provenientes de simulagcées apontam para a
estrutura secundaria como fator importante para o alcance da resisténcia mecanica de
biomoléculas na sua configuracao nativa (ORTIZ et al., 2005; WEST et al., 2006). Um
parametro que prediz a estabilidade mecénica de uma proteina baseada na sua
topologia nativa conhecido como “contact order (CO)” foi introduzido por PLAXCO et al.
(1998). O parametro CO foi analisado por LI (2007) para mais de 20 proteinas e através
desse parametro LI péde estimar a forga de desnovelamento (“‘unfolding force”, fu), que
caracteriza a estabilidade mecéanica de proteinas e € definida como a forga maxima
necessaria para provocar a desnaturagcdo das mesmas. A partir desses resultados, Ll
concluiu que, em geral, proteinas 3 e a/3 apresentam maior estabilidade mecénica do
que proteinas a. As proteinas B sao proteinas cujo nucleo estrutural contém
predominantemente B-folhas, enquanto que as proteinas a contém predominantemente
a-hélices em sua estrutura. As proteinas a/f apresentam conteudos significativos de

ambas as estruturas secundarias em sua molécula.

A habilidade que uma enzima possui de catalisar uma reacéo é definida como
atividade enzimatica, enquanto que a estabilidade enzimatica é medida pela atividade
residual da enzima depois de um processo de inativagao (SIRINIVAS e PANDA, 1998).
Em qualquer processo industrial envolvendo o uso de uma enzima, a mesma esta
sujeita a variagdes de condicdes quimicas e fisicas do meio. A escolha de uma enzima
€, portanto, ditada pela sua integridade e estabilidade funcional apds passar pelas
etapas necessarias do processo. Portanto, além de alta atividade, é necessario que a
enzima apresente como caracteristicas essenciais para seu uso em larga escala a
estabilidade conformacional, térmica e cinética bastante altas. (KAMAL e BEHERE,
2008). Estas caracteristicas sdo afetadas pelo pH, temperatura, ativadores e inibidores,

cisalhamento, entre outros e é importante entender os tipos de alteracao e interacdes
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moleculares que podem contribuir significantemente (positivamente ou negativamente)

para manutengao destas caracteristicas, que sdo inerentes a sua natureza protéica.

2.4. Caracteristicas relevantes das enzimas estudadas
2.4.1. a-Amilase

A enzima oa-amilase (1,4-0—D-Glucan glucanoidrolase, EC 3.1.1.3) hidrolisa
amido, glicogénio e polissacarideos pela quebra randémica das ligaces glicosidicas
internas a-1,4. Essas enzimas sao amplamente distribuidas em varias bactérias,
fungos, plantas superiores e animais e, nestes Ultimos tém sido encontradas
especialmente no pancreas, saliva, sangue e urina (BERNFELD, 1951). A a-amilase &
usada nas industrias téxtil e de papel, na industria de alimentos para a produgéo de
paes, cervejas e xaropes de agucar, dentre outros produtos, e também da industria de
adesivos (RAO et al., 2005). Precipitacdao de a-amilase com adicdo de sulfato de
aménio & amplamente utilizada em escala de laboratério para concentracado da proteina
a partir de meios de cultura como relatado por RAO et al. (2005), HAGIHARA et al.
(2001), KUMAR et al. (1998), IGARASHI et al. (1998) e SCHWIMMER (1949).

As enzimas a-amilase sdo enzimas multidominio que possuem em comum um
dominio catalitico na forma de barril (B/a)s constituida de oito folhas B paralelas
rodeadas por oito hélices, chamado de dominio A (Figura 2.2). Na maioria das o-
amilases, o dominio A ocorre na extremidade N-terminal da proteina, e esta localizado
na parte central da molécula, porém, varios outros membros da familia tém um dominio
N (de funcado indefinida) precedendo este dominio catalitico. O dominio B € uma
estrutura folha B irregular que é uma protuberancia entre a terceira folha e a terceira
hélice do barril. O dominio C estd posicionado do lado oposto ao dominio B e €
constituido de folhas B. Supde-se que o dominio C estabiliza o0 dominio catalitico por
proteger os residuos hidrofébicos do dominio A do solvente (MacGREGOR, 2001), além
de ser sugerido que esse dominio possa ser responsavel pela ligacdo ao substrato
(DAUTER et al., 1999; LAWSON et al., 1994).
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Figura 2.2: Estrutura tridimensional da a-amilase proveniente de Bacillus
amyloliquefaciens (PDB Code 1E3X). lons célcio e ions sédio sdo mostrados como

esferas amarelas e vermelhas, respectivamente.

A enzima a-amilase utilizada nesse trabalho é proveniente de Bacillus sp. e
apresenta massa molecular que varia entre 50 e 55 kDa segundo o fornecedor (Sigma,
EUA). Sabe-se que a atividade das enzimas provenientes de Bacillus amyloliquefaciens
e Bacillus subtilis variam com o pH, sendo mais ativas entre pH 5,5 e 6,5 e entre pH 6,0
e 7,0, respectivamente (WELKER e CAMPBELL, 1967). NAJAF et al. (2005) relatam
que a-amilase proveniente de Bacillus subtilis apresenta pl igual a 7,0.

2.4.2. Lisozima

Lisozima (1,4-B-N-acetilmuramidase, EC 3.2.1.17) é um polipeptidio de cadeia
simples de 129 aminoacidos reticulada com quatro pontes dissulfeto (JOLLES, 1969)
encontrada na lagrima, na secre¢ao nasal, na saliva, no bago e em leucocitos. A enzima

causa a lise de células bacterianas especificas por meio da hidrolise das ligacoes
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glicosidicas de oligossacarideos presentes nas paredes celulares das mesmas
(LEHNINGER, 2005; HOLLER et al.,1975). Presumivelmente, devido a essa habilidade,
essas enzimas estao presentes em grandes quantidades nos ovos de muitos passaros,
onde desempenham um importante papel na defesa do embrido contra infecgcéao
bacteriana (RUDNEY et al., 1985). A lisozima é uma enzima muito usada como aditivo
conservante nas industrias alimenticia e farmacéutica (SU e CHIANG, 2006). A lisozima
€ uma das proteinas mais extensivamente estudadas nos processos de precipitagéo e
cristalizacdo devido a facilidade com que pode ser precipitada e cristalizada
apresentando grande possibilidade de obtencao de mudltiplos cristais (MORETTI et al.,
2000).

A lisozima utilizada nesse trabalho (Figura 2.3) é proveniente de clara de ovo de
galinha e apresenta massa molecular de cerca de 14,3 kDa. A enzima é mais ativa
entre pH 6,0 e 9,0, com pH 6timo de 6,2 e pl aproximadamente igual a 11,35 segundo o
fornecedor (Sigma, EUA).

Figura 2.3: Estrutura tridimensional da lisozima de clara de ovo de galinha (PDB Code 1
AKI).

2.4.3. Celulase

O termo celulase se refere a um complexo enzimatico no qual um grupo de
enzimas, agindo juntas, hidrolisa as ligacbes B-(1-4) na celulose. O complexo é
usualmente constituido de trés enzimas que agem em sinergia: endoglucanase (1,4-3-
D-Glucan glucanoidrolase, EC 3.2.1.4), exoglucanase (celobioidrolase, EC 3.2.1.91) e

celobiase (B-glicosidase, EC 3.2.1.21). As duas primeiras agem diretamente sobre a
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celulose formando principalmente glicose e celobiose como produtos. A celobiose é
entdo hidrolisada a glicose pela celobiase (DINCER et al., 2007; CAO E TAN, 2002).

Atualmente, as celulases tém sido utilizadas como biocatalisadores em uma
série de processos industriais como: clarificacdo em cervejarias e vinicolas, formulacao
de racdo animal, producao de detergentes e amaciantes para roupas, além de ser
usada na agricultura (DINCER et al., 2007; PAZARLIOGLU et al., 2005; PELACH et al.,
2003). Porém, estas enzimas encontram aplicacado mais especifica na industria téxtil e
de papel e celulose, na modificacdo das propriedades processuais das fibras
celulésicas comerciais (FILOS et al., 2006; JANG et al., 2003) e na reciclagem do papel,
atuando eficientemente na remogao de tintas de impressado da superficie de fibras
reciclaveis (JEFFRIES et al., 1994). Devido ao amplo uso dessas enzimas em
aplicacoes industriais, o tempo de vida util sob as condi¢gdes de processo é uma
importante caracteristica, sendo essenciais estudos sobre a estrutura e estabilidade da
proteina (ARUNACHALAM e KELLIS, 1996).

Trichoderma reesei € o microrganismo celulolitico que mais tem sido estudado
(UUSITALO et al., 1991). O complexo enzimatico produzido a partir de T. reesei,
utilizado neste trabalho, € um sistema multienzimético constituido por no minimo trés
enzimas fisicamente e enzimaticamente distintas que sdo essenciais no processo global
de conversdao da celulose em glicose (KING e VESSAL, 1969): a celobiase ou -
glicosidase (BGL), as celobioidrolases (CBHs) e as endoglucanases (EGs) (TEERI,
1994; SALOHEIMO et al., 1993)

No complexo celuldsico secretado por T. reesei sabe-se que pelo menos cinco
enzimas apresentam atividade endoglucanasica (EG I, EG Il, EG Illl, EG V e EGV) e
pelo menos duas sao celobioidrolases (CBH | e CBH 1), sendo estas ultimas produzidas
em maior quantidade que as demais. Alguns autores justificam a multiplicidade de
endoglucanases como decorrente de modificagbes poés-translacionais como a
glicosilagao (MARTINS, 2005).

Os genes das enzimas CBHs e EGs foram identificados e isolados e descobriu-
se que todas estas enzimas possuem um dominio catalitico, um “linker” e um dominio

de ligagdo (CBD), a excegao da EG IIl, que s6 possui o dominio catalitico
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(ARUNACHALAM e KELLIS, 1996; TEERI, 1994; SALOHEIMO et al., 1993). A massa
molecular de cada uma das enzimas e 0s pontos isoelétricos de algumas estédo

apresentados na Tabela 2.2.

O pH étimo do sistema multienzimatico varia entre os limites de 4,2 a 5,2 de
acordo com o substrato utilizado. A composicao relativa das quatro celulases em maior
concentracao no complexo enzimatico é de aproximadamente 60% de CBH |, 14% de
CBH Il, 5% de EG | e cerca de 1% de EG Il (desconhece-se a composicao dos
restantes 20%). As estruturas destas quatro celulases estao representadas na Figura
2.4.

As celobioidrolases (CBHs) atuam nas extremidades redutoras e nao redutoras da
cadeia da celulose produzindo principalmente celobiose, além de glicose e celotriose
(ZANDONA, 2001). Estas enzimas ndo atuam sobre celuloses solliveis por haver um
impedimento estereoquimico causado pelos grupos substituintes, seja carboximetilico
(CMC) ou hidroxietilico (HEC). As endoglucanases (EGs) hidrolisam as cadeias de
celulose amorfa e modificada quimicamente (sollUveis) de modo aleatério. O sitio
catalitico das endoglucanases possui a forma de uma chave, possibilitando a agdo da
enzima ao longo da cadeia de celulose, reduzindo seu grau de polimerizacdo de
maneira consideravel. As regides da celulose de menor organizacdo sao mais
facilmente atacadas, pois possuem cadeias que nao sdo envolvidas em interacdes de
hidrogénio intermoleculares tao fortes quanto as que ocorrem nas regides cristalinas,
levando a uma maior exposicao das ligacées glicosidicas mais internas (MARTINS,
2005).

Assim, ensaios de atividade sobre CMC sado caracteristicos para as
endoglucanases, enquanto que as exoglucanases sao caracterizadas por sua medida
de atividade quando atuam sobre celulose microcristalina, tornando possivel a
diferenciacéo dessas enzimas. O sitio catalitico das celobioidrolases possui a forma de
um tanel por onde a cadeia de celulose penetra e sofre hidrolise de suas ligagdes

glicosidicas terminais, liberando majoritariamente celobiose.

As celobiases (B-glicosidases) possuem a funcdo de desdobrar a celobiose

gerada pelas celobioidrolases e endoglucanases em glicose. Elas n&o séo
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Tabela 2.2: Caracteristicas das enzimas encontradas no complexo celulasico proveniente de Trichoderma reesei.

Enzima Tipo Massa molecular (kDa) (pl) Referéncia
- 23,5-58,0 - BELDMAN et al., 1985
46,0 5,0 GAMERITH, 1992
EG 50,0 - 55,0 4,0-6,0 REINIKAINEN, 1994
Endoglucanase EG I 48,0 6,1 GAMERITH, 1992
48,0 5,5 REINIKAINEN, 1994
EG I 25,0 7,5 REINIKAINEN, 1994
EG VI 55,0 - KARLSSON et al., 2001
EGV 23,0 - REINIKAINEN, 1994
- 57,0 - SELBY, 1969
- 42,0 - BERGHEM et al., 1975
Exoalucanase - 60,5 - 62,0 - BELDMAN et al., 1985
(Celgc;)bioi rofaso) con | 63,0 4,2 GAMERITH, 1992
59,0 - 68,0 3,5-4,2 REINIKAINEN, 1994
58,0 5,9 GAMERITH, 1992
CBHII 50,0 - 58,0 51-6,3 REINIKAINEN, 1994
- 76,0 - BELDMAN et al., 1985
o - 42,0 - BERGHEM et al., 1975
B-glicosidase
(Celobiase) BGL | 75,0 8,7 REINIKAINEN, 1994
BGL Il 1140 4.8 FOREMAN et al., 2003,

VIIKARI et al., 2001
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Figura 2.4: Estrutura tridimensional das celulase de Trichoderma. reesei. A - EG | (PDB
Code 1EG1), B- EG Il (PDB Code 1EG2), C - CBH 1 (PDB Code 1CBH), D - CBH II
(PDB Code 1CB2).

consideradas celulases legitimas uma vez que agem sobre substratos solUveis, mas
sua contribuicdo é muito importante para a eficiéncia da hidrolise da celulase pela
remogdo da celobiose do meio reacional, que é um inibidor competitivo das
celobioidrolases (MEDVE, 1997).

AVELINO et al. (1999) ja utilizaram “salting-out” com sulfato de aménio na
presenca de ésteres de celulose (metilcelulose e hidroxipropilmetilcelulose) para a
precipitacao de celulase e recuperagao das particulas formadas por flotagdo em coluna.
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2.4.4. Peroxidase

Peroxidases (doador: per6xido de hidrogénio oxidoredutase, EC 1.11.1.7) séo
heme enzimas, ou seja, enzimas que contém um grupo heme prostético (protoporfirina
de ferro IX) em sua molécula, no qual um atomo de ferro Ill é oxidado e forma a espécie
ferro IV que se reduz quando oxida o substrato organico da peroxidase voltando ao
seu estado de oxidacdo. Elas sdo encontradas em bactérias, fungos, plantas e
animais, e constituem um grupo de enzimas cuja principal funcdo € a oxidagcédo de
diferentes substratos através do consumo de peroxido de oxigénio (H20.). O grupo
heme prostético de sua molécula € responsavel pela catalise de reagées quimicas na

forma:
ROOR’ + doador de elétron (2e7) + 2H*— ROH + R'OH (2.12)

A peroxidase de rabanete (“horseradish peroxidase”, HRP) (Figura 2.5),
utilizada neste trabalho, apresenta sete isoenzimas em sua composicdo, conforme
relatado por SHANNON et al. (1966), KAY et al. (1967) e SHIH et al. (1971). Ela é a
peroxidase mais estudada e é utilizada como um biocatalisador em reagbes de
polimerizacdo de fenol, anilina e seus derivados, sendo uma glicoproteina contendo
21% de carboidratos e um grupo prostético heme que requer peréxido de hidrogénio
para alcangar os estados de oxidagédo (VEITCH, 2004; BERGLUND, 2002).

