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RESUMO

Este trabalho esta inserido em um projeto globa que visa a producéo de um
hidrolisado de proteinas do soro de queijo com composicdo controlada. O processo
prevé acdo sequencial de tripsina, quimotripsina e carboxipeptidase A (CPA), remogéo
de fenilalanina (Phe) e demais aminoacidos arométicos liberados apos agdo da CPA e
hidrélise final com Alcalase®, para obtencdo de di e tripeptideos. A mistura de pequenos
peptideos resultante possui propriedades melhores do que as de uma mistura de
aminoacidos livres. A remocdo da Phe e demais aminoécidos hidrofobicos desses
hidrolisados viabiliza sua utilizacéo por pacientes portadores de fenilcetondria, além de
proporcionar sabor mais agradavel ao produto final, pois estes tém sabor amargo. O uso
de enzimas em processos industriais requer, contudo, a imobilizacéo e a estabilizacéo
destas. Neste trabalho foram enfocadas as duas primeiras etapas de hidrdlise visando
cumprimento dos seguintes objetivos gerais: preparacéo de derivados de tripsina (sobre
sepabeads, quitosana e agarose) e quimotripsina (apenas sobre agarose), estudo da
hidrolise sequiencial das proteinas do soro com tripsina e quimotripsina imobilizadas
sobre gel glioxil-agarose e investigacdo da cinética da hidrélise dessas proteinas com
quimotripsina imobilizada sobre agarose.

Derivados tripsina-sepabeads foram preparados usando-se resina modificada
apenas com acido iminodiacético (IDA) ou modificada com IDA e posteriormente
reagida com cobre. Foram obtidos rendimentos de imobilizagcdo de aproximadamerte
100% e completa recuperacdo da enzima nos suportes utilizados, com fatores de
estabilizacdo em relacdo a enzima solUvel variando de 90 (derivados Sepabeads-1DA-
Cu?*) a 138 vezes (derivados Sepabeads-IDA), a 55°C. Estudo do desempenho do
derivado tripsina-(Sepabeads-IDA) no fracionamento da caseina mostrou sua maior
eficiéncia frente ao derivado tripsina-glioxil-agarose.

Derivados estabilizados tripsina-quitosana foram preparados sobre matrizes
coaguladas em solucdo de NaOH (0,1 ou 1N) e ativadas com glutaraldeido (pH 7 ou 10)
ou glicidol. Para todos os derivados tripsina-quitosana ativados com glutaraldeido
obteve-se 100% de rendimento de imobilizacdo, enquanto que o acancado pelo
derivado cuja matriz foi ativada com glicidol foi de apenas 60%. Recuperacdo da
enzima nos géis de 100% foi obtida para todos os suportes estudados até carga de
20mgEnz./gGel. Derivados preparados sobre matrizes ativadas a pH 7,
independentemente da concentragdo da solugdo coagulante (NaOH 0,1 ou 1N),
resultaram em 100% de rendimento e total recuperacdo da enzima no gel até carga
enzimatica de 40mgEnz./gGel. Fatores de estabilizacdo em torno de 460 vezes foram
obtidos para derivados tripsina-quitosana-glutaraldeido em relacdo a enzima sollvel, a
40°C. A 70°C, o derivado tripsina-quitosana-glioxil mostrou-se aproximadamente 13
vezes mais estavel que derivados tripsina-quitosana-glutaraldeido. Temperatura de 50°C
e pH 9 foram condi¢bes nas quais derivados tripsina-quitosana apresentaram maior
atividade de hidrélise (para a enzima soltvel 40°C e também pH 9). O melhor derivado
tripsina-quitosana preparado (coagulagdo em NaOH O,1N e ativagdo a pH 7) mostrou
desempenho similar ao da enzima solUvel na hidrdlise das proteinas do soro (grau de
hidrdlise (GH) de 12%).

Derivados de tripsna e quimotripsina sobre gel glioxil-agarose foram
preparados utilizando-se protocolo disponivel na literatura (agarose ativada com glicidol
e oxidada com NalO4 para obtencdo de 75mmoles de aldeido/mL de gel, a 25°C e pH
10,05). Os fatores de estabilizagdo agui obtidos para tripsina (3920 vezes) e
quimotripsina (14535 vezes) estdo em concordancia com resultados ja publicados. Estes



altos indices de estabilizagdo se devem a formacdo de ligagdes multipontuais entre as
enzimas e 0 suporte, 0 que pdde ser confirmado pelos resultados obtidos através de
hidrdlises écidas das enzimas solUveis e derivados estabilizados. Esses experimentos
mostraram que 64,76% e 72,15% do total de lisnas presentes na tripsina e na
quimotripsina, respectivamente, estavam envolvidas nas multiligagdes enzima-suporte.
Em conseqgiiéncia disso, os derivados de tripsina e quimotripsina expressaram maxima
atividade de hidrdlise dos substratos sintéticos em temperaturas e pHs mais elevados
que os observados para as enzimas sollveis (85°C e pH 11 para tripsina e 70°C e pH
10,5 para quimotripsina).

Estudo da hidrélise sequiencial das proteinas do soro foi realizado variando-se
o0 grau de hidrélise com tripsna de 0 a 12% e submetendo-se em seguida estes
hidrolisados a acdo sequiencial de quimotripsina e CPA, empregando-se nessas duas
Ultimas etapas tempo reacional prolongado e alta concentracdo enzimatica. Os
resultados obtidos mostraram que conversdo em Phe proxima de 100% foi obtida
quando as proteinas do soro foram diretamente hidrolisadas pela quimotripsina,
atingindo-se grau de hidrélise de 12,4% com esta protease (concentracdo enzimética de
3,05mgEnz./mL de solucdo - 10 horas) e utilizando-se 200Uy.pye/gProteina nas 10
horas de reacdo com CPA, o que conduziu a formagdo de 15,5% de peptideos com
massa molecular (MM) inferior a 1046Da.

O estudo das velocidades iniciais da hidrélise das proteinas do soro catalisada
pela quimotripsina (derivado com alta carga enzimética — 40mgEnz./gGel) forneceu os

parametros cinéticos aparentes V.28 , K& e K& do modelo de Michaelis-Menten com
inibicdo pelo substrato, representado em termos de ligagdes peptidicas hidrolisaveis por
esta enzima. O fator de efetividade determinado para reagdes na presenca de efeitos
difusionais (ensaios realizados com derivado contendo 40mgEnz./gGel) foi de 0,78 e os
dados experimentais de bateladas de longa duracdo (10 horas) foram perfeitamente
gjustados por um modelo composto onde 0s cinco primeiros minutos de reacdo foram
descritos por uma cinética de primeira ordem (equagéo do tipo V = kN ), uma vez que
neste periodo as proteinas ainda apresentavam elevada massa molecular e o sistema
estava possivelmente sendo controlado pela difusdo externa, e tempos superioresa 5

minutos por uma funcéo de P/N, , ou seja, uma equagdo do tipo V = f(P/N, ). Esta
Ultima abordagem resultou em excelentes gjustes aos dados experimentais para todo o

periodo reacional ensaiado, 0 que € bastante relevante dada a complexidade do sistema
em questéo.



ABSTRACT

This work is part of a global project whose aim is the production of a cheese
whey proteins hydrolysate with controlled composition. The process is composed by
sequential  hydrolysis of the whey proteins using trypsin, chymotrypsin and
carboxipeptidase A (CPA). The phenylalanine (Phe) and the other aromatic amino acids
released after action of CPA may be removed from the product, providing an adequate
source of proteins for phenylketonurics patients and a final product with more pleasant
flavor. After its separation, a final step of hydrolysis using the nonspecific protease
Alcalase® produces a mixture of small peptides with better properties than a mixture of
free amino acids. However, the use of enzymes in industria processes requests its
immobilization and stabilization. We have studied in this work the first two hydrolysis
stages aiming to reach the following general objectives. to prepare derivatives of trypsin
(on sepabeads, chitosan and agarose) and chymotrypsin (just on agarose), to study the
sequential hydrolysis of the cheese whey proteins with trypsin and chymotrypsin
immobilized on glyoxyl-agarose gel and to investigate the kinetic of the hydrolysis of
these proteins with immobilized chymotrypsin.

Trypsin-sepabeads derivatives were prepared on resins modified with
iminodiacetic acid (IDA) or modified with IDA and copper. Yield of immobilization of
approximately 100% and complete recovery of the enzyme on supports were obtained.
Factors of stabilization in relation to the soluble enzyme from 90 times (Sepabeads-
IDA-CU?") to 138 times (Sepabeads-IDA), at 55°C, were reached and the trypsin
(Sepabeads-1DA) derivative showed to be more efficient in the casein hydrolysis than
the trypsin-glyoxyl-agarose one.

Trypsin-chitosan derivatives were prepared on coagulated matrices in NaOH
solution (0.1 or 1N) and activated with glutaraldehyde (pH 7 or 10) or glycydol.
Chitosan derivatives whose matrices were activated with glutaraldehyde reached 100%
of yield of immobilization, while the ones activated with glycydol reached just 60%. In
all the studied cases it was possible to recover completelly the enzyme on supports until
the enzymatic load of 20mgEnz./gGel. Derivatives prepared on coagulated matrices in
NaOH 0.1 or 1N and activated at pH 7 resulted in 100% of yield of immobilization and
complete recovery of the enzyme on gel until the enzymatic load of 40mgEnz./gGel. At
40°C, the glutaral dehyde-chitosan derivatives were approximately 460 times more stable
than the soluble enzyme; a 70°C, the glyoxyl-chitosan derivative showed to be
approximately 13 times more stable than the glutaraldehyde-chitosan derivative. The
trypsin-chitosan derivatives presented the highest hydrolysis activity at 50°C and pH 9
(40°C and pH 9 for the soluble enzyme). The best trypsin-chitosan derivative
(coagulated in NaOH 0.1M and activated at pH 7) showed similar performance to the
soluble enzyme in the hydrolysis of the cheese whey proteins (hydrolysis degree (DH)
of 12%).

Trypsin and chymotrypsin derivatives immobilized on glyoxyl-agarose gel
were prepared following a protocol available in the literature (agarose activated with
glycydol and oxidized with NalO4 to obtain 75pumoles of aldehyde/mL of gel, at 25°C
and pH 10.05). The factors of stabilization obtained for trypsin (3920 times) and
chymotrypsin (14535 times) are according with results already published and were
confirmed through acid hydrolysis of the soluble enzymes and stabilized derivatives.
These experiments showed that 64.76% and 72.15% of the lysines present in the trypsin
and chymotrypsin, respectively, were involved in the enzyme-support attachment. In
consequence of this stabilization, the derivatives showed maximum hydrolysis activity



of synthetic substrates in temperatures and pH higher than the obtained for the soluble
enzymes (trypsin - 85C and pH 11; chymotrypsin - 70°C and pH 10.5).

Hydrolysis of the cheese whey proteins assays using trypsin were devel oped
varing the DH from 0 to 12%. After that, the obtained mixtures were hydrolysates with
chymotrypsin and carboxipeptidase A, sequentialy, using long times and high enzymes
concentrations. The results showed that removal of Phe of approximately 100% was
obtained in the following conditions: DHyypsn Of 0%, DHchymotrypsin Of 12.4%
(3.05mgEnz./mL of solution - 10 hours) and 10 hours of reaction with CPA (200Uy4-
pue/gProtein), producing 15.5% of peptides with molecular mass (MM) lower than
1046Da

The kinetic of the hydrolysis of the whey proteins was studied and the
apparent kinetic parameters of the Michaglis-Menten model taking into account

competitive inhibition by the substrate (VobR, K2PPand Kgpp) were calculated by
initial rates method using a derivative with high enzymatic load - 40mgEnz./gGel. In
this work, the substrate concentration was defined in terms of peptides bonds that could
be cleaved by chymotrypsin. The effectiveness factor found for reactions developed in
presence of difusional effects was 0.78. The long-term assays (10 hours) were perfectly
fitted by a model where the first five minutes were described by the first order kinetic
(V=KN) and times higher than five minutes were represented by afunction of P/N,
(V=F(P/No)).
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Figura 4.21: Influéncia da temperatura na determinacdo da maior atividade de
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Figura 4.32: Ajuste do modelo de Michaglis-Menten com inibicdo pelo substrato
aos dados experimentais de velocidade inicia de hidrélise de ligacBes peptidicas
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Figura 4.42: Determinacdo do valor n (Eq. 4.17) através dos coeficientes angulares
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Figura 4.43. (A) Ajuste do modelo matemético representado pela Eq. 4.20, para
tempos reacionais superiores a 5 minutos, aos dados experimentais nas quatro
bateladas de longa duragdo e (B) guste aos dados expressos em termos de
conversio. (0) No = 6,86 mmol Lig./Lrexor; (N) No = 20,85 mmol Lig./Lreor; (?) No
= 51,48 mmol Lig./Lreator € (3%) No = 85,8 MMOI LiQ./Lreator-«eeseeereeseemrreesiuresreesieesneens

Figura 4.44: (A) Ajuste do modelo matematico representado pelas Egs. 4.20 e 4.21
aos dados experimentais nas quatro bateladas de longa duracéo e (B) guste aos
dados expressos em termos de conversio. (0) No = 6,86 mmol Lig./Lretor; (N) No =
20,85 mmol Lig./Lreator; (?) No = 51,48 mmol Lig./Lieator € (%) No = 85,8 mmol
ng/ L @aEOT v v eeereteessesessrrerrresessse s bbb a e e e eaeses s bbb e s e e e s e e e s s bbb b aeeEeseee s e abbrbaErreeeeeea bbb rrereraeeaas

ANEXOSI E I

Figura Al-1: Fracionamento do soro de queijo apds ser submetido a diferentes
graus de hidrélise com a endopeptidase tripsina. Cromatografia de exclusdo por

Figura Al-2: Fracionamento dos hidrolisados obtidos ap0s acdo sequencial de
tripsina e quimotripsina: (A) GHT de 2% e GHQ de 8,22%; (B) GHT de 4% e GHQ
de 7,91%; (C) GHT de 6% e GHQ de 6,78%; (D) GHT de 8% e GHQ de 5,22%; (E)
GHT de 10% e GHQ de 4,04% e (F) GHT de 12% e GHQ de 3,99%. Cromatografia
de exclus80 POr tamaNNO...........ccueiiiii e

Figura Al1-3: Fracionamento dos hidrolisados obtidos apds acdo sequencial de
tripsina, quimotripsina e carboxipeptidase A: (A) GHT de 2%, GHQ de 8,22% e
7hCPA; (B) GHT de 4%, GHQ de 7,91% e 7hCPA; (C) GHT de 6%, GHQ de
6,78% e 7hCPA; (D) GHT de 8%, GHQ de 5,22% e 7hCPA; (E) GHT de 10%,
GHQ de 4,04% e 7ThCPA e (F) GHT de 12%, GHQ de 3,99% e 7hCPA.
Cromatografia de exclusdo por tamanho (SEHPLC)........cccoviiiienineneeceen,

Figura A2-1: Comparacdo do conteldo liberado de Phe nos experimentos com
mesmos graus de hidrélise iniciais com tripsina (2, 4, 6, 8, 10 e 12%) e diferentes
tempos (7 e 10 horas) e concentracbes de enzima nas etapas desenvolvidas com
guimotripsina (0,67 e 1,73mgEnz./mL de solucdo) e carboxipeptidase A (50 e
13BUH-PHE/QPIOtEING)........ccueieeeeiirieieieiesie et

161

162

163

184

190

XV



Capitulo I

Introducao



Capitulo I - Introducdo 2

1. INTRODUCAO

O soro de queijo é um subproduto de grande relevancia na industria queijeira,
tendo em vista sua composicdo nutricional (ato teor de lactose e aproximadamente
7,0g/L de proteind) e o elevado volume produzido. Segundo dados da Associacéo
Brasileira de Manufatura de Queijo (Abiq), o Brasil possui 500 industrias produzindo
um total de 516 mil toneladas de queijo por ano, e, consequentemente, 4,7 milhdes de
toneladas de soro, pois com 100 litros de leite sGo produzidos em média 10 quilos de
queijo e aproximadamente 90 litros de soro - Kosikowski, 1979;
http://www.portaldovoluntario.org.br/salalexibe_art.asp?d=5834, matéria publicada em
17/06/2004. Responsavel por quase metade desta producdo, o estado de Minas Gerais
gera aproximadamente dois bilhdes de litros de soro.