De acordo com MAEHLY (1955) esta enzima apresenta massa molecular de
40,0 kDa, pH 6timo de 7,0 e pl de 7,2. Ela possui em sua molécula estruturas
responsaveis pela sua estabilidade, o que inclui o grupo heme prostético (Fe (lll)
protoporfirina IX), quatro pontes dissulfeto, dois ions calcio e oito glicanos.

Essas enzimas sao utilizadas para oxidar compostos fendlicos e substancias
relacionadas (ROBINSON, 1991), além de participarem de processos como
suberizacao e lignificacdo de células de plantas hospedeiras durante a reacdo de
defesa contra agentes patogénicos (CHITTOOR et al., 1999). Porém, a aplicagdo mais
importante da peroxidase é em diagndsticos analiticos, onde sao utilizadas como
componente chave de biosensores e imunoensaios (KAMAL e BEHERE, 2008), sendo
comum o uso desta enzima em ensaios de “Western blot” na etapa de deteccao (CHAU
e LU, 1995).

30



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Devido também a sua alta resisténcia térmica e relativa simplicidade de ensaio
de atividade, esta enzima € utilizada como monitora da adequacidade de processos
térmicos e estabilidade de alimentos. Pesquisas também vém focando o uso potencial
de peroxidase em tratamento de efluentes para remocao de compostos aromaticos de
agua de tratamento de industrias (MACHADO e SARAIVA, 2005; KARAM e
NICELL,1997). O uso de sulfato de amonio sélido ja foi utilizado na purificacdo parcial
de peroxidases de Salvia species (DOGAN, 2007).

Figura 2.5: Estrutura tridimensional de uma peroxidase de rabanete (PDB Code 2B12).

2.4.5. Lipase

Lipases (triacilglicerol acil hydrolase; EC 3.1.1.3) sdo enzimas pertencentes ao
grupo das serino proteases que atuam sobre triglicerideos (PASTORE et al., 2003) e
sdo capazes de catalisar diversas reacdes, entre elas hidrélise, esterificacdo e
transesterificacdo (JAEGER e EGGERT, 2002). Essas enzimas, encontradas em
células animais e vegetais, além de serem produzidas por microrganismos, se tornaram
catalisadores em uma ampla variedade de processos quimicos industriais, sendo
produzidas em larga escala (KIRK et al., 2002).

Entre as vérias aplicagdes industriais das lipases tem-se a producédo de
biodiesel (PARK e PIZARRO, 2003), o uso da enzima como aditivo na fabricacao do
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sabdo em p6 e a utilizagdo no tratamento de efluentes industriais com alta carga
organica, como os efluentes de laticinios, industrias de 6leo e aviérios. No sistema
digestivo humano, ela tem como fungéo, basicamente, transformar lipideos em &cidos
graxos e glicerol. Entre as aplicagbes de “salting-out” para essa enzima, tem-se a
adicao de sulfato de aménio no caldo de cultura objetivando-se sua precipitacdo e
purificacdo (BEISSON et al., 2000).

A enzima lipase utilizada nesse trabalho é proveniente de Humicolas sp. e
apresenta massa molecular entre 30,0 e 40,0 kDa. A atividade da enzima varia com o
pH, tendo pH étimo de 7,5 e pl igual a 4,5. A estrutura tridimensional da lipase de
Humicola lanuginosa, de massa molecular de aproximadamente 33,0 kDa, esta

apresentada na Figura 2.6.

Figura 2.6: Estrutura tridimensional de lipase de Humicola lanuginosa (PDB Code 1TIB).
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CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo estdo descritos os materiais utilizados para o desenvolvimento
do presente trabalho, dentre os quais estdo as enzimas, 0s reagentes quimicos e os
equipamentos necessarios para a realizacao dos ensaios. A seguir, as metodologias
empregadas para a determinagdo da concentracdo das proteinas, o preparo das
solugdes de sal volatil, as determinacbes de atividades enziméticas incluindo a
determinagdo das faixas da varidveis-respostas operacionais de cada método
enzimatico sdo relatadas assim como as metodologias empregadas para a
caracterizacdo das enzimas através de eletroforese SDS-PAGE. Em seguida, a
verificacdo da influéncia dos sais carbamato de aménio e sulfato de aménio na medida
de concentragcdo da a-amilase por absorbancia a 280 nm, a determinacdo da
estabilidade das enzimas em solu¢des de sais, a estabilidade da peroxidase em tampao
carbonato-bicarbonato, a precipitacdo das enzimas e a determinacédo dos balangos de
massa e de atividade daquelas que precipitaram também serdo descritas e estao
representadas esquematicamente pela Figura 1.1.

3.1. Materiais
3.1.1. Enzimas

Apresentam-se a seguir as fontes e principais caracteristicas dos produtos
enzimaticos utilizados neste trabalho. A Tabela 3.1 contém valores de parametros
caracteristicos destas enzimas, exceto para celulase para a qual dados similares foram

sumarizados na Tabela 2.2.
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A a-amilase utilizada neste trabalho era de Bacillus sp. presente em um pé
correspondente ao meio fermentado bruto, produto tipo XI-A, A-1278 da Sigma (EUA).

A lisozima de clara de ovo de galinha era o produto L6876 da Sigma (EUA).
Esta preparagdo enzimatica tinha pureza de 90% apos trés cristalizagdes, didlise e
liofilizagdo, tendo como principais impurezas sais como acetato de sédio e cloreto de
sodio.

A celulase aqui estudada tratava-se do complexo celulolitico de Trichoderma

reesei, produto Celluclast 1.5L, obtido da Novozyme A/S, (Dinamarca) vendido como
produto C2730 da Sigma (EUA).

A peroxidase de rabanete (HRP) foi adquirida da Sigma (EUA), produto P8000,

e tinha pureza de aproximadamente 90%, segundo o fabricante.

A lipase era de Humicola sp. proveniente da Novo Nordisk (Dinamarca),
produto 100L-EX.

Tabela 3.1: Caracteristicas de quatro enzimas estudadas.*

Enzima pl Massa molecular pH étimo Referéncia
(kDa)
50,0 - 55,0 6,0-7,0° SIGMA
a-Amiase  7,0° 57,7° 6,5° NAJAFI et al., 2005
50,0° 55-6,5° SIGMA
Lisozima 11,35 14,3 6,2 SIGMA
Peroxidase 7,2 40,0 7,0 MAEHLY,1955
WANNERBERGER
Lipase 4,49 31,7¢ 7,0-11,0¢ et al.,1997;

FERNANDES et al., 2004

% a — Amilase de Bacillus sp, ® o — Amilase de Bacillus subtilis,® a — Amilase de Bacillus
amyloliquefaciens, d Lipase de Humicola lanuginosa
*Dados similares para celulase se encontram na Tabela 2.2.
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3.1.2. Reagentes quimicos

Para a preparacao da solugao de carbamato de aménio foi utilizado carbonato
de aménio da Mallinckrodt Chemicals (Reino Unido) e solugdo de hidréxido de amobnio
da Labsynth (Brasil). Além disso, para o preparo de solugdes tampao e de substratos
foram utilizados: fosfato de s6dio monobasico, fosfato de potassio monobasico,
carbonato de sédio, bicarbonato de sddio, cloreto de sédio, tartarato de sddio e
potassio, glicose D(+) monohidratada (Dextrose/D-Glucose), hidroxido de potassio,
goma ardbica em po (pura), acido citrico anidro, alcool etilico absoluto e acetona, todos
obtidos da Labsynth (Brasil). Hidroxido de sodio foi adquirido da Nuclear (Brasil). O
substrato amido soluvel de batata (EC 232-686-4, numero de catadlogo S2004, 9005-84-
9) e o substrato células liofilizadas de Micrococcus lysodeikticus (M3770), foram obtidos
da Sigma (EUA). O substrato papel de filtro n®. 1 era da Whatman. O substrato pirogalol
era da Mallinckrodt Chemicals (Reino Unido). O perdxido de hidrogénio foi adquirido da
Labsynth (Brasil), Acido 3,5-dinitrosalicilico e metabissulfito de sédio foram obtidos da
Vetec Quimica Fina (Brasil) e azeite de oliva grau alimenticio (Carbonell, Espanha),
com 0,5% de acidez foi adquirido no mercado local. O hidroxipropilmetilcelulose
(Combizel HK 70M) era da Denver Especialialidades Quimicas (Brasil). Agua ultrapura
foi obtida com o equipamento Milli-Q System (Millipore, EUA). Todos os outros
reagentes foram de grau analitico.

3.1.3. Outros materiais e equipamentos

Durante os ensaios, o pH das solucdes foi medido através de pHmetro modelo
430 da Corning (EUA). Para a determinagdo da concentragdo de proteina e atividade
enzimatica, medidas de absorbancia foram realizadas em espectrofotdmetro Beckman
modelo DU650 (EUA). A remocdo de agua e sal volatil foi realizada através de
liofilizagcdo em Lioalfa modelo 6-80 da Telstar (Espanha). As colunas de dessalinizacdo
foram colunas de permeacao PD-10 obtidas da GE Healthcare (Suécia). Durante esses
ensaios, a temperatura foi mantida constante com o auxilio de um banho Tecnal TE-

2000 com precisao de 0,1 °C (Brasil). Para a manutencao da temperatura nos ensaios
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de atividade da lipase foi utilizado um banho-maria metabdlico termostatizado tipo
Dubnoff, modelo TE053, marca Tecnal, Brasil. Centrifuga Eppendorf modelo 5804R
(Alemanha) foi utilizada para a separacao das fases sobrenadante e precipitado e para
a obtencdo dos perfis eletroforéticos foi utilizado o equipamento Mini-Protean I
(BioRad, EUA)

3.2. Procedimentos
3.2.1. Determinacao da concentracao das proteinas

A determinagéo das concentragbes de proteina total em solugéo foi feita através
de medidas de absorbéncia a 280 nm e através do método proposto por BRADFORD
(1976) com albumina de soro bovino (Sigma, EUA) como referéncia para a obtencao da
curva padrdo. Para as medidas feitas através de absorbancia a 280 nm, os valores dos
coeficientes de absorcao (a28°mg/m|) para as enzimas foram previamente determinados
através da construcdo de uma curva padrao que relaciona medidas de absorbancia a
280 nm com diferentes concentracbes conhecidas da enzima de interesse em solugao
do agente tamponante especifico. Porém, algumas das enzimas analisadas, como
celulase e lipase eram fornecidas em solucdo de concentracdo desconhecida, sendo
necessario determinar previamente a concentracao de proteinas totais em solucbes de
diferentes concentragdes através do método proposto por BRADFORD (1976), e
relacionar estes valores com medidas de absorbancia a 280 nm, construindo-se duas
curvas de calibracdo, uma a partir do método de BRADFORD e outra de absorbancia a
280 nm. No caso da enzima a-amilase, foram preparadas suspensbées do poé
correspondente ao meio fermentado bruto em tampao especifico e essas suspensoes
foram homogeneizadas por inversdo durante 3 h para solubilizagdo da enzima. Apds
transcorrido este tempo, as suspensdées eram centrifugadas por 15 min e o
sobrenadante constituia-se de uma solugéo limpida, considerada neste trabalho como
solugdo enzimatica de a-amilase. Apds obtida, esta solucdo enzimatica estoque foi
utilizada para constru¢do das curvas padrao de BRADFORD e de absorbéancia a 280

nm, tal qual as enzimas celulase e lipase.
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O procedimento do método de BRADFORD constitui-se em adicionar 1,00 mL
de solucdo de reagente azul de Commassie previamente preparada em 100 uL de

amostra a ser analisada e medir a absorbancia a 595 nm desta mistura apds 10 min.

3.2.2. Preparo das solucoes de sal volatil

A solucédo de sal carbamato de amédnio foi preparada a partir de hidroxido de
aménio e do sal carbonato de aménio sélido, conforme procedimento apresentado por
WATANABE et al. (2006): uma certa massa de carbonato de amédnio sélido (uma
mistura de bicarbonato de aménio e carbamato de aménio cuja fragdo de amdnia é 30%
em massa) dissolvida em agua e um volume de solucdo de hidroxido de amobnio
previamente calculado foram combinados de modo que a razdo entre nitrogénio e
carbono fosse igual a 2,0, de acordo com VAN BERLO et al. (2000). O recipiente
contendo o sal preparado era vedado e mantido sob agitacdo a temperatura ambiente

até dissolucao total do carbonato de aménio.

3.2.3. Determinacao das atividades enzimaticas
3.2.3.1. a-Amilase

O método de determinacao de atividade da a-amilase foi adaptado a partir do
método apresentado por BERNFELD (1955) e baseia-se na quantificacdo do acgucar
formado pela acdo da enzima a partir de amido solluvel medido através da absorbancia
a 540 nm. Para a realizacdo dos ensaios foram utilizados tubos de ensaio (13X100 mm)
imersos em banho termostatico mantido a 20,0°C, nos quais se adicionaram 250 L de
solugcdo de amido soluvel de concentracao fixa de 0,01 g/mL e 250 uL de solucao
enzimatica a ser analisada, ambos preparados em 20 mmol/L de tampao fosfato de
sodio pH 6,9 com 6,7 mmol/L de cloreto de s6dio. Apds 3 min de incubagao, a reagcao
foi interrompida com a adicdo de 500 pL de reagente DNS preparado segundo
SUMNER (1921). Em seguida, os tubos foram vedados e imersos em agua fervente por
15 min, ap6s o qual as amostras foram colocadas em banho de gelo por 5 min. Diluiu-
se as amostras com 5,0 mL de agua e determinou-se a absorbancia a 540 nm. Uma
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unidade enzimatica € a quantidade de enzima que libera 1,0 mg de glicose a partir do

amido em 3 min nas condi¢des do ensaio.

A atividade especifica, expressa em termos de atividade por miligrama de
proteina, foi calculada através da expressao:

(a*Afg;m)(D)(‘YTotal J (31)

Enzima

Atividade Especifica (U/ mg) =

em que a* A, resulta na concentragdo (mg/mL) de aglUcar determinada através da
curva padrdo em termos de glicose onde a é o coeficiente angular e A, € a

absorbéancia determinada a 540 nm; D é o fator de diluicdo; C é a concentracao de

proteina da solu¢do enzimética (mg/mL); V..

[¢]

s € 0 volume total do meio (mL) e V, é

Enzima

o volume de enzima (mL) adicionado na reacao de hidrdlise.

3.2.3.2. Lisozima

O método utilizado para determinagédo da atividade da lisozima foi adaptado a
partir do método apresentado por SHUGAR (1952) e baseia-se na determinacdo da
taxa de reducao turbidimétrica de uma suspensao celular de Micrococcus lysodeikticus
medida através da absorbancia a 450 nm em funcao do tempo. Para a realizagcao do
ensaio, adicionou-se em uma cubeta de quartzo a 25,0°C, 2,5 mL de suspensao de M.
lysodeikticus 0,15 mg/mL e 100 uL de solugdo enzimatica, ambas preparadas em
tampao fosfato de potassio 66 mmol/L pH 6,24. A enzima atua rompendo a membrana
celular das bactérias e a suspensao que inicialmente é turva, torna-se limpida com o
passar do tempo. Imediatamente apds a adigcdo do substrato e enzima, a agitacao foi
realizada por inversao e registrou-se 0 decréscimo da absorbancia a 450 nm por
aproximadamente 5 min. Uma unidade enzimatica produz uma variagdo de absorbancia

de 0,001 por minuto nas condi¢des do ensaio.
Para esta enzima, a atividade especifica foi calculada através da expressao:

((AA 50,m (teste) — AAsy . (branco))/ t)(D)
(C)=0,001=V,

nzima

Atividade Especifica (U/ mg) = (3.2)
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em que ((AA, .. (teste) — AA,.,,., (branco))/t) é ainclinagdo da curva da absorbancia a

450 nm em funcdo do tempo (descontando-se a diferenca entre a inclinagdo para a
amostra analisada e para seu branco); D é o fator de diluicdo; C é a concentracao de

proteina da solugao enzimatica (mg/mL); V, € o volume de enzima adicionado na

Enzima

reacado (mL); 0,001 é a variagédo da absorbancia a 450 nm por definicdo de unidade.