Segundo Neves (1993), o0 soro de queijo pode ser analisado sob dois diferentes
aspectos. 1- como agente poluidor, se descartado diretamente nos efluentes, pois a
descarga de soro em cursos d &gua pode provocar a destruicdo da flora e da fauna
devido a sua alta demanda biogquimica de oxigénio (DBO), que varia de 30.000 a 40.000
mg de O, por litro de soro; e 2- como produto nobre, pelo seu teor de proteinas solUveis
(ricas em aminoacidos essenciais), vitaminas do grupo B e elevado teor de lactose e
sas.

O custo do tratamento de efluentes por pequenas e médias empresas (curtumes,
abatedouros, industrias de laticinios, de pescados, de extracdo de 0leos vegetais, dentre
outras), em muitos casos, ndo € assimilavel e a preocupacdo com o controle ambiental
por s SO, muitas vezes, ndo € suficiente para justificar investimentos nesta area -
Resende, 2002.

O vaor nutricional do soro de leite e os elevados recursos financeiros
necessarios ao seu adequado tratamento, caso seja considerado efluente, fazem com que
as técnicas gue viabilizam sua transformacéo em um produto comercialmente valioso se
tornem cada vez mais atraentes; particularmente, em fungdo do expressivo volume
gerado deste residuo. Assim, este subproduto comeca a ser visto como uma fonte
potencia de matéria-prima para as industrias de alimentos, farmacéutica e quimica.

O soro de queijo in natura pode ser utilizado sem ser submetido a nenhuma
espécie de tratamento prévio na suplementacdo alimentar de animais, na irrigacéo do
solo, enriquecimento de pastagens, etc. No entanto, quando destinado a producéo de

bebidas lacteas fermentadas, enriquecimento de sucos de frutas e refrigerantes,
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processos fermentativos, preparacdo de hidrolisados protéicos para fins alimenticios,
dentre outros, este deve passar por algum tratamento preliminar - Gonsalez Siso, 1996.

Inimeras aplicacbes para o0s hidrolisados protéicos sdo amplamente
conhecidas, dentre elas pode-se citar: utilizagdo como complemento nutricional para
atletas, pessoas que ndo conseguem digerir satisfatoriamente proteinas intactas e idosos
(sendo, nestes casos, utilizados concentrados de aminoacidos livres ou de hidrolisados
parciais), como aromatizantes, cosméticos, substrato para cultivo de microrganismos e
etc. A remocdo de aminoacidos hidrofobicos desses preparados protéicos, como por
exemplo a fenilalanina (Phe), apresenta duas vantagens principais. 1- elimina o
inconveniente sabor amargo associado a estes aminoécidos, de grande importancia
quando estes sdo utilizados como complemento nutricional ou na indUstria alimenticia
de modo gerd e 2- sdo de utilizacdo imediata no tratamento de portadores de
fenilcetondria, doenca genética na qual ocorre uma deficiéncia do sistema fenilalanina
hidroxilase hepético, que converte a fenilaanina em tirosina (Tyr), devido a um erro
inato do metabolismo. O mecanismo de danos causados por esta doenca parece estar
relacionado a0 acumulo de metabdlitos toxicos no cérebro, além do ato nivel
plasméatico de fenilalanina gerar competicdo de transporte entre outros aminoécidos
hidrof 6bicos para o cérebro - Oldendorf & Szabo, 1976; Kaufman, 1989.

A grande diferenca entre a producdo de hidrolisados protéicos contendo
peguenos peptideos dagqueles contendo apenas aminoacidos livres esta na necessidade
de se utilizar enzimas para controlar a composicdo do hidrolisado. Porém, ap se
empregar enzimas em processos industriais fazse necessario imobilizé-las e estabiliz&
las, pois s soltveis e em sua grande maioria, frageis operacionalmente, o que requer,
portanto, uso de tecnologia para viabilizar comercialmente seu Uso.

E facilmente justificavel, assim, a mobilizacio de esforcos no sentido de
desenvolver processos que permitam agregar valor a residuos protéicos, transformando-
0s em produtos comercializavels.

O presente trabalho de doutoramento estéd inserido em um amplo projeto de
pesquisa atualmente em fase de conclusdo no DEQ-UFSCar que tem demonstrado ser
de grande interesse da Cooperativa de Laticinios S&o Carlos, integrante da Cooperativa
Paulista de Laticinios. O projeto visa a obtencdo de hidrolisado de proteinas do soro de
queijo com teor reduzido de aminoécidos aromaticos, a partir da hidrélise das proteinas
presentes nesta matéria-prima. Para isso, 0 soro de queijo in natura seria inicialmente

concentrado e, em seguida, submetido a hidrélise sequiencial com quatro diferentes
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proteases. A primeira delas, tripsina (endoprotease especifica para residuos de lisina e
arginina na porcdo carboxilica da ligagcdo), a seguir quimotripsina (endoprotease
especifica para residuos hidrofobicos - fenilalaning, tirosina e triptofano - na porcéo
carboxilica da ligagdo) e a terceira carboxipeptidase A (exoprotease especifica para
residuos hidrofébicos carboxilico-terminais). Assim, a primeira etapa de hidrélise teria
como objetivo promover o desdobramento das moléculas de proteina (que sdo
globulares) e expor os residuos hidrofobicos (dentre eles também os aromaticos) para
acéo posterior da quimotripsina. Na segunda etapa do processo, a quimotripsina
produziria polipeptideos com residuos hidrofobicos (entre eles os arométicos) nas
terminagdes carboxilicas. Na terceira etapa, 0s amino&cidos aromaticos, como a
fenilalanina, seriam preferencialmente removidos das cadeias polipeptidicas pela acdo
da carboxipeptidase A. Apds esta etapa, os aminoacidos livres seriam removidos do
meio reacional por diafiltracdo e os oligopeptideos resultantes submetidos a quarta e
ultima etapa de hidrdlise com Alcalaseo, uma endopeptidase de baixa especificidade.
Nesta etapa, 0 produto final seria obtido, ou sga, um hidrolisado composto por
peguenos peptideos e com baixo teor de aminoécidos arométicos.

E conveniente ressaltar que na producdo de um hidrolisado desta natureza, a
uwilizacdo de enzimas imobilizadas em suportes insoliveis € de fundamental
importancia, pois como os biocatalisadores imobilizados sdo facilmente recuperéveis e
estaveis termicamente, seriam evitados problemas como perda das enzimas ao final do
processo bem como contaminagdo do meio pelo uso de temperaturas mais altas que as
biol6gicas. Essas vantagens apontam na direcdo da utilizacdo de enzimas
imobilizadas/estabilizadas para producéo industrial de hidrolisados protéicos.

A técnica de imobilizacdo multipontual das enzimas de interesse em gel de
agarose vem sendo aperfeicoada h& varios anos pelo grupo do Dr. Guisan (Instituto de
Catdlisis y Petroleoguimica de Madrid - Espanha) e, desde 1993, também no
DEQ/UFSCar com a colaboracdo deste pesquisador. Este mesmo grupo também vem,
mais recentemente, desenvolvendo estudos sobre imobilizagdo de enzimas em suportes
epoxidos (Sepabeads, Eupergit C e outros - Mateo, 2000; Mateo et al., 2002; Pessela et
al., 2003). Estudos sobre imobilizacdo de enzimas sobre quitosana também tém sido
aqui desenvolvidos e este suporte tem se mostrado adequado para esta finalidade -
Manrich et al., 2003; Galvéo & Giordano, 2003.