3.2.3.3. Celulase

O método de determinacdo de atividade da celulase utilizado foi adaptado do
método apresentado por GHOSE (1987) no qual a atividade de celulase € calculada em
termos de “filter-paper units” por mililitro de solugcao enzimatica (FPU/mL). Este método
baseia-se na quantificacdo através da redugcdo do reagente DNS medida por
absorbéancia a 540 nm da glicose liberada a partir da celulose. Para a determinacao da
atividade da celulase, 50 mg de papel de filtro Whatman n®. 1 e 1,0 mL de tampéao
citrato 0,05 mol/L pH 4,8 foram adicionados em tubos de ensaio (13X100 mm) e
mantidos a 50,0°C por 5 min em banho termostatico. A seguir, adicionaram-se 500 pL
de solugdo enzimatica. Apdés 60 min de incubacao, a reacao foi interrompida com a
adicao de 3,0 mL de reagente DNS preparado de acordo com MILLER (1959). Em
seguida, colocaram-se os tubos (previamente fechados) imersos em agua fervente por
10 min, e transcorrido este tempo, os tubos foram imersos em banho de gelo por 5 min.
Apo6s mais 20 min, tempo suficiente para que o papel de filiro decantasse, 200 uL da
mistura reacional de cada tubo foram colocados em cubetas e diluidos adicionando-se
2,5 mL de agua. A seguir, mediu-se a absorbancia a 540 nm da solu¢do obtida. Uma
unidade enzimatica (FPU) é a quantidade de enzima que libera 2,0 mg de acgucar
redutor como a glicose a partir de 50 mg de papel de filtro nas condigdes do ensaio.

Para o calculo da atividade da celulase, expressa em termos de FPU por
mililitro de proteina, foi utilizada a seguinte expressao:

Atividade Especifica (FPU/mL):(O— (3.3)
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em que (C) € a concentracdo de enzima (mg/mL) necesséria para transformar 50 mg

de substrato em 2 mg de glicose, ou seja, a concentragdo enzimatica necessaria para
realizar 4% de conversdao do substrato; o numerador 0,37 é derivado do fator de
conversao de 2,0 mg de glicose gerados no ensaio por mmol de glicose, a partir do

volume de enzima utilizado e do tempo requerido para geragao dos agucares redutores:

[2’0 mgglfcose /(0’1 8016 mgglfcose /ﬂmO/)]

0,37 (umol/min-mL) = 05 mL 60 min

(3.4)

enzima

Apesar da constante 0,37 ter seu célculo baseado nas unidades internacionais
de atividade do Sistema Internacional de medidas (S.l.), a celulase ndo tem sua
atividade determinada nestas unidades devido que as mesmas sao baseadas nas taxas
iniciais de reacao, portanto, esta enzima deve ter sua atividade expressa simplesmente

como FPU.

Para a determinacdo da concentracao de proteina que resultaria na geracao de
uma massa de glicose de 2,0 mg por ensaio, determina-se experimentalmente pelo
menos duas concentragdes de proteina que resultem em diferentes massas de glicose
produzida, uma maior e outra menor que os 2,0 mg, fazendo-se uma interpolacéo para

a concentragao protéica relativa a 2,0 mg.

3.2.3.4. Peroxidase

O método utilizado para a determinacdo da atividade da peroxidase foi aquele
apresentado por CHANCE e MAEHLY (1955), que se baseia na determinagdo da taxa
de aumento da absorbéancia a 420 nm como conseqléncia da conversao do substrato
pirogalol em purpurogalina. Em uma cubeta de quartzo termostatizada a 20,0°C
adicionaram-se 1050 pL de agua destilada, 160 pL de tampéao fosfato de potassio pH
6,0, 80 uL de perdxido de hidrogénio e 160 uL de pirogalol. A mistura da solugao foi
realizada por inversdao e a solucado foi mantida por 5 min a 20,0°C. Em seguida,
adicionaram-se 50 pL de solugéo enzimatica e imediatamente misturou-se novamente

por inversao e registrou-se a variagao de absorbancia a 420 nm por aproximadamente 5
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min. Uma unidade enzimatica forma 1,0 mg de purpurogalina a partir de pirogalol em 20
s nas condicdes do ensaio.

A atividade especifica, expressa em termos de atividade por miligrama de
proteina, foi calculada através da expresséo:

- D)( V.

(C)#12 j (3.4)

Enzima

em que (AA,,,., (teste)—AA,,,., (branco))/t) é a taxa de variagdo da absorbéncia a

420 nm da amostra analisada (descontando-se a variagdo de absorbancia do seu
branco) em 20 s; D € o fator de diluicdo; C é a concentragdo de proteina da solugao

enzimatica (mg/mL); V,

Enzima

é o volume de enzima adicionado na reag¢do (mL); V..

otal é 0
volume total do meio (mL); 12 é o valor do coeficiente de extingdo de 1 mg/mL de

purpurogalina a 420 nm.

3.2.3.5. Lipase

O método utilizado para determinagdo da atividade da lipase baseia-se na
hidrélise da emulsdo do azeite de oliva de acordo com a metodologia apresentada por
SOARES et al. (1999). Para a preparacao da emulsao, adicionou-se em um béquer, 50
mL de solugdo 7% de goma arabica pura preparada com 2 dias de antecedéncia e 50
mL de azeite de oliva, e agitou-se por 1 min utilizando-se homogeneizador doméstico. A
emulsao resultante ficou sob agitacao constante, com auxilio de uma placa de agitagdo

magnética até seu uso.

Para a determinacdo das atividades, foram adicionados 2000 pL da solucao
tampéo fosfato de sdédio 100 mM pH 7,0 e 5000 pL da emulsdo previamente preparada
em frascos Erlenmeyer de 50 mL. Em seguida, foram acrescidos 1000 pyL de solugao
protéica. Os frascos Erlenmeyer foram incubados a 37°C por 20 min, em banho maria.
Transcorrido o tempo de incubagdo, a reagdo foi parada pela adicdo de 10 mL de
solugéo élcool - acetona (1:1) em cada um dos frascos Erlenmeyer. Os &cidos graxos
liberados foram titulados com KOH 50 mmol/L usando 3 gotas de solucdo de
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fenolftaleina 5% (em élcool) como indicador. A partir do volume de KOH utilizado,
calculou-se a atividade hidrolitica da enzima. Uma unidade de atividade enzimética é
definida como a quantidade de enzima que forma 1,0 umol de acido graxo livre por

minuto nas condi¢cdes do ensaio.

A atividade especifica, expressa em termos de atividade por miligrama de
proteina, foi calculada através da expresséo:

Atividade Especifica (U/mg)=#)Vkou!eSte = Vyq, branco)) ( 14

0+(0) VT‘””’ ] (3.5)

Enzima

em que ((a)(Vyoyteste—V,,,branco)) nos da a concentragéo de acido oléico através da

curva padréao; C € a concentragao de proteina da solugao enzimatica (mg/mL); V, e

Enzima

o volume de enzima adicionado na reagdo (mL); V,

[¢]

s € 0 volume total do meio (mL) e ¢

€ 0 tempo de incubagao (min).

3.2.4. Determinacao das faixas de variaveis-respostas operacionais nas dosagens
de atividades enzimaticas

Como parte da implementacao do ensaio de atividade das proteinas, foi feita,
para cada uma das enzimas estudadas, a determinacdo dos valores das variaveis
respostas que limitam a faixa confiavel na qual a atividade especifica apresenta valores
constantes. Valores muito altos para as variaveis respostas significam uma atividade
muito alta na mistura reacional que pode levar ao consumo excessivo de substrato, o
que reflete em atividade calculada menor que o devido. Valores muito baixos para as
variaveis respostas indicam pouca enzima ativa na mistura reacional e o resultado
obtido pode estar alterado devido aos erros experimentais se tornarem relativamente
grandes, na ordem de grandeza da atividade medida. Estas varidveis respostas foram
as determinacdes de valores de absorbancia relacionadas com a formagao de produto,
as taxas de consumo de substrato ou formacdo de produto ou a determinacdo do

volume de reagente necessario para neutralizar um produto especifico.
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3.2.5. Analise de perfil protéico por eletroforese SDS-PAGE

As analises de eletroforese para a obtencdo dos perfis protéicos das enzimas
estudadas foram realizadas utilizando-se gel de poliacrilamida 15% em condicdes
desnaturantes e redutoras de acordo com o protocolo descrito por LAEMMLI (1970).
Solugbes enziméticas com concentragdo total de proteina de aproximadamente 0,5
mg/mL foram preparadas em tampéao contendo dodecil sulfato de sédio (SDS) com ou
sem a presencga de B-mercaptoetanol e em seguida foram aquecidas de 5 - 7 min a
100°C para serem desnaturadas. Aliquotas de 15 uL de cada amostra foram aplicadas
nos géis de poliacrilamida que foram submetidos a voltagem constante de 180 V em
cuba vertical. O procedimento de coloracao foi realizado com solugdo de nitrato de
prata segundo protocolo descrito por MORYSSEY (1981). Os marcadores de massa
molecular usados foram albumina de soro bovino (66 kDa), ovalbumina de ovo de
galinha (45 kDa), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de musculo de coelho (36 kDa),
anidrase carbdnica de eritrocito bovino (29 kDa), tripsinogénio de pancreas bovino (24
kDa), inibidor de tripsina da soja (20 kDa) e a-lactalbumina de leite bovino (14,2 kDa).

As caracterizagbes das enzimas foram feitas comparando-se as bandas

protéicas com dados da literatura e dos fornecedores.

3.2.6. Efeito dos sais na medida da concentragao de a-amilase por Azgo nm

Um estudo da influéncia da concentracdo dos sais sulfato de amoénio e
carbamato de aménio no coeficiente de absorcao da equacgédo de reta utilizada para
determinar a concentracao protéica foi realizado para o caso da a-amilase. Para ambos
os sais foi preparada uma solugdo enzimatica de concentracdo pré-fixada, que foi
combinada com diferentes concentragées de sal de tal forma que a concentracéao final
da enzima fosse 0,04 mg/mL e 0,23 mg/mL para os sais sulfato de aménio e carbamato
de aménio, respectivamente. As concentracdes de sal utilizadas foram entre 0,0 e 3,5
molar para o sal convencional e entre 0,0 e 7,0 molal para o sal volatil. As medidas de
absorbéancia foram realizadas a temperatura ambiente (25,0°C) e a solucao utilizada
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como branco nestes estudos foi o tampao fosfato de s6dio 20 mmol/L pH 6,9 com 6,7
mmol/L de cloreto de sédio. Assim, pdde ser observada a mudanga do valor do
coeficiente de absorcao da reta em funcado da concentracao de sal utilizada, mudancga
tal que ndo se destina a evidenciar possiveis modificagdes estruturais na proteina
decorrentes do acréscimo do sal, mas sim, a ser fator de correcao para a determinagao
da concentragao da a-amilase em solugdes contendo diferentes concentracdes de sais
convencional e volatil (por absorbancia a 280 nm) sem que se faga necessario variar a

concentracao deste sal na célula de referéncia.

Para as demais enzimas nao foram realizados estudos de influéncia da
concentracdo de sais na absor¢cdo a 280 nm, o que sera discutido posteriormente
(secao A2.1), tendo sido determinados apenas os respectivos coeficientes de absorcao

em tampao especifico.

3.2.7. Determinacao da estabilidade das proteinas em solucéao de sais

Os tratamentos das diferentes enzimas com os diferentes sais foram realizados
em batelada. Em frascos tipo Falcon de capacidade de 15 mL, colocou-se tampao
especifico (usado como agente tamponante no protocolo de medida de atividade de
cada enzima) e um volume fixo de solugdo enzimatica de concentragdo previamente
estabelecida. Solucdo de sal foi adicionada de modo a produzir tratamentos de
diferentes forgas iénicas (1,0, 2,0, 3,0 e 5,0 molal). As misturas foram mantidas por 60
min a 4,0°C e foram imediatamente congeladas com nitrogénio liquido para posterior
dessalinizacao através de secagem por liofilizacdo (24 h a pressao entre 0,072 a 0,095
mbar), no caso do sal volatil carbamato de aménio, ou através de colunas de
permeagado em gel, no caso dos sais convencionais (sulfato de aménio e sulfato de
sodio). Apbs a dessalinizacdo, cada tratamento foi submetido a dissolugédo e diluicao
com agente tamponante e teve sua concentracao de proteina e sua atividade especifica
determinadas.

Para o caso do sal volatil carbamato de amoénio, além dos tratamentos salinos

para cada uma das enzimas, foram feitos tratamentos controles. O tratamento nomeado
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controle de liofilizagao foi feito substituindo-se o sal pelo agente tamponante especifico
de cada enzima. O controle de pH foi feito substituindo-se o sal por agente tamponante
com valor de pH igual ao pH das solugbes do sal volatil (agente tamponante de pH
10,20). O controle geral de atividade foi feito conforme o controle de liofilizagdo descrito
acima, mas sem ser submetido ao processo de liofilizagdo. O objetivo do uso desses
controles foi verificar a influéncia do processo de liofilizacdo e do valor de pH da
solugdo de sal volatil na desnaturacdo das enzimas através da comparagdo dos
controles de liofilizacdo e de pH com o controle geral. Nos tratamentos realizados com
0s sais convencionais, os controles estabelecidos foram o controle geral e controle de
pH, porém o controle de pH foi realizado indiretamente através da adequacéo do valor

de pH da solucao de sulfato de sédio para o valor do pH da solugéo de sal volatil.

3.2.8. Efeito de diferentes ions e do processo de liofilizacao na estabilidade da
peroxidase

Com o intuito de investigar o efeito dos anions carbonato e bicarbonato e
simultaneamente comprovar o efeito ndo desnaturante do éanion sulfato sobre a
atividade da peroxidase, ensaios de estabilidade foram realizados adicionando-se em
frascos tipo Falcon de capacidade de 15 mL, 300 pL de solugcdo enzimatica de
concentracao igual a 2,00 mg/mL e diferentes tampdes de modo a produzir 3,0 mL de
tratamentos de diferentes ions e diferentes pHs, ja que o pH do tratamento controle é
igual a 6,00 e o pH dos demais tratamentos estudados é 10,20, devido a adequacéao
dos valores de pH ao valor do pH da solugdo de sal volatil. Apds a dessalinizacao e
deteminacao das concentragdes enzimaticas, cada tratamento foi devidamente diluido
com tampao do protocolo de atividade e as atividades foram determinadas. Os trés
tampdes analisados neste ensaio foram: fosfato de potassio 100 mM a pH 6,00 e a pH
10,20 e carbonato-bicarbonato de s6dio 100 mM a pH 10,20. O efeito do tampéao
carbonato-bicarbonato foi comparado com os efeitos dos tampdes fosfato de potéassio
100 mM a pH 6,0 (tampao de atividade), fosfato de potassio 100 mM a pH 10,2 e sulfato
de sodio pH 10,2 (segéo 3.2.7).
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Deve-se evidenciar que nestes experimentos o processo de dessalinizacao foi
realizado através de colunas de permeacdo em gel como meio de se comparar 0s
resultados obtidos com os resultados da secao 3.2.7 (no qual o tratamento controle
geral em tampao fosfato de potassio 100 mM a pH 6,00 foi dessalinizado através de
liofilizacdo) e, deste modo, avaliar o efeito do processo de liofilizagdo sobre a atividade
enzimatica, ja que aparentemente este processo, realizado conforme a se¢do anterior,
levou a desnaturagao da peroxidase. Nesta anadlise, a comparagéao realizada foi entre os
tratamentos controle geral em tampao fosfato de potassio 100 mM a pH 6,00 desta

secao e da secao anterior.