Este trabalho de doutorado visou, portanto, auxiliar no cumprimento do projeto

multidisciplinar anteriormente exposto, estudando as duas primeiras hidrolises com
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tripsina e quimotripsina imobilizadas e estabilizadas, tendo os seguintes objetivos

especificos:

1)

2)

3)

4)

5)

Obtencdo de derivados estéveis de tripsina em trés diferentes
suportes: sepabeads, quitosana e agarose;

Obtencéo de derivados estaveis de quimotripsina em gel glioxil-
agarose;

Comparacdo do desempenho dos derivados de tripsina preparados
sobre sepabeads, quitosana e agarose e derivados de quimotripsina
preparados sobre gel de agarose com o das correspondentes
enzimas na forma solvel na hidrolise de substratos
macromol ecul ares;

Estudo da hidrdlise seqiiencial das proteinas do soro de queijo com
derivados de tripsina e quimotripsina preparados sobre gel glioxil-
agarose;

Estudo cinético da hidrdlise das proteinas do soro catalisada por
guimotripsina imobilizada em gel de agarose ativado com grupos

glioxil.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste item serdo abordados temas pertinentes a este trabalho, sendo os mais
relevantes: o0 leite; 0o soro de queijo e suas proteinas, enzimas, como tripsina,
quimotripsina e carboxipeptidase A; imobilizacéo e estabilizacdo de enzimas; hidrélise
enzimatica de proteinas e cinética da hidrolise das proteinas do soro catalisada por

quimotripsina.

2.1. O LEITE E SUAS PROTEINAS

O leite € um produto secretado pelas glandulas mamérias dos mamiferos e pode
ser definido como sendo uma emulsdo de coloragdo branca, aroma suave e gosto
ligeiramente adocicado. Este liquido € uma suspensdo de matérias protéicas num soro,
sendo constituido por uma solucéo neutra gque contém, principalmente, lactose, gordura
esaisminerais - Alais, 1985.

E uma relevante fonte de proteinas de origem animal e tem grande importancia
na alimentacdo de animais jovens e adultos de todas as idades. As proteinas |&cteas sdo
de todas as existentes as mais completas e as que possuem todos os elementos
indispensaveis a primeira fase da vida de todos os mamiferos. Sua composi¢céo varia
grandemente em espécies diferentes, principalmente no que diz respeito aos teores de
proteina, gordura e lactose - Sgarbieri, 1996. Na Tabela 2.1 sdo apresentadas proporcoes
relativas dos macrocomponentes do leite de algumas espécies.

As proteinas do leite podem ser classificadas em quatro grupos: caseinas (a s;-
caseinas, b-caseinas, k- caseinas e quantidades variaveis de g-caseinas), proteinas do
soro (a-lactalbumina (16%), b-lactoglobulina (49%), soroalbumina bovina (5%) e

imunoglobulinas (10%)), proteinas de membrana e outras.
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Tabela 2.1: Composicao do leite de vérias espécies (% p/v).

Espécie Agua Proteinas | Gordura | Lactose | Cinzas
Homem 87,6 14 4,0 6,8 0,22
Cabra 84,7 39 5,0 4,2 0,81
Bufala 80,8 5,2 9,2 4,3 0,81
Elefanta 67,8 31 19,6 8,8 0,65
Codha 71,3 11,5 12,9 1,9 2,39
Vaca 87,3 3,3 3,8 49 0,72

Fonte: Tabela modificada de Sgarbieri, 1996.

Além da grande importancia na aimentacdo (boa composi¢céo em aminoécidos
essenciais e elevada digestibilidade) as proteinas do leite encontram inUmeras
aplicacOes industriais em consequiéncia de suas propriedades funcionais (espumantes,
emulsificantes, gelificantes, formacdo de fibras de proteinas e etc). A caseina, por
exemplo, pode ser utilizada na fabricacéo de papel, colas, adesivos, tintas e vernizes, na
industria téxtil e de couro, dentre outras.

A producdo de leite no Brasil evoluiu nos ultimos anos e em 2003 superou a
casa dos 23 bilhdes de litros produzidos. No entanto, este montante ainda é considerado
baixo quando comparado ao dos EUA, gue neste mesmo ano ultrapassou o limite dos 78
bilhdes de litros produzidos - Dados do Ministério da Agricultura, Pecuéria e

Abastecimento, 2003 - http://www.cnpgl.embrapa.br/producao/producao.php.

2.2. O SORO DE QUEIJO

O soro é a porcdo aquosa que se separa do coalho durante o processo
convenciona de fabricagdo de queijo. E um fluido opaco, de coloragdo amarelo-
esverdeada, sabor salgado e, como a maioria dos produtos derivados do leite, perecivel.
Representa de 85 a 95% do volume inicial do leite e retém cerca de 55% dos seus
nutrientes, sendo a lactose (4,5-5% p/v), as proteinas soluveis (0,6-0,8% p/v) os lipidios
(0,4-0,5% plv) e os sais minerais (8-10% de extrato seco) os mais abundantes. Além
desses, também apresenta quantidades aprecidveis de outros compostos, tais como
&cidos laico e citrico, compostos nitrogenados ndo protéicos (uréia e écido Urico),
vitaminas do grupo B, etc - GonsalezSiso, 1996; Ponsano et al., 1992; Richards, 1997.

O tipo de soro produzido nas industrias de laticinios e sua composi¢do

dependem do tipo de queijo fabricado e dos processos tecnol égicos utilizados na sua
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producdo - Marwaha & Kennedy, 1988. Se a remocao da caseina é feita pela adicéo de
&cido (pH 4,6) o soro é derominado soro &cido; se feita pela acdo da enzima renina
temse 0 soro doce, que contém, em geral, maior quantidade de peptideos e aminoécidos
livres resultantes da agdo da renina sobre as caseinas, 0 que o torna substancia de
interesse para a industria alimenticia. A partir dessas classes, variantes como 0 soro
desmineralizado, 0 soro deslactosado, desproteinizado, enriquecido com gordura, dentre
outros, podem ser encontradas.

Segundo Neves (1993), o soro de queijo pode ser analisado sob dois diferentes
aspectos. 1- como agente poluidor, se descartado diretamente nos efluentes, pois a
descarga de soro em cursos d’ agua pode provocar a destruicdo da flora e fauna devido a
sua alta demanda bioquimica de oxigénio (DBO), que varia de 30.000 a 40.000 mg de
O, por litro de soro; e 2- como produto nobre, pelo seu teor de proteinas sollveis (ricas
em aminoacidos essenciais), vitaminas do grupo B e elevado teor de lactose e sais.

No Brasil, 0 consumo de gueijo tem atingido niveis recordes de consumo nos
ultimos anos e continua em ascensdo. Aliada a estes dados esta a necessidade de criar
alternativas para a utilizacdo do soro, pois o tratamento de efluentes dessa natureza é
dispendioso e este subproduto é rico em diversos nutrientes, podendo ser empregado
diretamente ou ter seus componentes utilizados na formulacdo de varios aimentos:
bebidas l4cteas, leites fermentados, mistura em sucos, entre outros. A Tabela 2.2,
ilustrada a seguir, apresenta alguns dados referentes a producéo nacional de queijo e de

SOro.

Tabela 2.2: Producdo nacional anual de queijo, Soro e seus
principais componentes.

Produto Producéo anual em toneladas
Queijo 516.000
Soro de Queijo 4.644.000
Lactose 232.200
Proteinas 41.796
Sais Minerais 27.864
Gordura 13.932

Fonte: http://www.portaldovoluntario.org.br/sala/exibe_art.asp?id=5834,
matéria publicada em 17/06/2004.
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Diante dos dados apresentados na Tabela 2.2, percebe-se que descartar soro
sem um tratamento preliminar eficiente ndo é s um crime previsto por lei, mas
constitui pratica antiecondmica e até mesmo anti-social, ndo s6 devido a caréncia
mundial de aimentos, mas também pelo carater sazonal e inconstante da producdo de
leite - Juliano et al., 1987; Richards, 1997; Santos & Ferreira, 2001.

Diversos métodos podem ser aplicados para o aproveitamento do soro. Dentre
eles, as técnicas de filtragdo com membranas permitem a separacdo de fragbes de
componentes de diversos tamanhos moleculares e cargas quimicas presentes em
alimentos liquidos como leite ou soro. Estas técnicas sdo satisfatoriamente empregadas,
por exemplo, na obtencdo de produtos funcionais como os peptideos bioativos, que sdo
baseados na modificacdo enzimética ou microbioldgica dos componentes |&cteos
tradicionais. A concentracdo das proteinas do soro pode ser eficientemente realizada
utilizando-se a técnica de ultrafiltracdo, onde o soro € separado em duas partes:
permeado e retentado. O permeado € composto basicamente por lactose e o retentado é
formado por aproximadamente 85% de proteina (p/p) e 15% de lactose (p/p), dém de
quantidades vestigiais de minerais e vitaminas - Revista Ciéncia Hoje, Ciéncia em Dia,
matéria publicada em 07/11/2002.

Analisando a situacdo e as tendéncias da industria de laticinios nacional, pode-
se notar o interesse do setor em continuar investindo e expandindo seus negdcios. Este
€, portanto, 0 momento oportuno para analisar o impacto econdmico que a
industrializagéo e a comercializagdo otimizadas do soro e seus derivados podem ter para
a industria. Assim, uma iniciativa inteligente seria centrar esforcos no sentido de
otimizar o uso de soro resultante da fabricacdo de queijos, uma vez que este € um
promissor campo de estudo, importante social, ecoldgica e economicamente - Revista
Food Ingredients, Secdo Pesquisas & Inovacdes, Jan/Fev, 2003.

2.2.1. ASPROTEINAS DO SORO

As proteinas do soro sdo um conjunto heterogéneo de proteinas que representa
aproximadamente 20% do total da proteina lactea, possui varias proteinas muito
diferentes entre si e muitas delas tém funcionalidade fisiol6gica. As duas principais
proteinas do soro, a-lactalbumina e b-lactoglobulina, perfazem aproximadamente 70%

das proteinas totais do soro. Além dessas, também sdo encontradas a soroalbumina,
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imunoglobulinas, proteose-peptonas, lactoferring, transferrina e enzimas, como a
lactoperoxidase - Sgarbieri, 1996.

A importancia funcional, nutricional e a grande diversidade de proteinas
presentes no soro explicam o elevado interesse no estudo da composicéo desta fracéo.
Desse interesse, tem resultado um acentuado desenvolvimento de métodos analiticos
que incluem técnicas para identificagcdo, separacdo e quantificacdo dessas proteinas. Em
relacdo aos métodos de dosagem de proteinas, esses podem ser conduzidos através da
degradac&o dessas espécies por diferentes rotas. No entanto, nem todas sdo aplicaveis de
forma eficaz a produtos alimenticios. O método de Kjeldahl € um dos mais empregados
para determinagcdo de proteinas em produtos l&cteos. Este método foi publicado pela
primeira vez em 1883 por Kjeldahl, continuando, hoje em dia, a ser considerado um
método de referéncia para determinacdo de proteinas e material ndo-protéico (azoto) em
alimentos - Grappin & RibadeauDumas, 1992.

Proteinas do soro sdo brandas quanto ao sabor e, comparadas as caseinas, tém
menos flavour de leite e menor tendéncia a mascarar sabores adicionados a iogurtes e
bebidas lacteas, por exemplo. Melhorias adicionais no sabor resultam quando as
proteinas do soro substituem o amido ou outro emulsificante adicionado a estes
produtos. Com relacdo ao aspecto caldrico, alimentos com alto teor protéico produzem
maior sensacd de saciedade nos consumidores diminuindo, conseguentemente, o
apetite. Tradicionalmente, derivados do soro tém sido utilizados por motivo de reducéo
de custos, mas também se deve levar em conta o real beneficio da adicdo dos derivados
do soro em certos aimentos. enriquecimento do valor nutricional e melhorias na
textura, flavour, viscosidade e propriedades nutracéuticas - Revista Food Ingredients,
Secao Pesquisas & Inovagdes, Jan/Fev, 2003.

As proteinas do soro possuem um dos mais altos indices de valor biolégico em
comparacdo a outras fontes de proteinas, tais como ovos, leite, carne bovina, soja e
caseina. O uso dessas proteinas como ingredientes em alimentos funcionais lacteos e
ndo-1&cteos esta aumentando progressivamente conforme tem aumentado a capacidade
tecnologica das industrias de produzir concentrados de proteinas do soro (CPS),
isolados de proteinas séricas totais ou, mais recentemente, concentrados ricos em
fracOes especificas de proteinas de soro - The US Dairy Export Council, 2000. Essas
proteinas vém sendo usadas em larga escala em paises desenvolvidos. No Brasil, isso
ainda ndo ocorre em razéo da falta de sofisticacéo dos laticinios. Para produzir o queijo,

as fabricas promovem a coagulacdo do leite por intermédio de um tratamento térmico,
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que também tem a funcdo de combater as bactérias. Apds a coagulacdo, obtémse a
caseina e 0 soro. No entanto, esse aquecimento praticamente elimina as propriedades
funcionais das proteinas do soro, situacdo agravada pela adicdo de sal no inicio do
processo. Nos paises desenvolvidos a coagulacdo do leite € feita sem aguecimento e,
deste modo, toda a funcionalidade das propriedades fisiol6gicas das proteinas nativas é
preservada - Jornal da Unicamp, vol. 194, outubro/2002.

Estudos desenvolvidos por pesquisadores da Universidade Estadual de
Campinas (Unicamp) e do Instituto de Tecnologia de Alimentos (Ital) tém demonstrado
que as proteinas do soro do leite bovino melhoram o funcionamento do sistema
imunol égico. Este estudo, apesar de ainda ndo estar completamente concluido, ja obteve
bons resultados em criancas portadoras do virus HIV, as quais foi ministrado um
suplemento protéico feito a partir do soro do leite. Resultados similares também foram
observados através da realizacdo de estudos baseados em dietas que priorizam as
proteinas do soro; comprovouse um forte efeito estimulante do sistema imunoldgico,
especia mente em combinacao com os fosfolipidios do soro; um efeito de diminuicéo do
colesterol LDL e um aumento na producéo de colecistoquinina, substanciaimplicada na

supressdo do apetite - Bounous et al., 1991.

22.1.1. A a-LACTALBUMINA (a-La)

A designacdo a desta proteina deriva do fato de ser a primeira banda do perfil
de ultracentrifugacdo. Sua propriedade mais caracteristica é a tendéncia a formar
associagfes em pHs abaixo de seu ponto isoelétrico. No pH natura do leite (6,6) e
acima dele, a a -lactalbumina aparece como mondmero - Sgarbieri, 1996. Desempenha
papel importante como proteina modificadora da sintese de lactose pelas glandulas
mamarias, sendo, assim, a principal proteina do leite humano.

Duas variantes da a-lactalbumina (A e B) ja foram identificadas, mas somente
a variante B tem sido observada em leites de racas bovinas ocidentais. Esta variante
contém 123 residuos de aminoacidos, massa molecular (MM) de 14.176Da e esta
presente no soro de queijo em concentracdes que variam de 0,6 a 1,7g/L. Esta proteina
apresenta-se na forma esferoidal e tem estrutura globular bastante compacta - Morr &
Ha, 1993.
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22.12.Ab-LACTOGLOBULINA (b-Lg)

A b-lactoglobulina foi a primeira proteina do leite a ser cristalizada e a
designacéo b refere-se a0 fato de aparecer como segunda banda no perfil de
ultracentrifugacdo do soro de leite. Da mesma forma que as caseinas, a b-Lg também
apresenta polimorfismo genético (variantes A, B e C). E congtituida por 162
aminoéacidos, tem massa molecular em torno de 18.000Da e esta presente no soro de
queijo em concentracdes que variam de 2 a4g/L - Morr & Ha, 1993.

NospHs 5,1 e 6,7 ab-Lg se apresenta como um dimero estével, constituido por
duas unidades esféricas. Em pH menor que 3,0 ou maior que 8,0, os dimeros se
dissociam em monémeros. Na faixa de pH entre 5,1 e 3,8 (abaixo do pl) esta proteina
tende a formar octémeros a baixas temperaturas e elevadas concentragdes de proteina -
Sgarbieri, 1996.

2.2.1.3. A SOROALBUM INA BOVINA (BSA)

Esta proteina tem sido isolada na forma cristalina a partir do soro de leite e
parece ser idéntica a proteina encontrada no soro sanguineo. Apresenta um grupo
aulfidrilo (-SH) livre na posicdo 34 (N-terminal) e 17 pontes dissulfeto
intramoleculares. Em pHs baixos ocorrem associacfes intermoleculares que sao
aparertes na eletroforese - Sgarbieri, 1996.