3.2.9. Precipitacao das enzimas e determinacao de seus balangos de massa e de
atividade

Ensaios de precipitagdo das enzimas a-amilase, celulase, peroxidase e lipase
foram realizados com o intuito de analisar o efeito do processo de precipitacdo na
manutencao da atividade das mesmas. A lisozima nao foi submetida a precipitacao com
sal volatil neste trabalho, pois dados da precipitagdo desta enzima ja haviam sido
determinados em trabalhos anteriores realizados por WATANABE (2007) e LIMA
(2006).

Em frascos tipo Falcon de 15 mL, colocou-se tampéao especifico (usado como
agente tamponante no protocolo de medida de atividade de cada enzima) e um volume
fixo de solucdo enzimatica de concentracdo previamente estabelecida. Solucao de sal
foi adicionada de modo a produzir 3,0 mL de misturas referentes a tratamentos de
diferentes forgas ibnicas (9,0, 7,0 e 5,0 molal) que foram mantidos por 60 min a 4,0°C.
Apoés transcorrido este tempo, foi verificada visualmente a presenca ou auséncia de
fase precipitado nos tubos e os mesmos foram submetidos a centrifugacéo por 15 min a
5000 g para separagdo de fases. Em seguida o0s respectivos precipitado e
sobrenadante de cada tratamento eram imediatamente submetidos a dessalinizagao
através de colunas de permeacgao em gel. Através da determinac¢do da concentragéo de
proteina de cada solucdo apds a dessalinizacdo, foram realizados os balangos de
massa do processo de precipitacao e os precipitados e sobrenadantes foram diluidos
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adequadamente com agente tamponante para que a atividade especifica fosse
determinada. Além dos tratamentos salinos para cada uma das enzimas, foi feito o
tratamento controle que teve solugéo salina substituida por agente tamponante. Para
efeitos de comparagao, estes experimentos foram realizados a 4,0°C e com tempo de

envelhecimento de 60 min, tal qual utilizados nos estudos de estabilidade anteriores.

O balango de massa foi feito com a intengédo de se avaliar as perdas de massa
ocorridas durante a dessalinizagao por coluna de filtracdo em gel e também para se
avaliar a confiabilidade dos resultados de atividade especifica baseados nos resultados
do balancgo de atividade.
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo apresentam-se os resultados deste trabalho e suas devidas
discussdes. Primeiramente, os perfis protéicos obtidos por eletroforese SDS-PAGE das
enzimas sdo apresentados. A seguir, sGo mostrados os resultados das analises do
efeito do sal carbamato de aménio na atividade catalitica das cinco enzimas estudadas
e do efeito dos sais sulfatos de amdnio e de sbédio nas atividades de celulase e
peroxidase. Resultados de atividade da peroxidase apds contato com diferentes
tampdes em diferentes valores de pH também séo apresentados, com destaque para a
andlise do efeito do processo de liofilizagdo na atividade desta enzima. Por ultimo, sdo
exibidos os resultados dos ensaios de precipitagdo das enzimas com sal volatil e os
balangos de massa e atividade para as enzimas que precipitaram (celulase e

peroxidase).

4.1. Analise dos perfis protéicos por eletroforese SDS-PAGE

A fim de se avaliar a pureza das enzimas estudadas, os perfis das bandas
protéicas destas enzimas foram obtidas através de eletroforese SDS-PAGE (Figura
4.1). Para a celulase de T. reesei foram feitas 2 analises, uma com a celulase obtida da
empresa Sigma (EUA) e outra com a celulase proveniente diretamente da Novozyme
(Brasil).

Através da relagdo linear existente entre a mobilidade eletroforética das
proteinas do marcador de massa molecular e o logaritmo de suas respectivas massas

moleculares, pode-se fazer uma interpolagdo para determinar as massas moleculares
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das enzimas estudadas a partir de suas respectivas mobilidades. Comparando-se as
pistas 1 e 2 no gel A, observa-se que a enzima a-amilase apresenta uma concentracao
mais elevada de proteinas de massas entre 45 e 66 kDa. Segundo o fornecedor, a
massa molecular da enzima ativa esta entre 50 e 55 kDa. Além dessa enzima, existem
na pista 2, outros compostos de massa molecular abaixo de 45 kDa em menor
concentracdo. Como a a-amilase se trata de uma enzima em seu extrato bruto, este
resultado era esperado. A banda mais nitida da pista 2 apresenta segundo os calculos
de mobilidade eletroforética, massa molecular de 54 kDa, correspondente a massa

molecular da enzima a-amilase.

Gel B
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o 6‘@ -".»é@ & \'br’% Gﬂr‘-*b x
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Figura 4.1: Perfil eletroforético (SDS-PAGE em gel 15%) de solugdes enzimaticas em
tampdes de atividade. Tampao de desnaturagao sem 3-mercaptoetanol no gel A e com
B-mercaptoetanol no gel B. Pista 1, marcadores de massa molecular; pista 2, solugcédo
de a-amilase; pista 3, solucéo de lisozima; pista 4, solugdo de celulase de Trichoderma
reesei (adquirida da Sigma); pista 5, solugéo de celulase de Trichoderma reesei (obtida
diretamente da Novozyme); pista 6, solugao de peroxidase; pista 7, solugao de lipase.
Revelagao feita com nitrato de prata.

Analisando a pista 3, pode-se verificar que a lisozima € uma enzima de alta

pureza pois somente uma banda aparece nos géis. Através dos calculos de mobilidade
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eletroforética, esta enzima apresenta massa de 14,3 kDa, valor muito proximo do
tedrico (14,2 kDa segundo dados do fornecedor).

Nas pistas 4 e 5 do gel A observa-se o perfil da enzima celulase adquirida da
Sigma (EUA) é praticamente o mesmo obtido para celulase da Novozyme, confirmando
que se trata da mesma enzima conforme informacao obtida do catalogo da Sigma, no
qual esclarece-se que a enzima C2730 de T. reesei é a Celluclast
1.5 L proveniente da Novozyme. A partir da determinagédo da mobilidade eletroforéticas
das cinco bandas mais nitidas deste complexo enzimatico, encontraram-se no gel A as
seguintes massas moleculares: 74, 60, 53, 45 e 31 kDa, estando a maior banda entre
os limites de 43 e 63 kDa. Segundo BELDMAN et al. (1985) a enzima celobiase possui
massa de 76,0 kDa enquanto que as celobioidrolases e endoglucanases tém massas
entre 60,5 e 62,0 kDa e entre 23,5 e 58,0 kDa respectivamente. REINIKAINEN (1994)
verificou em seu trabalho que a massa molecular da enzima celobiase € 75,0 kDa
enquanto que as celobioidrolases CBH | e CBH Il ttm massas entre 59,0 e 68,0 kDa e
entre 50,0 e 58,0 kDa, respectivamente. Segundo este autor as enzimas de
caracteristicas endoglucanasicas tém massas variando entre 23,0 e 55,0 kDa. Assim, a
massa de 74 kDa determinada através da mobilidade eletroforética provavelmente é de
uma celobiase e as massas entre 50 kDa e 66 kDa provavelmente sdo de enzimas
celobioidrolases. As demais proteinas de massas moleculares abaixo da banda de 45,0
kDa devem ser as endoglucanases que além de serem menores estdo presentes em
menores quantidades (correspondente a aproximadamente 6% do total de enzimas do

complexo).

A solugdo de enzima peroxidase (pista 6) apresenta-se como uma solucéao de
composicao bastante heterogénea. De acordo com MAEHLY (1955), esta enzima
apresenta massa molecular de 40,0 kDa. Comparando-se as pistas 6 dos géis A e B
observa-se que ha no gel A uma quantidade grande de proteinas de massas
moleculares entre 29 kDa e 45 kDa e outra grande quantidade com massa proxima de
20 kDa, além de duas bandas fortes nas regiées de 15 kDa e 10 kDa. No gel B, a banda
de proteina de massa entre 29 kDa e 45 kDa é menos intensa e as bandas de 20 kDa,

15 kDa e 10 kDa tornam-se mais nitidas.
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A solucédo de enzima lipase é apresentada nas pistas 7 como uma banda forte
na regidao entre 29 kDa e 36 kDa, tanto para a eletroforese feita na presenca quanto na
auséncia de B-mercaptoetanol, tornando evidente que, dentre as enzimas estudadas,
ela € uma das mais puras. A enzima lipase utilizada nesse trabalho é proveniente de
Humicola sp e segundo a literatura, apresenta massa molecular entre 30,0 e 40,0 kDa.

4.2, Efeito do carbamato de amonio na atividade catalitica das enzimas

Os resultados das determinagdes de atividade das enzimas para todos os
tratamentos com sal volatil e controles geral, de liofilizacdo e de pH estdo apresentados
na Tabela 4.1. O efeito de cada tratamento realizado foi analisado através do teste t de
Student para verificar quando as diferencas entre os resultados sdo estatisticamente
significante: uma diferenga é significante quando o valor de t calculado é maior do que o
valor critico de t encontrado numa tabela de distribuicdo de valores t, em um nivel de

significancia de p = 0,05.

Observou-se que a enzima a-amilase teve em média uma perda de atividade
especifica de 8% para as amostras que ficaram em contato com o sal em relagdo ao
controle geral, ou seja, a quantidade de atividade enzimatica alimentada em cada tubo
(considerando-se zero de perdas). Porém, andlises estatisticas indicaram que estas
diferencas nao foram significantes sugerindo que as atividades especificas para estes
tratamentos nao foram significantemente afetadas pelo sal carbamato de aménio.
Comparando-se todas as amostras com o controle geral, a Unica que apresentou
diferenca significativa no nivel de significancia de 5% foi o controle de liofilizagao.

Para a lisozima e a lipase, os tratamentos salinos ndo apresentaram perda de
atividade em nenhuma das forgas ibnicas avaliadas, assim como nao houve reducao de
atividade para os controles de liofilizagdo e pH, sendo que, em alguns destes
tratamentos, a atividade especifica foi maior do que a esperada. Porém, as diferencas
entre os valores das médias em comparacdo com o controle geral ndo foram
estatisticamente significativas. Estes resultados sugerem que as solugbes de sal
carbamato de amédnio néo tiveram efeito sobre a atividade especifica destas enzimas.
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Tabela 4.1: Atividades especificas (valor médio + desvio padrédo) para tratamentos de a-amilase, lisozima, celulase,

peroxidase e lipase em solugdo de carbamato de amdnio por 60 min a 4,0 °C. Concentragdes iniciais das enzimas: a-

amilase, lisozima, e peroxidase, 2,00 mg/mL; celulase e lipase, 0,32 mg/mL e 4,00 mg/mL, respectivamente.

Atividade especifica(U/mg)

. Tratamento com carbamato de amonio
Controles de atividade (forca idnica, molal)
Enzima
Geral Liofilizacao pH 5,0 3,0 2,0 1,0
a-Amilase 826,7 +71,85 912,7+62,75 815,7 1152, | 758,1 £91,75 754,7+ 55,35 . 774,9 £ 43,3,
(100%) (110%) (99%) (92%) (91%) (94%)
Lisozima 18348 + 1068, 19832 + 1611, 18945 + 26155 | 18789+ 22725 19324+ 2238; 19435+ 18935 18191 + 16964
(100%) (108%) (103%) (102%) (105%) (106%) (99%)
Celulase® 2,14 £ 0,115 2,17 £ 0,27 1,94 + 0,33 1,21 £0,165 0,93 + 0,185 0,87 £ 0,145 0,84 + 0,065
(100%) (101%) (91%) (57%) (43%) (40%) (39%)
Peroxidase 22,3+1,7,4 18,6 + 1,74 18,6 £ 1,14 11,56+1,1,4 13,1 +1,4, 13,0+ 1,14 12,9 +1,8,4
(100%) (83%) (83%) (51%) (59%) (58%) (58%)
Lipase 46557 + 7538, 47747 +6480, 46444 +7203; | 49446 + 7007, 51485 + 4347, . 48427 + 4622,
(100%) (103%) (100%) (106%) (111%) (100%)

Subscritos indicam o nimero de replicatas.
a - atividade especifica da celulase é dada em FPU/mg.

* Nao foram realizados experimentos nesta forga ibnica para as enzimas a-amilase e lipase.

Controle Geral — solugao enzimatica em contato com tampao de atividade sem passar pelo processo de liofilizagao.

Controle de Liofilizagao - solugdo enzimatica em contato com tampao de atividade passando pelo processo de liofilizagao.
Controle de pH - solugdo enzimatica em tampao de pH simulando a presenga do sal volatil passando pelo processo de liofilizagéo.
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Para a peroxidase, as perdas de atividade especifica foram de 49% para o caso
de concentracdo de 5 molal de sal e aproximadamente 42% para outras concentragdes
de sal, indicando que o sal € um agente desnaturante para esta enzima. Comparando-
se com o controle geral, os tratamentos controles de pH e liofilizagcdo mostraram uma
reducdo de 17% na atividade especifica, porém, como este controle também foi
submetido ao processo de liofilizagdo, estas perdas de atividade sdo provavelmente
devido a este processo de secagem que pode ter também um efeito desnaturante
parcial sobre os outros tratamentos. Portanto, a perda de atividade da peroxidase pode
ser atribuida aos efeitos combinados do sal e do processo de liofilizagdo, mas nao
atribuida aos altos valores de pH das solu¢des do sal. Contudo, a ndo influéncia dos
altos valores de pH sobre a estabilidade desta enzima néo era esperada, ja que YAN et
al. (2007) relataram que HRP é estavel em ambientes fracamente acidos, mas instavel
em solugdes basicas. Estes autores também acreditam que nestas condi¢des, ocorre
uma transi¢cdo na estrutura secundaria da enzima, que é reversivel acima de certa faixa
de pH. HOLZBAUR et al. (1996) também mostraram que a HRP retém a conformacéao
de seus sitios ativos em valores de pH entre 4 e 7, porém, em outros valores de pH fora
desta faixa, estas conformagbes podem mudar. Segundo KAMAL e BEHERE (2008), a
enzima HRP é uma enzima bastante complexa, tendo entre os fatores estabilizantes de
sua molécula o grupo heme prostético, quatro pontes dissulfeto, dois ions calcio e oito
glicanas, sendo que os processos de inativacdo/reativacdo desta enzima podem estar
relacionados, em parte, a dissociagao/reassociacdo do grupo heme prostético da
mesma, sendo o0 processo de dissociacdo deste grupo do centro ativo da enzima pH
dependente e ocorrendo mais rapidamente a valores de pH menores que 5, com
completa desagregacao a pH 2,4 e 25,0°C, conforme relatado por WHITAKER (1972).

Em relagéo ao efeito desnaturante do sal na atividade da peroxidase, o trabalho
de NUEVO et al. (1993) indica como causas a reducao do atomo de ferro e a alteracao
do ambiente hidrofébico ao redor do grupo heme. Segundo estes autores, a
transferéncia de elétrons que ocorre no grupo heme durante a reacdo da enzima
peroxidase € realizada de duas diferentes formas dependendo da forgca ibnica. Estes
autores concluiram que, a baixos valores de forca idnica, o processo € dominado por

forcas eletrostaticas, enquanto que em altos valores de forga ibnica, as interacées
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hidrofébicas sado as forcas dominantes e a reagdo de reducdo do radical triptofano
ocorre anteriormente a reducao do ferro IV proveniente da oxidacao do ferro lll, sendo
que o ferro IV fica inativado para as proximas reagdes. Sendo assim, pode ter ocorrido
a inativacao do atomo de ferro da enzima devido a exposi¢cdo da molécula a altas forgas
ibnicas. Outra possibilidade € de que, devido a exposicao das regides hidrofobicas que
geralmente ocorre em virtude das altas forgas ibnicas do meio, a cavidade interior que
contém o grupo prostético, predominantemente hidrofébico, foi morfologicamente
alterada. Segundo KAMAL e BEHERE (2008), quando o grupo heme se liga a histidina
por uma ligacao coordenada, se estabelecem ligagdes de hidrogénio, pares idnicos e
interacbes de van de Walls nos aminoacidos ao redor. A ligacdo do grupo heme é
equivalente a introducdo de varios grupos hidrofébicos na estrutura da enzima, que
incrementam a regidao hidrofébica no interior da mesma, promovendo rigidez a sua
estrutura secundaria, sendo que o aumento da hidrofobicidade e de interagdes ibnicas

na cavidade que contém o grupo prostético leva a uma maior estabilidade da enzima.

Outra possibilidade que deve ser levada em conta é a de inibicdo da enzima por
parte do sal volatil. SARIRI et al. (2005) mostraram que a inibicdo da enzima ocorre
devido a ligacdo entre os grupos doadores de elétrons da enzima e os inibidores.
Possivelmente isso ndo ocorreu neste trabalho, ja que os grupos doadores de elétrons
se ligariam provavelmente ao cation aménio, que de acordo com a série de Hofmeister
€ um cation cosmotropico com a tendéncia de estabilizar a estrutura de proteinas
(LADISCH, 2001).

Em relagdo a morfologia da molécula, é sabido através de estudos de estrutura
de raios-X e de modelagem computacional que a HRP ¢é principalmente helicoidal, mas
“loops” desordenados também estdo presentes (SMELLER et al., 2004). Devido a baixa
compactacao deste tipo de morfologia ocorre maior exposicdo da molécula ao meio, o

que a torna mais suscetivel a desnaturagéo.

Para celulase, houve diferencas significativas entre os valores médios dos
diferentes tratamentos em comparacdo com o controle geral. Uma perda de
aproximadamente 43%, 57%, 60% e 61% foi verificada para as forcas idnicas 5,0, 3,0,

2,0 e 1,0 molal, respectivamente, demonstrando uma dependéncia inversamente
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proporcional entre a perda de atividade e a forga ibnica. As diferencas entre o
tratamento a 5,0 molal e os demais foram estatisticamente significantes, porém, os
tratamentos a 3,0, 2,0 e 1,0 molal de forca idbnica ndo mostraram diferenca estatistica
entre elas. O controle de pH teve em média, recuperacao de atividade 9,0% menor do
que o controle geral, 0 que néo representa diferenga estatistica significante. Para esta
enzima, de modo similar a enzima peroxidase, possivelmente a perda de atividade se
deve ao sal volatil e o alto valor de pH aparentemente ndo teve efeito desnaturante
sobre a mesma. Estes resultados ndo estdo de acordo com a literatura.
ARUNACHALAM e KELLIS (1996) mostraram que a EGIIl do complexo enzimatico de
T. reesei teve sua estabilidade muito reduzida a valores de pH alcalino. Estes autores
nao analisaram o desnovelamento da molécula em valores de pH acima de 9,5, mas
conjeturaram que em pH alcalino, o decréscimo na estabilidade conformacional €
resultado de uma desprotonacédo da histidina 108 que resulta na desestabilizacao do
estado nativo pela criacdo de uma pequena diferenca na exposicdo ao solvente entre
os estados nativo e desnovelado. Uma relacdo entre a estabilidade enzimatica e a
titulacdo dos grupos sobre a enzima celulase proveniente de Penicillium notatum foi
realizada por PETTERSSON e ANDERSON (1968). Eles mostraram que a valores de
pH acima de 9,5, essa enzima pode apresentar desnovelamento de sua estrutura.

Deve-se levar em conta, que as celulases constituem um complexo enzimatico
caracterizado por elevada sinergia, ou seja, as enzimas do complexo celulasico juntas
apresentam um rendimento melhor do que a soma dos rendimentos individuais (LYND
et al., 2002). Sendo assim, a desnaturacao de uma das enzimas do complexo leva a
perda de atividade como um todo, ja que o ensaio de atividade utilizado neste trabalho
avalia a atividade sinérgica total do complexo. Outra caracteristica deste complexo de
T. reesei é que a maioria das celulases sédo constituidas estruturalmente por dois
"dominios" que funcionam independentemente: um "dominio" catalitico e um "dominio"
de ligacao a celulose (“cellulose binding domain”, CBD), os quais estdo ligados entre si
por um polipeptidio ligante. As celulases representam, assim, um tipo de enzima em
que é requerida a presenca de dois "dominios", um catalitico e outro de ligagdo ao
substrato sélido, para exercer toda a sua atividade (TEERI et al., 1990).
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Considerando que todas as enzimas avaliadas estavam nas mesmas condicoes
(4,0°C por 60 min) e que os agentes tamponantes ndo sdo agentes desnaturantes (eles
sdo usados como agentes tamponantes em protocolos de atividade), a perda de
atividade da celulase poderia ser atribuida a forga idnica da solugdo de sal ou a
natureza do anion carbamato, enquanto a perda de atividade da peroxidase poderia ser
atribuida a estes fatores e também ao processo de liofilizagcdo. O processo de
liofilizagdo compreende uma sequiéncia de etapas de congelamento, sublimacdo da
agua e dissolugao, todas as quais sdo passiveis de causar desnaturacao de proteinas
em alguns casos, principalmente a baixas concentracées (menor que 0,1 mg/mL),
podendo esta desnaturacdo ser ou nao reversivel. A reversibilidade de desnaturacéo
para a enzima lisozima apos ser liofilizada é mencionada no trabalho de KENDRICK et
al. (1996). Outro exemplo de mudancga reversivel na estrutura secundaria de proteinas
apdés liofilizacdo ocorreu com lipase proveniente de Humicola Ilanuginosa
(KREILGAARD et al., 1999). Verificar cada um dos passos do processo de liofilizagao
como fonte da desnaturacdo esta fora do foco deste trabalho, mas experimentos
posteriores foram conduzidos para tentar elucidar o papel dos ions e da forga ibnica na
desnaturacéo da celulase e peroxidase.

4.3. Efeito dos sais convencionais na estabilidade da celulase e peroxidase

Com o objetivo de entender o papel dos ions na desnaturagdo da celulase e
peroxidase, experimentos similares foram feitos com os sais sulfato de amonio e sulfato
de sddio. O primeiro é o sal mais comumente utilizado em “salting-out”, tem 0 mesmo
cation monovalente do carbamato de aménio e solugao de pH &cido (5,30). O ultimo
tem o mesmo anion divalente do sulfato de aménio e um pH da solugéo bésico (10,10).
Os tratamentos realizados com ambos os sais ndo alterou a atividade das enzimas
(Tabela 4.2). Para todas as concentragdes de sal, as atividades especificas da celulase
e peroxidase foram as mesmas do controle geral relacionado. Assim, uma comparagao
entre os dados das Tabelas 4.1 e 4.2 leva a conclusdo que o carbamato de aménio é a

razao da perda de atividade especifica destas enzimas.
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Comparando-se os sais convencionais com o sal volatil carbamato de ambnio,
pode-se inferir que os cations aménio e sodio e o anion sulfato estao entre os ions mais
efetivos em precipitagéo de proteinas de acordo com a série de Hofmeister, sendo ions
cosmotropicos, com a tendéncia de estabilizar a estrutura de proteinas enquanto o
anion carbamato ndo esta classificado nesta série (LADISCH, 2001). De acordo com
RETAILLEAU et al. (2002), os grandes anions monovalentes (como carbamato) sao
menos hidratados do que os anions divalentes (como sulfato) porque os primeiros tém
uma baixa densidade de carga, aumentam a mobilidade das moléculas de agua ao
redor (sendo por isso chamados ions caotrdpicos) e, consequentemente, adsorvem

preferencialmente em superficies apolares, com tendéncia de desnaturar proteinas.

Além das possiveis causas para a desnaturacdo da celulase e peroxidase ja
citadas na secgéo 4.1, pode ter ocorrido a adsorcdo do anion carbamato monovalente

sobre residuos de aminoacidos essenciais na reacdo e estabilidade enzimatica,

Tabela 4.2: Atividades especificas (valor médio + desvio padrao) da celulase e
peroxidase a 4° C por 60 min. Concentragdes iniciais da peroxidase e celulase eram

2,00 mg/mL e 1,50 mg/mL, respectivamente.

Atividade especifica(U/mg)

Sal em

Enzima Forca iénica (molal)
solucao | Controle geral
5,0 3,0 1,0
a 2,23 0,07, 2,34+ 0,15, 2,34+ 0,17, 2,32+ 0,24,
Celulase SulfaAto.de (1 000/0) (1 05 0/0) (1 050/0) (1 040/0)
e — amonio
) (pH 5,3) 22,0+ 0,7, 21,912, 22,0+ 1,04 22,4+ 3.4,
Peroxidase (100%) (99%) (100%) (102%)
3,00+ 0,14, 2,87 +0,43* 3,08 +0,51*
Celulase ? Sulfato de (1 000/0) * (950/0) (1 020/0)
—_— sédio
_ (pH 10,1) 22,6+ 2,7, 22,0+ 2,2, 224+25, 227+34,
Peroxidase (100%) (97%) (99%) (100%)

Subscritos indicam o nimero de replicatas.
* Valor ndo determinado devido a precipitagcdo da enzima.
& Atividade especifica da celulase é dada em FPU/mg.
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enquanto que os anions divalentes dos sais convencionais foram mais fortemente
hidratados e ndo adsorveram sobre as proteinas. Apesar dos baixos valores de pl das
enzimas celulase e peroxidase (4,2 - 6,1 e 7,2, respectivamente) e o alto pH das
solugdes de carbamato de amobnio, esta adsorcdo poderia acontecer devido a alta
concentracdo do carbamato de aménio e a existéncia de grupos carregados
positivamente sobre a superficie da molécula (embora as enzimas tenham carga liquida
negativa nestas condigdes).

Por outro lado, € dificil que uma macromolécula, com carga liquida bastante
negativa, adsorva ainda mais cargas negativas. Assim, ha a possibilidade de que a
desnaturacdo destas moléculas tenha ocorrido devido a sua carga liquida bastante
negativa em conjunto com o possivel carater caotrdpico do sal carbamato de amdnio.
Segundo FONSECA et al. (2006), o equilibrio de estabilizacdo de proteinas em
solugbes aquosas € diferente do equilibrio em solugcbes aquosas de sais caotrdpicos,
sendo que neste Ultimo caso, prevalece o estado desnaturado em relacdo ao estado
nativo da proteina devido a diminuicdo da energia livre do estado desnaturado em
virtude da maior hidratacdo da proteina (que esta menos compactada), que favorece o
aumento significativo da solubilidade. Sabe-se que a molécula protéica tem varias
cargas liquidas distribuidas, que se repelem. Nas condigbes experimentais deste
trabalho, com exceg¢do da lisozima, as enzimas estdo com carga liquida negativa
acentuada, o que aumenta a repulséo entre elas. Na presenca do sal caotropico em alta
concentracdo, a camada de 4gua de hidratagdo, que geralmente estabiliza as cargas
ibnicas do sal diminuiria, € a molécula protéica ficaria sem o contrabalango de uma
camada estabilizadora de agua, podendo fazer com que houvesse repulsédo suficiente

para alterar a conformagéo da proteina.

4.4. Efeito de diferentes ions e do processo de liofilizacao na estabilidade da
peroxidase

Com o intuito de investigar o efeito do processo de liofilizacao sobre a atividade
da peroxidase nos experimentos da sec¢éo 4.2, experimentos similares foram feitos com

0 processo de dessalinizacdo realizado por cromatografia de filtracdo em gel. Além do
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tampéo fosfato de potassio pH 6,0 (tamp&o do protocolo de atividade), foram utilizados
como controles de pH o tampao fosfato de potassio e o tampao carbonato-bicarbonato
de sédio, ambos a pH 10,2 (Tabela 4.3). Assim, os efeitos dos anions carbonato e
bicarbonato sobre a atividade desta enzima puderam ser verificados através da

comparagao destes resultados com os resultados das sec¢bes 4.1 e 4.2.

Tabela 4.3: Atividades especificas (valor médio + desvio padrdo) da peroxidase apds
contato de 60 min a 4°C com diferentes tampdes. Concentracao inicial da peroxidase

igual a 2,00 mg/mL. Concentragéo de todos os tampdes igual a 100 mmol/L.

Atividade especifica (U/mg)
[%]

+
Fosfato de potéssio pH 6,0 25,?100602,]846

Agente tamponante utilizado

+
Fosfato de potéassio pH 10,2 23,6[84;/:],936

+
Carbonato-bicarbonato de sédio pH 10,2 23’8[8 4;/3’496

Subscritos indicam o nimero de replicatas.
[ ]: Valores entre colchetes se referem a porcentagem relativa, onde a referéncia (100%) é o
tratamento da enzima em tampéao de atividade.

Ambos os tampdes a pH 10,2 apresentaram reducdo de 6% na atividade
especifica em relagdo ao tratamento em tampao de atividade a pH 6,0, porém estas
diferencas nao sao significantes, comprovando que a reducdo de 17% na atividade
especifica do tratamento controle de pH da Tabela 4.1 foi provavelmente causada
somente pelo processo de liofilizagdo sem influéncia do alto valor de pH. Os ions do
tampéo carbonato-bicarbonato de sddio também ndo ocasionaram a desnaturagao
desta enzima. Como mencionado anteriormente, o cétion sédio apresenta natureza
cosmotropica e esta entre os mais efetivos ions na indugé@o da precipitacao por “salting-
out”. O carbonato e o bicarbonato ndo estdo classificados na série de Holfmeister,
contudo, GORGENYI et al. (2006), realizam um estudo no qual eles avaliaram o efeito

“salting-out” de diferentes cations e anions em nao eletrdlitos, e, dentre os anions
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avaliados, o unico com efeito “salting-in” foi o nitrato enquanto que os demais induziram
0 “salting-out” dos nao eletrdlitos analisados. Neste estudo, o anion bicarbonato foi o
que apresentou menor valor da constante de Setschenow (Ks entre 0.090 + 0.008) e o
carbonato o anion com maior valor desta constante (0.210 + 0.035), sendo ambos,

anions que induziram o “salting-out” dos néo eletrolitos.

Levando em consideragao que anions com maior densidade de carga tém maior
capacidade de estabilizar proteinas e comparando-se os efeitos do anion carbamato
nos experimentos anteriores (secdao 4.1) com o efeito dos anions carbonato e
bicarbonato desta secao, verifica-se que a desnaturagdo da peroxidase nos
experimentos anteriores se deu possivelmente devido ao anion carbamato possuir
menor densidade de carga que os demais anions analisados no presente trabalho.
Além disso, a peroxidase foi submetida a condi¢coes de forgas ibnicas mais elevadas
nos ensaios anteriores, tornando ainda mais provavel a desnaturacao da enzima com o

carbamato de amoénio.