A soroalbumina bovina € constituida por 582 residuos de aminoacidos, tem
massa molecular de aproximadamente 66.000Da e estd presente no soro em
concentragdes que variam de 0,1 a0,4g/L - Morr & Ha, 1993.

2.2.1.4. ASIMUNOGLOBULINAS (Ig)

As imunoglobulinas referemse a uma familia de proteinas de elevado peso
molecular, com propriedades fisicas, quimicas e imunoldgicas semelhantes. Todas as
imunoglobulinas s&0 monémeros ou oligdbmeros de moléculas constituidas por quatro
cadeias polipeptidicas. duas leves (MM 20.000Da) e duas pesadas (MM 50.000-
70.000Da), que estdo ligadas por pontes dissulfeto. A estrutura contém ainda um

nimero variavel de pontes dissulfeto intramolecular. Existem trés classes gerais de
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imunoglobulinas. 1gG (G1 e Gy); IgA e IgM - Sgarbieri, 1996. Esta proteina esta

presente no soro em concentragdes que variam de 0,4 a 1,0g/L - Morr & Ha, 1993.

222.ALACTOSE

Os glicidios ou agUcares do leite sdo essencialmente constituidos por lactose,
cujo teor médio é de 4,5 a 5,0g/L. Esta inteiramente em dissolucéo no leite e mesmo
sem nenhum tratamento térmico prévio cerca de 11% do agUcar encontrase
naturalmente ligado as proteinas.

A lactose refinada, obtida do permeado da ultrafiltracdo do soro de queijo,
pode ser utilizada na industria farmacéutica (conferindo compressibilidade, lubrificacgo
e firmeza na confeccdo de comprimidos, no revestimento de pilulas, producdo de
penicilina, cosméticos, entre outros), na industria quimica (producdo de acidos latico e
citrico, corantes e espumas de poliuretano) e na industria alimenticia - Ponsano et al.,
1992; Richards, 1997.

A lactose aimenticia (pureza superior a 98%) € utilizada em bebidas
(especialmente as achocolatadas e de frutas, porque real¢a o seu sabor aumentando a
aceitacdo dos produtos), em confeitarias, na fabricacdo de biscoitos, bolachas, paes,
alimentos dietéticos e na charcutaria, com afuncdo de absorver os aromas e 0s corantes.

Um dos grandes problemas fisiol 6gicos associados a lactose é a deficiéncia em
lactase (enzima responsavel pela degradacdo da lactose) em certos individuos, que os
torna intolerantes a este aglcar, sendo ta deficiéncia mais comum em negros
americanos e africanos, japoneses, filipinos e indios da América do Sul - Valsechi,
2001.

2.3. ENZIMAS

Com excegdo de um pequeno grupo de moléculas cataliticas de RNA todas as
enzimas sdo proteinas. Conhecendo-se este fato, pode-se definir a grande maioria das
enzimas como sendo proteinas globulares formadas por residuos de aminoacidos unidos
por ligacBes peptidicas. Os aminoacidos que constituem as enzimas ou proteinas sdo
aminoacidos essenciais do tipo a (com excecdo da prolind) e se apresentam na
configuracdo L. No total, so vinte aminoacidos que, de acordo com sua estrutura

guimica, podem ser divididos em ndo-polares, polares, carregados e ndo-carregados. As
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propriedades funcionais das enzimas dependem essencialmente do nimero e
distribuicdo de tais residuos ao longo da cadeia protéica - Illanes, 1994. A Figura 2.1

mostra esquematicamente uma ligacdo peptidica.

|
NH2 — (Ij—COOH +NH2—(|3_CQQH—-NH2— (lj—-COTNH-- (lj —COQOH +Hz0
H H H H

Ligacéo peptidica
Figura 2.1: Representacéo esquematica de uma ligacdo peptidica.

Essencialmente, as enzimas apresentam trés propriedades principais:
estabilidade, atividade e especificidade.

Estabilidade: a capacidade catalitica de uma enzima depende da manutencéo
da sua estrutura nativa, que, por sua vez, é dependente de muitas forcas de interacéo
(pontes de hidrogénio e pontes dissulfeto, forcas de van de Waals, interagOes apolares e
idnicas). AlteracBes no ambiente reacional, inclusive as mais suaves, podem debilitar
essas interagOes, alterando a estrutura tridimensional nativa e ocasionando perda parcial
ou total de sua funcionalidade biolégica. Assim, variagcbes na temperatura, pH forca
iGnica e presenca de solventes apolares podem afetar a estabilidade das enzimas.

Atividade: esta propriedade essencial das enzimas atua diminuindo a energia
de ativagdo requerida para a transformagdo de um substrato em produto e,
consequentemente, aumentando a velocidade do sistema reacional em questdo. A
capacidade catalitica da enzima reside no seu sitio ativo e este, por sua vez, compreende
um numero muito reduzido de aminoécidos. O sitio ativo de uma enzima € uma
estrutura complexa cuja configuracéo permite alojar a molécula de substrato na posicéo
correta para que os grupos funcionais da enzima efetuem sua transformacdo quimica.

Especificidade: a especificidade define a afinidade de uma enzima por grupos
especificos em um determinado substrato. Esta € uma propriedade imprescindivel das
enzimas enquanto catalisadores. Duas caracteristicas estruturais sGo determinantes na
especificidade da enzima: o substrato possui ligagdes quimicas que podem ser atacadas
pelos grupos funcionais do sitio ativo da enzima e o substrato possui grupos funcionais
gue se unem a enzima permitindo seu correto alinhamento no sitio ativo para que a

reacao possa, de fato, ocorrer.
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O perfeito funcionamento das enzimas requer certas condicbes especificas,
pois estas moléculas demonstram sua mais expressiva atividade em faixas bastante
estreitas de pH e temperatura. As extremozimas constituem uma excegdo a essaregra, ja
que essas enzimas, produzidas por bactérias extremdfilas, sdo ativas sob circunstancias
extremas presentes em ambientes extremos. Os extremdfilos sGo microrganismos que
suportam facilmente altas temperaturas (termdfilos), frio extremo, como a Antartica,
geleiras dos Alpes e mares polares frios (organismos psicrofilicos), lagos de elevada
sdinidade (haldfilos) e ambientes extremamente &cidos (acidéfilos) ou acainos
(acalindfilos), altas pressdes ou ambientes ricos em metais toxicos (metal 6fil os).

A descoberta de organismos extremdfilos abre novas oportunidades para o
desenvolvimento de enzimas que apresentam atividade sob circunstancias extremas (as
extremozimas), encontradas com freqUéncia em processos industriais. As enzimas
préprias de microrganismos comuns se mostram muitas vezes delicadas demais para a
aplicacdo na maioria dos processos industriais. Os extremofilos podem, portanto, vir a

preencher o vao entre processos biol gicos e quimicos.

2.3.1. ENZIMAS PROTEOLITICAS

As proteases sd0 enzimas especificas cuja principal atividade é catalisar
reacOes de hidrélise de proteinas. Diferem entre s principamente por sua
especificidade, sitio ativo e mecanismo catalitico.

Na protedlise de uma ligacdo peptidica, uma molécula de &gua reage com um
grupo carbonil peptidico e a ligacdo com o grupo amino do aminoécido seguinte é
rompida- Figura2.2.

Ligacao Peptidica
R, O R, O Ri O R, O
It ||D 12 Protease [ . 12 ]
WT-?-C-I}I*C—CW + H,0 WT_(I:_C\ + H3N_?_C‘NW
H H H H HH O H
Fragmento de Peptideo Porcéo Carboxilica Porcéo Aminica

Figura 2.2: Representacdo esquemética da hidrdlise de uma ligagdo peptidica catalisada
por uma protease (Tardioli, 2003).
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As duas enzimas estudadas neste trabalho, tripsina e quimotripsina, pertencem
a classe das serina proteases e sdo produzidas no pancreas de animais. As enzimas
dessa classe diferem entre s na sequiéncia de aminoécidos e estrutura tridimensional,
porém apresentam em comum O mecanismo catalitico e a geometria do sitio ativo,
sendo a triade catalitica representada pelos aminoacidos serina (Ser), histidina (His) e
aspartato (Asp). S80 endopeptidases que atacam a ligacdo peptidica de certos
aminoéacidos no interior da cadeia polipeptidica, clivando-a em segmentos menores por
hidrélise. Embora agui também se tenha utilizado a enzima carboxipeptidase A, que é
uma exopeptidase e, portanto, remove aminoécidos do final das cadeias peptidicas, o

estudo especifico desta enzima ndo se situa dentro dos objetivos deste trabal ho.