4.5. Precipitacao das enzimas com sal volatil

Como forma de se tentar preservar a atividade catalitica das enzimas estudadas,
ensaios de precipitagdo das mesmas foram conduzidos nas mesmas condi¢coes dos
experimentos de avaliagdo do efeito de solugdes de sal sobre a atividade das enzimas
(secbes 4.1 e 4.2) para efeitos de comparacdo. Geralmente a enzima na fase
precipitado € menos vulneravel aos efeitos desnaturantes do sal, pois somente as
moléculas na superficie em equilibrio com a solugdo sédo expostas a fase liquida,
enquanto que na fase sobrenadante todas as moléculas protéicas estdo expostas a
solugdo salina. A atividade enzimatica foi analisada em termos de atividade especifica,
uma vez que os balangos de massa realizados mostraram perdas de massa em alguns
ensaios. Também foram realizadas precipitagdes da enzima celulase com solugbes de
sal na presenca de hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), como forma de se tentar
preservar a atividade enzimatica, uma vez que a enzima fica protegida dos possiveis
efeitos desnaturantes da solugcdo salina por manter-se “encapsulada” no gel formado
pelo polimero devido a afinidade existente entre este e a enzima (MIRANDA e
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BERGLUND, 1993). Nestes ensaios (Tabela 4.4), as enzimas a-amilase e lipase nao
precipitaram e também ndo apresentaram redugdo de atividade especifica a forgas
ibnicas mais altas quando comparadas com o0s ensaios de estabilidade (Tabela 4.1), o
que permite concluir que o sal volatil carbamato de amdnio ndo tem efeito desnaturante

sobre elas mesmo em altos valores de forgas ibnicas.

A enzima celulase apresentou precipitacdo apenas para a condicdo de forca
ibnica de 9,0 molal, na qual as reducbes de atividade especifica foram de 3% e 15%
para as fases sobrenadante e precipitado, respectivamente. No entanto, estudos
estatisticos realizados através do teste t de “Student” mostraram que as diferencas nao
sdo estatisticamente significativas comparando-se o tratamento nesta forga ibnica com
o tratamento controle. Para a forca ibnica de 7,0 molal (situagdo onde nao se detectou
precipitacdo) a redugdo na atividade especifica foi de 22%, uma diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao tratamento controle. Para o tratamento a

5,0 molal (situagdo em que também nao houve precipitagcdo) ndo houve desnaturacao.

Para a enzima celulase precipitada na presenca de solugdo de HPMC, houve
formacgéo da fase precipitado para todas as forgas idnicas avaliadas, indicando que a
presenca deste polimero auxilia na precipitagdo. A 5,0 molal e 9,0 molal ndo houve
diferenca estatistica entre os tratamentos com sal e o tratamento controle, evidenciando
que a enzima nao teve perda de atividade especifica nessas forgas idnicas para ambas
as fases. Entretanto, a 7,0 molal a enzima apresentou reducédo de atividade de 32%
para a fase sobrenadante e 24% para a fase precipitado. Este resultado ndo era
esperado, pois a probabilidade de um sal ter efeito desnaturante numa proteina é
geralmente diretamente proporcional a sua forgca idnica, e neste caso, se nao houve

desnaturacao a 9,0 molal, o previsto é que ndo houvesse a 7,0 molal.

No entanto, alguns fatores devem ser considerados para esta enzima, pois por
se tratar de um complexo enzimatico, uma dentre as enzimas pode nao ter precipitado
na totalidade que devia precipitar para manter a sinergia em relagdo as demais, sendo
assim, limitadora do processo enzimatico nesta fase. Consequentemente, as demais
enzimas limitam o processo enzimatico na fase sobrenadante e a atividade especifica

do complexo ndo equivale a atividade sinérgica total. Este possivel comportamento
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Tabela 4.4: Atividades especificas (valor médio = desvio padrdo) para tratamentos de precipitacdo das enzimas a-

amilase, celulase, peroxidase e lipase em solugédo de carbamato de aménio por 60 min a 4°C. Concentragdes iniciais das
enzimas: a-amilase, celulases da Sigma e Novozyme, peroxidase e lipase, 16,5 mg/mL; 3,20 mg/mL; 3,50 mg/mL, 15,30
mg/mL e 16,00 mg/mL, respectivamente.

Atividade especifica (U/mg)

Forca idbnica (molal)

Enzima
Controle 5,0 7,0 9,0
(sem sal)
Sobrenadante Precipitado | Sobrenadante Precipitado | Sobrenadante Precipitado
Ami 569,3 * 86,6, 660,9 * 37,8, -1 658,8 + 57,4, -1 678,5 + 46,6, -1
a-Amilase (100%) (116%) ppt (116%) ppt (119%) ppt
a 2,16 £ 0,29 2,18 £0,114 -1 1,70 £ 0,414 1 2,10 £ 0,39, 1,84 £ 0,275
Celulase (100%) (101%) PPt (78%) et (97%) (85%)
Celulase 2,22 +0,27, 2,31, 2,14 £ 0,21, 1,52 £ 0,463 1,70 £0,32; 2,19+£0,34, 2,11 £ 0,55,
com (100%) (104%) (96%) (68%) (76%) (99%) (95%)
HPMC?
. 23,70 £ 3,3, . . 27,54 £ 2,7, 14,30 £ 2,4, 20,79 £ 0,5, 13,79 £1,6;
Peroxidase (100%) (116%) (60%) (88%) (58%)
. 38062 £ 1922, | 37382 £ 961, - 40781+ 3845, - 40101 £ -1
Hpase (100%) (98%) PPt (107%) PPt 2884, i
(105%)

Subscritos indicam o nimero de replicatas.
ppt': ndo houve formacéo de precipitado.
a: Atividade especifica da celulase é dada em FPU/mg.

— Nao foram realizados experimentos nesta for¢a ibnica devido a indisponibilidade desta enzima.

62



RESULTADOS E DISCUSSOES

pode levar a conclusdes errbneas na analise dos resultados, pois as enzimas podem ter
sido individualmente poupadas de qualquer efeito desnaturante e apresentam como
resultado a reducao da atividade especifica do complexo em ambas as fases indicando
que nao houve manutencao da atividade especifica para esta enzima.

Uma outra hipotese é de ter ocorrido a desnaturacdo de alguma (s) das
enzimas do complexo, o que de forma similar a hipétese anterior, limitaria o processo
enzimatico e, consequentemente, resultaria em perda de atividade especifica para
ambas as fases. Deve-se também levar em conta que a preservagao da estrutura nativa
da enzima apds a precipitagdo com o carbamato de aménio depende de fatores
limitantes como, por exemplo, o tempo de indugéo e a cinética de precipitacdo, ou seja,
a decorréncia de um maior intervalo de tempo entre a adicao do sal e a precipitacao
pode implicar em uma maior exposicdo da molécula aos possiveis efeitos

desnaturantes do sal a 7,0 molal quando comparado a forga iénica de 9,0 molal.

A enzima peroxidase precipitou nas duas condi¢cdoes estudadas. Por questao de
indisponibilidade de enzima a precipitagéo a 5,0 molal n&o foi avaliada. Para ambas as
forcas ibnicas avaliadas (7,0 e 9,0 molal), houve reducao de aproximadamente 40% de
atividade especifica para a fase precipitado. A fase sobrenadante apresentou reducao
de atividade especifica de 12% a 9,0 molal e aumento de 16% a 7,0 molal. Estes
resultados nao eram esperados, visto que as enzimas estdo teoricamente mais

“protegidas” do efeito desnaturante do sal quando estao na fase precipitado.

No entanto, a perda de atividade especifica desta enzima nos ensaios de
precipitacao nao significa rigorosamente que houve desnaturacao da mesma, uma vez
que ela apresenta certos graus de impurezas em suas preparagbes, conforme
verificado através dos perfis protéicos obtidos por eletroforese SDS-PAGE. Para auxiliar
na analise dos resultados de precipitacdo, foram elaborados alguns esquemas deste
fendmeno (Figura 4.2) que foram fundamentados na quantidade de bandas diferentes
na caracterizagdo da enzima peroxidase por eletroforese SDS-PAGE (Figura 4.1), o que
indica que outros elementos protéicos podem ter precipitado junto com a enzima de
interesse, alterando os resultados de atividade especifica para ambas as fases. Nas

janelas ‘a’ da Figura 4.2, fragbes iguais de E (enzima de interesse) e de C
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A: ocorréncia de desnatuuracao

FASE SOBRENADANTE

A

@b@

@c@

AER < 1 0<AER<?2 AER < 1
FASE PRECIPITADO
AER < 1 AER < 1 0<AER<?2

B: auséncia de desnaturacao

FASE SOBRENADANTE

O

@b@

@c@

AER =1 AER > 1 AER <1
FASE PRECIPITADO
AER =1 AER < 1 AER > 1

Figura 4.2: Esquema de precipitacdo de E (enzimas de interesse) e de C (contaminantes) em
trés proporcoes diferentes. A: com ocorréncia de desnaturacao de E (esferas sombreadas). B:
sem ocorréncia de desnaturacdo de E. AER: atividade especifica relativa. Subscritos: p =

precipitado, s = sobrenadante.
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(contaminantes) precipitam e fracoes iguais de E e de C permanecem no sobrenadante.
Assim, a atividade especifica de E é menor que a unidade em ambas as fases no
esquema A e igual a unidade em ambas as fases no esquema B, como pode ser visto
pelo valor da atividade especifica relativa (AER). Nas janelas ‘b’, ha uma maior
precipitacdo de C e em decorréncia disso, a atividade especifica de E nessa fase é
reduzida e, por consequiéncia, sofre um aumento na fase sobrenadante. Se ocorrer
desnaturagdo da enzima de interesse, além da maior reducdo da atividade especifica
na fase precipitado, o aumento da atividade na fase sobrenadante pode nao ser
percebido devido ao valor da atividade especifica relativa se aproximar da unidade. Nas
janelas ‘¢’ ocorre o oposto do que ocorre nas janelas ‘b’.

Fazendo-se uma confrontagdo entre os esquemas da Figura 4.2 e os resultados
da Tabela 4.1 para a enzima peroxidase, pode-se estabelecer que possivelmente houve
desnaturagdo da enzima a 9,0 molal e uma precipitagdo com quantidades
proporcionalmente diferentes de enzima de interesse e de contaminantes em ambas as
fases (Figura 4.2-A-b ou Figura 4.2-A-c). A 7,0 molal, a precipitacdo pode ter ocorrido
com desnaturagao (Figura 4.2-A-b) ou sem desnaturacao (Figura 4.2-B-b).

Para a lisozima nao foram realizados ensaios de precipitagdo, porém, dados de
precipitacdo desta enzima com sal carbamato de aménio foram levantados por LIMA
(2006) e WATANABE (2007). No trabalho de LIMA (2006) as curvas de solubilidade de
lisozima em Ryc igual a 2,0 mostraram uma diminuigdo da concentragao de proteina na
fase sobrenadante com o aumento da concentracdo de sal, evidenciando o efeito
“salting-out” na precipitacdo da proteina em diferentes temperaturas, sendo que uma
menor eficiéncia precipitante do sal foi sugerida de 5,0 a 15,0 °C em comparagdo com
0os ensaios realizados entre 20,0 e 25,0 °C. Estes autores sugerem que o0
comportamento da solubilidade em relacdo a temperatura esteja associado a alguma
mudanga conformacional da lisozima relacionada as concentragées salinas
consideraveis e a possiveis efeitos desnaturantes dos eletrélitos volateis. WATANABE
(2007) também verificou 0 aumento da solubilidade da proteina com a redugédo da
temperatura, ou seja, um comportamento de solubilidade retrograda, que por enquanto
tem razao desconhecida, porém, sabe-se que em uma solucao deste sal os equilibrios

que se estabelecem sdo complexos e envolvem reagdes de ionizagdo de amobnia e
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diéxido de carbono, bem como a reacdo simultdnea destes dois componentes
(Equagdes 2.7-2.10). Ainda no trabalho de WATANABE (2007), a lisozima teve sua
atividade enzimatica avaliada depois da precipitagdo com este sal volatil e os resultados
mostraram a manutencao da atividade da enzima para as concentragcoes de sal entre

0,02 e 0,30 g de sal/ g de solugao.

Comparando-se os resultados da Tabela 4.4 com os da Tabela 4.1, observa-se
que houve maior estabilidade das enzimas celulase e peroxidase em contato com altas
concentracoes de sal (7,0 e 9,0 molal) em relacéo as forgas ibnicas mais baixas (Tabela
4.4), o que nao era esperado, devido a altas forcas ibnicas apresentarem maior efeito
desnaturante do que forgas ibnicas mais baixas, porém a concentracdo enzimatica
utilizada para o ensaio de precipitagdo foi de 10 vezes e de aproximadamente 7 vezes
maior que nos ensaios preliminares de determinacdo de estabilidade enzimatica, para a
celulase e peroxidase, respectivamente, o que pode ter auxiliado na prevencado da
desnaturagdo das mesmas através do aumento das interagdes proteina-proteina que
poderia “proteger” dos efeitos desnaturantes do sal aminoacidos ou regiées importantes
para a atividade catalitica.

E importante levar em consideracdo que apesar do sal volatil ter efeito
desnaturante sobre as enzimas celulase e peroxidase, ele se mostrou eficaz como
agente precipitante para estas enzimas. Segundo GORGENYI et al. (2006), apesar dos
anions com carga dupla ter maior efeito salting-out do que anions monovalentes, o
efeito salting-out € mais influenciado pelo cation do que pelo anion e os cations sao
pouco afetados pelos anions. Sendo assim, é provavel que o cation amdnio tenha
promovido a precipitagdo das enzimas ainda que o anion carbamato nao fosse um bom
agente precipitante. Além disso, existe uma pequena quantidade de ions carbonato em
solucéo.

4.6. Balancos de massa e atividade para as enzimas celulase e peroxidase

Os Balancos de massa e atividade das precipitacbes das enzimas celulase
(Tabelas 4.5 e 4.6) e peroxidase (Tabela 4.7) foram feitos considerando-se como
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Tabela 4.5: Balangos de massa e de atividade da celulase precipitada com carbamato de amoénio a 4,0°C, na auséncia de

HPMC. Concentragao inicial da enzima: 3,20 mg/mL.

Congznst;?gao Fase Sobrenadante Fase Precipitado Recuperacao Total
(mol/kg) Atividade Massa AE Atividade Massa AE Atividade Massa
(FPU) (mg) (FPU/mg) (FPU) (mg) (FPU/mg) (FPU) (mg)
8,82+ 1,88; | 4,15+ 0,365 | 2,16 + 0,29 1 1 1 8,82 + 1,885 | 4,15 + 0,36
t t t
0.0 (100%) (100%) (100%) PP PP PP (100%) (100%)
8,93 +0,53; | 4,11 £0,375 | 2,18 £0,11,4 1 1 1 8,93 +0,53; | 4,11 £ 0,373
t t t
5.0 (101%) (99%) (101%) PP PP PP (101%) (99%)
. 7,60 +2,085 | 4,01 £0,40, | 1,70 +0,41¢ 1 1 1 7,60 +2,085 | 4,01 0,40,
t t t
! (86%) (97%) (78%) PP PP PP (86%) (97%)
00 5,95 +1,18; | 3,01 £0,50; | 2,10 £0,39; | 2,76 + 1,425 | 1,52 +0,98; | 1,84 £0,275 | 8,71 £1,075 | 4,54 + 1,29,
’ (68%) (72%) (97%) (31%) (36%) (85%) (99%) (108%)

Subscritos indicam o nimero de replicatas.
ppt”: ndo houve formagéo de precipitado.
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Tabela 4.6: Balangos de massa e de atividade da celulase precipitada com carbamato de aménio a 4,0°C, com HPMC.

Concentracéo inicial da enzima: 3,20 mg/mL.

Congznst;zlagao Fase Sobrenadante Fase Precipitado Recuperacao Total
(mol/kg) Atividade Massa AE Atividade Massa AE Atividade Massa
(FPU) (mg) (FPU/mg) (FPU) (mg) (FPU/mg) (FPU) (mg)
6,81 £0,96, | 3,04 £0,96, | 2,22 + 0,27, p p » 6,81 0,96, | 3,04 + 0,96,
0,0 ppt ppt ppt
’ (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
6,72 , 2,83, 2,31, 0,71, 0,34 , 2,14 £ 0,21, 7,43, 3,16 ,
50 (99%) (93%) (104%) (10%) (11%) (96%) (109%) (104%)
3,48 +0,93; | 2,43 +0,19; | 1,52 +£0,465 | 2,34 £0,613 | 1,32 +0,503 | 1,70 0,323 | 5,82 + 1,915 | 3,75+ 0,39;
7.0 (51%) (80%) (68%) (34%) (43%) (76%) (85%) (123%)
3,46 +0,53, | 1,60 £0,50, | 2,19 +0,34, | 4,18 £0,67, | 2,13 +0,98, | 2,11 +0,55, | 7,64 + 0,564 | 3,73 + 0,39,
9.0 (51%) (53%) (99%) (61%) (70%) (95%) (112%) (123%)

Subscritos indicam o nimero de replicatas.
ppt”: ndo houve formagao de precipitado.