2.3.1.1. QUIMOTRIPSINA

A quimotripsina (EC 3.4.21.1) € uma protease sintetizada no pancreas de todas
as espécies superiores na forma inativa de quimotripsinogénio e apresenta massa
molecular de aproximadamente 25.000Da. Esta enzima catalisa, preferencialmente e
com maior velocidade, a ruptura de proteinas em enlaces peptidicos especificos das
cadeias laterais hidrofobicas e volumosas de fenilalanina, tirosina e triptofano (Blow et
al.,, 1971 apud Sanchez, 1995), embora também catalise a sintese de peptideos
(Bizzozero et al., 1988 apud Sanchez, 1995), esterificacdo de aminoacidos e sintese de
hidrazidas - Ono et al., 1978 apud Sanchez, 1995. A estrutura tridimensional da

quimotripsina esta mostrada na Figura 2.3.

Substrato

Figura 2.3: Estrutura tridimensional da quimotripsina com destague para o substrato
posicionado no sitio ativo da enzima e dois dos residuos (Ser-195 e His-57) que
compdem sua triade catalitica (Lehninger & Cox, 2000).
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Esta protease possui 6timos caracteristicos de pH e temperatura (8,0 e 40°C)
onde sua atividade é méxima, sem sofrer, contudo, inativagdo por mudancas
conformacionais na estrutura terciéria do seu sitio ativo.

O mecanismo cataitico da quimotripsina € representativo para todas as
enzimas classificadas como serina proteases e estd esquematicamente ilustrado na
Figura2.4.

Inicialmente, o substrato é adequadamente alojado no bolsdo hidrofébico do
sitio ativo da enzima e a ligacdo peptidica a ser rompida posicionada proximo a
hidroxila da Ser-195. O oxigénio da hidroxila da Ser-195 efetua um ataque nucleofilico
ao carbono carbonila do substrato, formando o complexo intermedidrio acil-enzima. A
His-57 atua como base geral removendo o hidrogénio da Ser-195 e o Asp-102,
carregado negativamente, estabiliza a carga positiva que se forma na His-57. A seguir, a
ligagdo peptidica é clivada e a His-57 age como doador de prétons, estabilizando a
porcdo aminica do substrato que é liberada como primeiro produto da reacéo.
Posteriormente, o oxigénio de uma molécula de agua efetua novo atague nucleofilico ao
carbono da porcdo do substrato ligada a Ser-195, sendo um de seus hidrogénios
capturado pela His-57, que volta a agir como base geral, adquirindo carga positiva que
mais uma vez € estabilizada pela carga negativa do Asp-102. Finalmente, a Ser-195
regenera sua hidroxila através da captura do hidrogénio presente na His-57. A molécula

de enzima volta a sua conformac&o inicial e o segundo produto da reacéo € liberado.
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Figura 2.4: Mecanismo para a catélise do passo de acilacdo pela quimotripsina. A His-
57 age como uma base geral retirando um préton do grupo hidroxil da Ser-195,
enquanto esta ataca o grupo acil do substrato; a His-57 protonada age como doador de
préton para o grupo amino de saida; aligagdo C-N pode ser rompida e o catalisador
regenerado (http://www.mpcfaculty.net/mark_bishop/chymotrypsin.htm).

Resumidamente, pode-se dizer que a quimotripsina ndo catalisa um ataque
direto da &gua a ligagdo peptidica, ao inves disso, um intermediério transiente covalente
acil-enzima é formado. A reacdo tem, entdo, duas etapas principais. acilacdo e
deacilacdo. Na fase de acilagdo, a ligacdo peptidica é rompida e uma ligacéo éster €
formada entre o carbono carbonil do peptideo e a enzima, sendo o0 oxigénio da Ser-195
o nucledfilo desta etapa. Na fase de deacilacdo, a ligacdo éster € hidrolisada e a enzima

regenerada.
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2.3.1.2. TRIPSINA

A tripsina (EC 3.4.21.4) € uma serina protease com massa molecular de
aproximadamente 24.000Da muito similar a quimotripsina em estrutura, mas Seus
substratos especificos para clivagem na cadeia peptidica sdo residuos de lisina (Lys) e
arginina (Arg). Isto significa que atripsina catalisa a hidrélise de ligagdes peptidicas nas
quais o grupo carbonila é fornecido por residuos de lisina ou arginina, desde que um dos
amino&cidos formadores do enlace peptidico ndo sgja a prolina (Pro) - Galvéo, 2000. A
Figura 2.5 apresenta uma molécula de tripsina com moléculas de benzamidina (inibidor
desta enzima) ligadas.

@ Benzamidina

Figura 2.5 Representacdo de uma molécula de tripsina com moléculas de benzamidina,
seu inibidor competitivo, devidamente posicionadas nos sitios ativos
desta enzima (Lehninger & Cox, 2000).

O mecanismo de acdo desta endopeptidase € similar a0 da quimotripsina
(Figura 2.4), diferenciando-se apenas em fungdo da sua especificidade. A Figura 2.6
mostra esquemati camente a hidrélise de uma ligacéo peptidica catalisada pela tripsina.
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Figura 2.6: Hidrdlise de umaligacdo peptidica catalisada pela enzima tripsina.

2.3.1.3. CARBOXIPEPTIDASE A

A carboxipeptidase A (EC 3.4.17.1) € uma exopeptidase com massa molecular
de aproximadamente 34.500Da pertencente a classe das metaloproteases, pois possui
um ion zinco fortemente ligado cujo papel € de fundamental relevancia na sua atividade
catalitica. Formada por uma Unica cadeia polipeptidica contendo 307 aminoécidos, esta
protease catalisa a hidrolise de ligacOes peptidicas nas quais ndo estejam presentes como
residuos carboxi-terminais a arginina, lisina ou prolina - Whitaker, 1994. A Figura 2.7

mostra a estrutura tridimensional da carboxipeptidase A.
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Tyr 248
Glu 270

Arg 145
Zn

Figura 2.7: Estruturatridimensional da carboxipeptidase A com destaque para o ion
zinco e residuos que participam do processo catalitico desta enzima
(Lehninger & Cox, 2000).

A carboxipeptidase A remove rapidamente o0s aminoacidos aromaticos
carboxi-terminais Tyr, Phe e Trp (Abeles et al., 1996), mas também e com menor
velocidade os aminoacidos hidrofébicos e aliféticos volumosos, tais como Leu, lley,
Met, Thr, GIn, His, Ala e Va. Além desses, a carboxipeptidase A também retira
lentamente Asn, Ser e Lys, e muito mais lentamente Gly, Asp e Glu - Amber, 1972. A
Figura 2.8 mostra resumidamente a acdo da carboxipeptidase A sobre uma ligagcdo

peptidica

Rn—2 O Rn—l 0] Rn

%8/, NHYs CH% C% NHY: CH% C% NH3% CHY: COO

H,O
Carboxipeptidase A

2 O R ?”

wsd/s NHYa CHY: C% NH% CH% COO + HaN' % CHY% coo

Especificidade: R, * Arginina, Lisinae Prolina
Rn-1 1 Prolina

Figura 2.8: Mecanismo de agdo ssimplificado da carboxipeptidase A.
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2.4. MODIFICACOESENZIMATICAS EM PROTEINAS

A hidrélise enzimédtica tem sido utilizada had séculos para promover
modificagBes nas propriedades funcionais e nutricionais de proteinas alimenticias, na
producdo de alimentos tradicionais como queijo e fermentados. A protedlise enzimética
tem mostrado aumentar a solubilidade, a capacidade espumante, as propriedades
emulsificantes e gelificantes, além de liberar peptideos biologicamente ativos de certas
proteinas - Spellman, 2003.