68



RESULTADOS E DISCUSSOES

Tabela 4.7: Balangcos de massa e de atividade da peroxidase precipitada com
carbamato de amoénio a 4,0°C. Concentragéo inicial da enzima: 15,30 mg/mL.

Concentracao Fase Sobrenadante Fase Precipitado Recuperacao
de sal Total
(mol/kg) AT* Massa AE AT* Massa AE AT* Massa
U (mg) | (U/mg) U (mg) | (U/mg) U (mg)
107,60, | 4,56, 23,70, . . . 107,60, | 4,56,
0,0 (100%) | (100%) | (100%) | PP PP PPL™ 1 (100%) | (100%)
110,98, | 4,02, 27,54, [19,30, | 1,35, 14,30, | 130,28, | 5,37;
7,0 (103%) | (88%) | (116%) | (18%) | (30%) | (60%) | (121%) | (118%)
49,60, | 2,40, 20,79, |6,30, | 0,45, 13,79, |[55,91, |2,85;
9,0 (92%) | (105%) | (88%) | (12%) | (20%) | (58%) | (104%) | (125%)

Subscritos indicam o nimero de replicatas.
ppt': ndo houve formacao de precipitado.
*AT: atividade.

valores de referéncia as massas e atividades totais obtidas por um ensaio controle (feito
em 6 replicatas) que constituiu de um ensaio de cromatografia na coluna de
dessalinizacdo (usada para dessalinizar precipitados dissolvidos e sobrenadantes dos
ensaios de precipitacdo) de uma solugdo de enzima. H4 perdas de massa de enzima
devido ao “corte” do pico dessalinizado. Assim, a passagem de solu¢do enzimatica
(controle) pela coluna nos deu a referéncia para se realizar balangos de massa e
atividade.

As porcentagens de recuperacbes de atividade para a celulase apés
precipitacao com sal volatil nas forgas idnicas avaliadas sdo proximas das recuperagdes
de massa tanto na auséncia quanto na presenca de solu¢cao de HPMC, indicando que
nao houve desnaturacdo da enzima, com excecao da forca ibnica de 7,0 molal, onde
houve maior recuperagdo de massa do que de atividade e portanto, perda de atividade
especifica tanto para o tratamento sem HPMC quanto para ambas as fases do
tratamento com HPMC e também nos resultados de recuperagéo total, o que leva a

conclusao de que houve desnaturacao da enzima nesta forca iénica.
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Para a peroxidase, as porcentagens de recuperacdes de massa e de atividade
sdo diferentes entre si analisando-se as fases sobrenadante e precipitado dos
tratamentos salinos individualmente. A 7,0 molal, a recuperagéo de atividade foi maior
que a recuperacao de massa na fase sobrenadante, refletindo na atividade especifica
de 116% (maior que do tratamento controle). Ja na fase precipitado desta mesma forca
ibnica, ocorreu o inverso, resultando na perda de 40% de atividade especifica. Porém, o
resultado de recuperacdo total de massa e de atividade apresenta valores
estatisticamente iguais, ou seja, provavelmente ndo houve desnaturacdo da enzima
nesta forga ibnca. Para a forga i6nica de 9,0 molal houve maior perda de atividade do
que de massa em ambas as fases. A recuperacdo total também mostrou maior
recuperagcdo de massa do que de atividade. Assim, a peroxidase provavelmente
desnaturou nesta forca ibnica. Para que se alcancasse a forca ibnica desejada, a
quantidade de enzima adicionada nos tratamentos a 9,0 molal foi equivalente a metade
de enzima dos outros tratamentos. Essa reducao de concentracdo enzimatica pode ter
assistido a intensificacdo do efeito desnaturante do sal sobre a enzima.
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CAPITULO 5 - CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS
FUTUROS

5.1. Conclusoes

A principal conclusao deste trabalho é de que o papel do sal volatil carbamato
de amdnio na desnaturagdo em processos de precipitacdo de proteinas nao pode ser
explicado por um unico mecanismo. Geralmente, sais de carater cosmotrdpico induzem
a precipitacdo de proteinas e as previne de desnaturagcdo, enquanto que, sais
caotrépicos tém efeitos desnaturantes e nao sdo bons agentes precipitantes. Porém, no
presente trabalho, verificou-se que as enzimas celulase e peroxidase, que mostraram
perda de atividade nos ensaios de estabilidade e nos ensaios de precipitagao, foram as
Unicas que precipitaram, diferentemente da a-amilase e lipase que nao precipitaram e
ndao desnaturaram. Assim, dependendo da enzima, a precipitacdo e manutencédo da
atividade nao estdo diretamente associadas e o sal pode agir de diferentes formas.

A celulase e peroxidase ndo tiveram perda de atividade nos ensaios de
estabilidade com sais convencionais. Assim, para estas enzimas, o carbamato de
amoénio teve efeito desnaturante, ja que em ensaios similares com este sal, as mesmas
apresentaram reducado de atividade especifica. Indicios de efeitos desnaturantes do
carbamato de aménio haviam sido observados por WATANABE et al. (2006) para a
tripsina suina e por LIMA (2006) para a lisozima e insulina bovina. No presente trabalho,
com base na comparagdo entre os resultados dos ensaios de estabilidade com
carbamato de aménio e sais convencionais, tornou-se remota a possibilidade das

desnaturagbes enzimaticas terem ocorrido em virtude dos altos valores de pH,
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concluindo-se que o sal tem efeitos desnaturantes devido a sua prépria natureza,
sugerindo-se que a interagdo entre seu anion carbamato e residuos especificos de
aminoacidos das enzimas pode levar a desnaturacdo das mesmas enquanto que o
anion sulfato dos sais convencionais leva a estabilizacdo das enzimas devido a sua
natureza cosmotropica. Para as enzimas a-amilase, lisozima e lipase ndo houve perda
de atividade em solugbes deste sal volatil, tanto nos ensaios de estabilidade quanto nos
de precipitacdo. Além disso, este sal ndo se mostrou eficiente na inducdo da
precipitagdo destas enzimas nas forgas ibnicas entre 5,0 e 9,0 molal para as

concentracoes enzimaticas estudadas.

Uma outra conclusdo deste trabalho € que a adicdo de HPMC induziu a
precipitacao da celulase a 5,0, 7,0 e 9,0 molal de carbamato de aménio, enquanto que a
mesma precipitou somente a 9,0 molal sem a presencga deste polimero. Em relagéo ao
uso do HPMC para a manutengédo da atividade desta enzima obteve-se éxito para as
forcas ibnicas de 5,0 e 9,0 molal, enquanto que a 7,0 molal a celulase apresentou perda
de atividade. Este mesmo comportamento também foi verificado para esta enzima sem

a presenga de HPMC e ainda néo foi elucidado.

Deve-se enfatizar que nos ensaios de precipitacdo, as redugdes de atividade
nao necessariamente representam desnaturagdao das enzimas, visto que a peroxidase
contém muitas impurezas em solugcdo e que a celulase se trata de um complexo
enzimatico. Assim, para ajudar a entender o que ocorreu nestes ensaios, sao
necessarias determinagdes da estrutura das enzimas através de técnicas como
espectroscopia de dicroismo circular, por exemplo, para investigar se houve ou nao
alteracao destas moléculas por conseqiiéncia do contato das mesmas com o carbamato

de amonio nestes ensaios.

5.2. Sugestoes para trabalhos futuros
Sugere-se a partir dos resultados apresentados nesta dissertacao:
a) Dar continuidade aos estudos de atividade biolégica de outras enzimas e

proteinas com variadas caracteristicas fisico-quimicas (diferentes valores de
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hidrofobicidade, massa molecular, ponto isoelétrico, etc.) em contato com sais volateis
de forma que se possa encontrar caracteristicas em comum entre as mesmas que
ajude na elaboragdo de uma modelagem sobre o efeito do sal volatil na estabilidade e

no “salting-out” de diferentes enzimas.

b) Estudar maneiras de se evitar a desnaturacao das enzimas ou de torna-la
reversivel durante o processo de precipitacdo com uso de sais volateis. Para isso,
podem ser usadas concentragdes mais altas de solugdes enzimaticas para potencializar
a agregagao das enzimas e proteger o microambiente evitando a desnaturagcdo da

enzima pelo contato entre as solu¢des enzimaticas e de sal.

c) Pode-se também otimizar a remocdo do sal volatii com enfoque na
simplificacdo do processo e manutencdo da atividade enzimatica através do uso de
colunas de filtragdo em gel ou adicionando-se aditivos lio e crioprotetores durante a
liofilizacao.

d) Realizar estudos estruturais das enzimas antes e ap0s as precipitacbes com
sais volateis, como forma de se tentar elucidar os efeitos dos mesmos na estrutura
molecular destas enzimas, bem como de outras enzimas ou proteinas precipitadas com
sais volateis. Estes estudos podem ser realizados através da técnica de dicroismo
circular (CD), juntamente a outras técnicas (estudos com fluorescéncia, espalhamento

de luz dindmico (DLS), calorimetria diferencial de varredura (DSC), dentre outros).

e) Verificar a atividade especifica de enzimas em fungédo do tempo como forma
de se determinar se pode ter havido desnaturacao reversivel com o tempo, o que pode

acontecer com algumas enzimas, como por exemplo, a peroxidase.
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APENDICE 1

Neste Apéndice 1 tém-se os resultados dos ensaios preliminares, que
consistiram na obtengdo da curva padrao do método de dosagem de proteina por
BRADFORD (1976) e a obtencao de coeficientes de absorcao para a determinagao das
concentracoes de proteinas por absorbancia a 280 nm, além das curvas padrao
necessarias para as determinacbes de atividade das enzimas. Estes ensaios foram
realizados no minimo em duplicata, sendo que para as curvas de absor¢ao das enzimas
celulase e lipase e para a curva padrdo de agucar para a celulase os pontos foram

obtidos em quadruplicata.

A1.1. Determinacao da concentracao de proteina
A1.1.1. Método de Bradford

Para a determinagdo da concentracdo de proteina através do método de
BRADFORD (1976) incubou-se 100 pyL de amostra com 1000 uL de reagente de
BRADFORD, a base do corante Coomassie blue BG-250 (Figura A1.1) por 5 min a
temperatura ambiente. Apds o tempo reacional, a absorbancia da mistura foi
determinada a 595 nm e correlacionada com uma curva padrao obtida utilizando-se
albumina de soro bovino como padrdo que correlaciona valores de absorbancia ao
conteudo protéico total (Figura A1.2). Este método é baseado em uma mudanga do
comprimento de onda de maxima absor¢éao de cor (de 465 para 595 nm) decorrente da
interacdo entre o corante BG-250 e macromoléculas de proteinas que contém

aminodacidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas.
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SOy Na*

Figura A1.1: Estrutura do corante Coomassie blue BG-250 (CASTRO, 2006).
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Figura A1.2: Curva padrao para dosagem de proteinas segundo BRADFORD (1976)

usando solucao de BSA em agua como referéncia.
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A1.1.2. Método de Azsonm

Para a determinacdo da concentragcdo de proteina através da medida de
absorbancia a 280 nm foram previamente obtidas as curvas padrdo para a
determinacdo dos coeficientes de absorcdo especifico para as enzimas estudadas
(Figuras A1.3 - A1.7) que correlaciona a concentragdo de cada enzima com os valores
de absorbancia a 280 nm. Embora os ensaios de atividade, estabilidade e precipitagao
posteriores tenham sido realizados em diferentes temperaturas, as medidas da
concentracdo bem como as curvas padrdo para a determinacdo dos coeficientes de

absorcao das enzimas foram realizadas a 25,0°C.
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1,50 1 R2 = 0,9998

1,00 1
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0,00 T T ]
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Figura A1.3: Curva de absorg¢do a 280 nm de solugédo de a-amilase em tampéo fosfato

de sadio 20,0 mmol/L com 6,7 mmol/L de cloreto de sddio pH 6,90.
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Figura A1.4: Curva de absor¢cao a 280 nm de solucao de lisozima em tampao fosfato de

potassio 66,0 mmol/L pH 6,24.
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Figura A1.5: Curva de absorcao a 280 nm da solugéao de celulase em tampao citrato 50

mmol/L pH 4,80.
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Figura A1.6: Curva de absorcao a 280 nm da solucao de peroxidase em tampao fosfato

de potassio 100 mmol/L pH 6,0.
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Figura A1.7: Curva de absorcao a 280 nm da solucéo de lipase em tampao fosfato de
s6dio 100 mmol/L pH 7,0.
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A1.2. Curvas padrao para determinacao de acucar e de acido oléico

Para a determinagdo da concentragcdo de acUcares liberados durante as
reacoes de hidrolise pelas enzimas a-amilase e celulase, foram obtidas curvas padrao
que relacionam a concentragdo de acucar com a absorbancia a 540 nm. A diferenca
entre o coeficiente angular dessas curvas (Figuras A1.8 e A1.9) deve-se ao uso de
reagentes DNS formulados a partir de diferentes métodos: SUMNER (1921) e MILLER
(1959), respectivamente.

Para a determinagdo da concentragdo de acido oléico liberado pela lipase foi
obtida uma curva padrdo que relaciona o volume de solugcdo de KOH 50 mmol/L

necessario para neutralizar o acido oléico produzido no ensaio (Figura A1.10).
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Figura A1.8: Curva padrao de acucar redutor em termos de glicose para ensaios de

atividade de a-amilase, conforme método de SUMNER (1921)
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Figura A1.9: Curva padrao de acgucar redutor em termos de glicose para ensaios de
atividade de celulase, conforme método de MILLER (1959).
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Figura A1.10: Curva padréo de concentragdo de acido oléico relacionada com o volume
de solugdo de KOH 50 mmol/L necessaria para sua neutralizagao.
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Verificacao da influéncia dos sais carbamato de amoénio e sulfato de aménio na

determinacao da concentracao de a-amilase

Neste apéndice 2 tém-se os resultados dos ensaios preliminares de verificagcao
da influéncia do sal volatil carbamato de amdnio e do sal convencional sulfato de
amoénio na determinagdo da concentracdo de a-amilase através de medidas de

absorbancia a 280 nm.

Foram feitas analises dos efeitos dos sais sulfato de aménio e carbamato de
aménio nas medidas de absorbancia a 280 nm para determinacao da concentracao da
enzima a-amilase, de forma que se pudesse corrigir os valores de absorbancia
encontrados para as solugdes a diferentes concentracdes de sal volatil, utilizando-se
sempre como “branco” a solugdo na qual as amostras protéicas se encontravam
originalmente em solugdo (tampéao fosfato de s6dio 20,0 mmol/L com 6,7 mmol/L de
cloreto de sédio pH 6,90). Embora seja bem documentado que sais s6 apresentam
influéncia no coeficiente de absorcdo de proteinas a concentragdes extremas,
usualmente acima de 30%, optou-se por realizar tais estudos devido ao fato do sal
volatil ser um agente de “salting-out” e, portanto, passivel de interagir ou mesmo
modificar a estrutura tridimensional de proteinas, o que poderia acarretar em uma
modificagdo do coeficiente de absorgdo. Para o sulfato de amoénio, pode-se observar
uma grande influéncia deste sal nas medidas de absorbancia para concentragdes
salinas acima de 2,0 molal (Figura A2.1). A partir destes resultados, decidiu-se realizar
um estudo mais detalhado desta influéncia, varrendo-se as concentracdes de sal entre
0,0 e 2,0 molal para diferentes concentragdes da enzima. Para cada concentragdo de
sal foi obtida uma equacdo de reta da concentragdo de enzima em fungdo da
absorbancia (Tabela A2.1). Através destes dados, pode-se tracar uma linha de
tendéncia para a variacdo do coeficiente de absorcdo linear a 280 nm com a
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0,45 1
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Absorbancia
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0,30 A
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Figura A2.1: Curva de absorbancia a 280 nm em fungéo da concentragcao de sal sulfato

de amoénio. Concentragao de a-amilase = 0,04 mg/mL.

Tabela A2.1: Efeito do sal sulfato de amdnio nos parametros das curvas padrdo de o-

amilase.
Concer(lltTrlgti:/T_c)) de sal a (cm®mg™) R2
0,00 6,1125 1,0000
0,25 6,1312 0,9999
0,50 6,2383 0,9998
0,75 6,3171 0,9999
1,00 6,2893 0,9998
1,25 6,3251 0,9998
1,50 6,3938 0,9997
1,75 6,4893 0,9994
2,00 6,6050 0,9994

a — coeficiente angular da reta que relaciona a concentracdo de enzima com a absorbancia a
280 nm.
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concentracao de sal valida para concentracdes de sulfato de amoénio de 0,0 a 2,0 molal
e para trés diferentes concentragdes de enzima na faixa entre 0,04 a 0,33 mg/mL. Este
conjunto de dados aponta para um comportamento quase linear do coeficiente de

absorcdo em relagdo a concentragdo molar de sulfato de aménio (Figura A2.2).
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Figura A2.2: Influéncia da concentragcdo de sulfato de amoénio no coeficiente de
absorcdo a 280 nm para solugdes de a-amilase de concentracdo 0,04 mg/mL em

tampao fosfato de sédio a pH 6,9..

Apds o estudo da influéncia do sal convencional sulfato de aménio sobre a
determinagédo da concentragdo enzimatica, também foi feita a mesma andlise para o sal
volatil carbamato de aménio entre as concentracbes de 0,0 a 7,0 molal para a
concentracdo enzimdtica de a-amilase de 0,04 mg/mL. Pode-se observar na Figura
A2.3 uma grande influéncia deste sal nas medidas de absorbancia a 280 nm para a
enzima a-amilase para todas as concentracdes de sal estudadas, sendo que, para o
gréfico a, o aumento de absorbancia se deu mais significativamente para concentracoes
acima de 2,0 molal tendo seu valor maximo na concentracdo de 6,0 molal, que

corresponde a um aumento de cerca de 60% no valor da absorbancia. Assim, optou-se
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Figura A2.3: Absorbéancia a 280 nm de solugdes de a-amilase 0,04 mg de proteina/mL

em fungdo da concentracao de carbamato de amoénio.
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por analisar a influéncia de concentragées menores deste sal na absorbancia devido a
possibilidade de diluicdo das amostras (durante os ensaios) antes das mesmas terem
suas absorbancias medidas. Porém, de forma similar, os valores de absorbancia sdo
bastante elevados para concentragbes de sal até 2,0 molal e 0,25 molal chegando a
valores até 35% e 25% maiores que o valor sem sal, respectivamente (graficos b e ¢).

Portanto, devido a grande influéncia deste sal na determinacdo da
concentracao de a-amilase por medidas de absorbancia, optou-se por fazer a remogao
do sal através de liofilizagdo para o caso do sal volatil e com uso de colunas de filtracao
em gel para os experimentos com sais convencionais e alguns experimentos com sal

volatil.
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Determinacao das faixas de variaveis-respostas na determinacao de atividades

enzimaticas

A determinacdo dos valores das varidveis respostas que limitam a faixa
confiavel na qual a atividade especifica apresenta valores constantes foi feita para cada
uma das enzimas estudadas. Estas varidveis respostas foram as determinacdes de:
valores de absorbancia relacionadas com a formacao de produto, as taxas de consumo
de substrato ou formagdo de produto ou o volume de reagente necessario para

neutralizar um produto formado por uma enzima especifica.

A3.1. a-Amilase

Para a obtencdo da variavel resposta ‘absorbancia a 540 nm’ que esta
relacionada com a quantidade de acucar produzida pela enzima através da curva
padrao de DNS, determinou-se a atividade especifica da o-amilase (U/mg) que,
independente da concentragdo da proteina, deve possuir valor constante. Os ensaios
foram realizados em duplicata com alguns pontos em quadruplicata. A estimativa do
erro experimental médio foi de 57,3 calculado conforme Equacéo A4.5 do Apéndice 4.
Através da analise da curva de atividade em funcéo da diluicdo de solugéo protéica de
concentracao 4,0 mg/mL (Figura A3.1) observou-se que a atividade especifica da o-
amilase se torna praticamente constante a 781,1 U/mg (média de 2 ensaios realizados
em duplicata e em dias diferentes), com um desvio padrao de 7,7%, na faixa de diluicdo
entre 3000 e 6000, correspondentes a absorbancia a 540nm de 0,27 e 0,10,
respectivamente. Desta maneira, a concentracdo de o-amilase escolhida para os
ensaios de atividade deste trabalho foi de 0,01 mg/mL, correspondente a diluicao de
4000 vezes da solugao estoque.
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Figura A3.1: Atividade especifica da a-amilase em tampao fosfato de s6dio 20 mmol/L
pH 6,9 a 20°C em funcédo da diluicdo da solucéo estoque de 4,00 mg de proteina/mL.

A3.2. Lisozima

Para a lisozima, determinou-se como variavel resposta a ‘variacdo da
absorbancia a 450 nm em 5 min’ para diferentes valores de concentragdo da enzima.
Esta variavel resposta reflete a taxa de reacdo de degradacao do substrato Micrococcus
lysodeitikus cujo valor € usado para o célculo de atividade especifica da lisozima (U/mg)
a partir da Equacao 3.2. Os ensaios foram realizados em duplicata e a estimativa do
erro experimental médio foi de 835 calculado conforme Equacao A4.5 do Apéndice 4.
Os valores de atividade especifica se tornam praticamente constantes (Figura A3.2) a
partir de aproximadamente 20000 U/mg (média de 2 ensaios realizados em duplicata e
em dias diferentes), para a faixa de inclinagdo que vai de 0,02 a 0,16 unidades de
adsorcao a 450 nm por minuto, correspondente a concentragdo de enzima entre 0,02 a
0,08 mg/mL. Desta maneira, a concentracao de lisozima escolhida para os ensaios de
atividade deste trabalho, foi de 0,05 mg/mL.
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Figura A3.2: Determinagéo da variavel resposta taxa de consumo de substrato dada em
termos de (AA4s0/At) € sua relacdo com a atividade especifica da lisozima em tampéao

fosfato de potassio 60 mmol/L pH 6,24 a 25°C.

A3.3. Celulase

Para a celulase, a variavel resposta utilizada foi a ‘absorbancia a 540 nm’ que
esta relacionada com a quantidade de acucar formado a partir da hidrélise da celulose.
Conforme o método de GHOSE (1987), a atividade da enzima (em unidade FPU/mL) &
o valor da concentracédo de celulase que libera 2 mg de glicose através do consumo da
celulose, dividida pela constante 0,37, determinada com base no Sistema Internacional
de Medidas (S.l.). Para a determinacao da concentracao de celulase responsavel pela
producao dessa quantidade de agucar redutor, construiu-se um gréafico de concentracao
de glicose liberada em funcéo do logaritmo da concentragdo de enzima (Figura A3.3).
Devido a dificuldade de determinagcdo de um Unico valor para a concentracao de
celulase que libera exatamente 2,0 mg de glicose por 0,5 mL de enzima, determina-se
no minimo, dois valores de concentracdo enzimatica correspondentes a formagao de

um valor acima e outro valor abaixo da concentragéo de glicose de 2,0 mg/ 0,5 mL.
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Na Figura A3.3 tém-se seis pontos, cada um correspondente a uma
concentracao diferente de celulase, dos quais um deles esta acima e cinco estao abaixo
da concentracao de glicose a ser alcangada para realizagdo dos calculos. Os ensaios
foram realizados em duplicata e a estimativa do erro experimental médio foi de 0,14
calculado conforme Equacao A4.5 do Apéndice 4. Através da Equacao 3.3, determinou-
se a concentragdo de enzima de 0,0047 mg/mL, correspondente a liberagéo de 2,0 mg/
0,5 mL que corresponde a atividade de 78,61 FPU/mL. Essa concentracdo de enzima
corresponde ao fator de diluicao proximo de 200 vezes (média de 2 ensaios realizados
em duplicata e em dias diferentes). Através dessa informacao, pode-se padronizar o
ensaio de atividade da celulase, fazendo-se as diluicées de 150 e 300 vezes da solugao
enzimatica estoque para determinagdo da reta utilizada para o calculo de atividade.
Para as diluicbes de 150 e 300, o valor da variavel-resposta absorbancia a 540 nm deve
estar entre 0,3 e 0,6.
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0,00 1 1 1 1 1 (]

-1.00 - y = 0,4397x - 3,2067
R® = 0,9635
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Figura A3.3: Relacado entre a concentragdo de glicose liberada pela celulase e a

concentracao protéica da preparacao de celulase utilizada no ensaio.
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A3.4. Peroxidase

A variavel resposta utilizada para a peroxidase foi a diferenca entre os valores
de ‘absorbancias a 420 nm’ medidas entre o tempo inicial e ap6s 20 s de reagdo. As
diferengas entre esses valores encontrou-se na faixa entre 0,05 e 0,20 ( Figura A3.4).
Conforme proposto por CHANCE e MAEHLY (1955), essa faixa deve encontrar-se no
intervalo entre 0,16 e 0,28. A inclinacdo de aproximadamente 0,20 era equivalente as
concentracdes de enzima de 0,020 e 0,028 mg/mL. Nesse trabalho, deu-se preferéncia
em utilizar-se a concentracdo de 0,020 mg/mL, que esta no intervalo entre 0,005 e
0,030 mg/mL, no qual a atividade especifica se mantém relativamente constante. Nos
ensaios de atividade realizados, o valor de atividade calculado para a concentracdo de
enzima de 0,020 mg/mL foi em média 24,11 U/mg. Os ensaios foram realizados em
duplicata com alguns pontos em quadruplicata. A estimativa do erro experimental médio

foi de 2,0 calculado conforme Equacdo A4.5 do Apéndice 4.
30,0 - %
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Figura A3.4: Atividade especifica da enzima peroxidase em funcao da diferenca de

absorbéancia (AA 420nm) entre o tempo inicial e o tempo de 20 s.
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A3.5. Lipase

Para a lipase, a variavel resposta utilizada no ensaio de atividade da enzima foi
o ‘volume de KOH 50 mmol/L’ necessario para neutralizacdo do acido oléico que é
produto da reagdo enzimatica catalisada pela mesma. Para isto, procedeu-se a
determinagcao dos volumes de solugcao de KOH utilizados para titular o meio reacional
em fungdo da concentracdo enzimatica. A seguir, calculou-se a atividade enziméatica
para estes valores de concentracao de enzima (Figura A3.5). A atividade especifica da
lipase se torna relativamente constante a aproximamente 56622,0 U/mg na faixa de
diluicao entre 4.000 e 10.000 (média de 2 ensaios realizados em duplicata e em dias
diferentes), com um desvio padrdo de aproximadamente 4,0% e a estimativa do erro
experimental médio de 4795 foi calculado conforme Equacdo A4.5 do Apéndice 4..
Estas diluicbes correspondem as concentragdes enzimaticas de 0,0048 e 0,0019
mg/mL e aos volumes de solugdo de KOH de 11,35 e 8,15mL, respectivamente. Desta
maneira, a concentracdo de lipase escolhida para os ensaios de atividade deste
trabalho foi de 0,0038 mg/mL, correspondente a diluicdo de 5000.
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Figura A3.5: Determinagéo da atividade especifica da lipase em tampéao fosfato de
s6dio 100 mmol/L pH 7,0 a 37°C em funcéao da diluicao da solucao estoque de 19,00
mg de proteina/mL.
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Neste apéndice 4 faz-se uma breve explanagdo sobre o teste estatistico

utilizado na analise dos resultados e sobre a estimativa do erro experimental médio.

Teste-t de Student para comparacao entre amostras

O teste-t de Student é um recurso estatistico cujo propoésito é verificar a
diferenca ou igualdade entre duas médias de dois conjuntos de resultados, supondo
normalidade das observacdes. Este teste € usado para amostras pequenas e 0 nimero
30 é freqlientemente usado com limitador de tamanho da amostra (VOGEL, 1989).

Para a aplicagao desse teste, verifica-se se as variancias dos dois grupos
podem ser iguais ou diferentes, havendo alternativas de teste para as duas situagdes
(Figura A4.1).

Distribuicao
normal?

amostra de
tamanho
grande?

variancia
populacional
conhecida?

Figura A4.1: Algoritmo de realizagao do teste estatistico. z: teste de distribuicao normal
t: teste t de Student.
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Nesse trabalho, comparamos as médias de duas distribuicbes normais,
supondo que se trata de populacdes com médias possivelmente diferentes (amostras
de proteinas sem e com sal em sua composicao). Ha interesse em verificar se o contato
com o sal contribuiu para a desnaturagao da proteina, ou seja, se a média de atividade
depois do tratamento é menor do que a média de atividade antes do tratamento. Para
isso, as variaveis diretamente relacionadas a estabilidade foram comparadas pelo teste-
t independente, que é muito valioso quando a diferenga sistematica entre duas
amostras é causada por um unico fator (NETO et al., 2002). Para esse caso, existe uma
pressuposicao basica para garantir que o teste de t seja exato. Essa pressuposicao
refere-se & homocedasticia das variancias populacionais, ou seja, 0¢% = 0,° (SILVA e
FERREIRA, 2003). Para isso, aplica-se o teste F (Teste de Hartley) antes de usar o
teste t (VOGEL, 1989). O valor de F é dado por:

_smax®

F 2
smin

(A4.1)

em que s é o desvio padrao.

Se o valor de F calculado for menor que o valor tabelado, as variancias
populacionais sao iguais. Apds essa etapa, estima-se o desvio padrao agrupado, que é
determinado pelos desvios padroes das duas amostras pela expressao:

2 2
sp= \/(n1 _1)'31 +(n2 _1)'32 (A42)
n+n,—-2

em que n, e n, sdo as quantidades analisadas de cada amostra e s, e s, sdo 0s

desvios padrdes das duas amostras, estimados por:

S,-=\/ L Dy, -y (A4.3)

n,—-1%5

em que n; € o numero de repeti¢des realizadas, y; o valor medido da amostra | e} a

média amostral dos n, valores.
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Em seguida, o valor de t € determinado pela férmula:

Y1 _Yz

sp-y1/n,+1/n,

(A4.4)

em que Xx,e X,sa0 as médias amostrais.

O valor de t encontrado é relacionado a um conjunto de tabelas de valores nas
quais se expressa a probabilidade do valor estar dentro de certos limites em funcéo dos
graus de liberdade e do nivel de significancia definido por p < 0,05 para um intervalo de
confiangca de 95%. A diferenca é estatisticamente significativa quando o valor de t
calculado esta acima do valor de t critico tabelado (PRESS et al, 1986).

Para o calculo do erro experimental médio de cada série de experimentos foi
utilizada a Equacao (A4.5) que combina a variancia de cada uma das repeti¢cdes para
gerar uma estimativa com um namero maior de graus de liberdade (NETO et al, 2002).
Para uma repeticdo de n vezes, o numero de graus de liberdade da variancia era

v =n-1 e a estimativa do erro experimental foi dada por:

(A4.5)
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