Enzimas proteoliticas sGo comumente usadas como agentes modificadores de
proteinas, através da hidrdlise total (visando determinagdo da composicdo de
aminoécidos das proteinas) ou parcial (empregada em estudos de segiienciamento da
estrutura primaria de polipeptideos ou visando melhorar as propriedades funcionais e/ou
nutricionais de proteinas, ou ainda com o objetivo de identificar e isolar peptideos
fisiologicamente ativos).

A hidrélise enziméatica apresenta vantagens indiscutiveis frente a hidrolises
tradicionais como a quimica, acida ou basica, entre as quais cabe mencionar:

» Seletividade =» as enzimas sdo especificas para um tipo especifico de
enlace e, portanto, ndo é fregliente o aparecimento de produtos de degradacéo.
Contrariamente, a pouca seletividade dos ataques &cido e basico e seu dificil controle,
conduzem inevitavelmente ao aparecimento de produtos de degradac@o que, inclusive,
podem ser toxicos,

» Operacdo em condigdes moderadas de temperatura (40-60°C) e pH (4-8);

» N&o ha adicdo de substéncias no meio reaciona, fato ndo observado nas
hidrdlises &cidas ou bésicas, que requerem uma etapa final de neutralizagcdo do meio que
eleva consideravelmente o contelido de sais;

» Conservacdo do valor nutritivo =» na hidrélise enzimética ndo se observa
degradacdo de aminoacidos em funcdo da acdo da enzima sobre o substrato. Na
hidrélise &cida, pode-se constatar a completa degradacdo do triptofano e desaminagéo
dos aminoacidos serina e treonina; na hidrélise alcalina, ocorre destruicéo total dos
aminoéacidos arginina e cisteina.

A matéria-prima para a producdo de hidrolisados pode ser subprodutos ou
residuos protéicos de industrias alimenticias e agroindustrias (abatedouros, industrias de
extracdo de 6leos vegetais, laticinios, dentre outras). Porém, a nivel mundia, e

particularmente nos paises em desenvolvimento, pequenas e médias indUstrias ndo
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conseguem viabilizar economicamente a utilizacdo dessas fontes de proteinas - Shay &
Wegner (1986) apud Arruda, 1999.

A escolha da fonte protéica a ser utilizada no processo de hidrdlise
normalmente relaciona-se a aplicacdo do produto final obtido e também ao vaor
agregado atingido com relacdo ao substrato original. Quando a finalidade do hidrolisado
é sua utilizagdo como fonte de nitrogénio, costuma-se empregar proteinas de peixe -
Mackie, 1982; proteinas microbianas sdo geramente empregadas na alimentacéo
animal; proteinas da soja e lacteas sdo largamente utilizadas em aimentacdo humana,
sendo estas Ultimas, especialmente, as proteinas do soro, matéria-prima ideal para a
preparacdo de alimentos infantis e dietas enterais - Nakamuraet al., 1993.

As proteinas nativas do soro de queijo ndo sdo facilmente hidrolisadas por
enzimas digestivas, como por exemplo a pepsina e a tripsina, devido as ligacOes
dissulfeto presentes nas moléculas de proteina. A b-lactoglobulina tem se mostrado
ressente a digestédo gastrica e, aparentemente, permanece intacta apds passar pelo
estdmago, tornando-se indisponivel nutricionalmente. Reddy et al. (1988) observaram
que nas temperaturas de 80 a 90°C, a resisténcia dessa proteina a digestdo era
significativamente diminuida devido a ruptura das ligacOes dissulfeto, causando
extensas mudancas na sua conformacdo estrutural e expondo ligacbes peptidicas
susceptiveis ao ataque proteolitico. Schmidt e Poll (1991) estudaram a hidrdlise
enzimatica de b-Lg e a-La utilizando diversas proteases (serina-, cisteina-, aspartico- e
metal oproteases) em pH 8 e 30°C, e, nessas condicdes, ja observavam hidrélise dab-Lg
pela quimotripsing, diferentemente dos resultados obtidos por Reddy et al. (1988).
Monti e Jost (1978) hidrolisaram a-lactoalbumina com tripsina a 50°C e pH 8,
observando total digestdo desta proteina apds 2 horas de reacdo. Enquanto menos de
20% da a -lactoalbumina intacta se dissolvia em agua (pH 7), o hidrolisado resultante da
acdo da tripsina sobre esta proteina se dissolvia totalmente. A pobre digestibilidade das
proteinas do soro € considerada ser a razéo para sua alergenicidade - Kananen et al.,
2000.

Hidrolisados protéicos tém grande importancia no tratamento de pacientes
com desordens estomacais ou problemas na mucosa intestinal, bem como em lactentes
desnutridos, com quadro alergénico na maioria dos casos. Nesses casos, deve-se
ressaltar que as dietas ndo devem ser constituidas apenas por aminoacidos livres, pois,

assm, estas se tornariam hiperosméticas, provocando secrecdo intestina e diarréia
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Conhecimentos atuais do mecanismo de absorcéo intestinal indicam que os di e
tripeptideos sdo mais facilmente absorvidos que os aminoacidos livres. Outros fatos ja
amplamente conhecidos relacionamse a problemas de alergenicidade, devido a
presenca no hidrolisado protéico de proteinas e peptideos de massa molecular elevada, e
sabor amargo produzido durante a hidrélise (Saha & Hayashi, 2001), associado a
hidrofobicidade das cadeias |aterais e a fonte de proteina utilizada.

Uma das mais nobres aplicacdes dos hidrolisados das proteinas do soro
consiste na producéo de concentrados de aminoécidos ou pegquenos peptideos com baixo
teor ou completa isencéo de fenilalanina. Esses hidrolisados séo de utilizagdo imediata
no tratamento de portadores de fenilcetonuria.

A fenilcetonlria € uma doenca genética causada por um erro inato do
metabolismo e esta relacionada & deficiéncia na atividade da enzima fenilaanina
hidroxilase (PAH), que converte fenilalanina em tirosina. A fenilcetondria cléssica
(PKU), primeira hiperfenilalaninemia identificada e caracterizada como uma doenca
transmitida geneticamente, acarreta auséncia total da atividade da fenilaanina
hidroxilase ou atividade residual de até 5%, associada a altas concentragcdes plasmaticas
de fenilalanina ¢ 1.200mmol/L). O alto nivel plasmético de Phe causa a inibi¢do do
transporte de tirosina e triptofano para o cérebro e inibe a atividade das enzimas tirosina
e triptofano hidroxilases, diminuindo a sintese de neurotransmissores no sistema
nervoso central e periférico e aumentando a excrecdo de metabdlitos como fenil-
piruvato e fenil-acetato na urina. A incidéncia de PKU &, em média, de um caso para
cada 10.000 recem: nascidos, podendo atingir, em certos grupos €étnicos, uma crianga em
cada 4.400 nascimentos - Mira & Marquez, 2000. O tratamento dietoterapico evita o
retardo cerebral, se introduzido até o terceiro més de vida do recémnascido (Trefz et
al., 1993), e previne o estabelecimento do retardo em fetos de méaes portadoras de
hiperfenilalaninemias. Este tipo de tratamento foi proposto por Bickel e colaboradores
(1953), que utilizaram hidrolisado &cido de caseina com baixo teor de Phe como
dietoterapia para os portadores desta doengca. A metodologia para rastreamento em
grande escalafoi desenvolvida e aperfeicoada, possibilitando que atualmente no Brasil o
"teste do pezinho" seja obrigatério para a prevencdo da fenilcetondria e outras
aminoacidopatias - Revista Biotecnologia, Ciéncia e Desenvolvimento, n° 29, 2002.

Um ponto importante a ser ressaltado refere-se ao fato de que a Phe é um
aminoacido essencial e, como tal, deve estar presente na dieta, porém em quantidades

controladas. Para uma crianga normal (de 2 meses a 1 ano) as quantidades necessarias
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de Phe giram em torno de 120mg/Kg/dia. Para criancas portadoras de fenilcetondria,
estes valores decrescem para 40-70mg/K g/dia aos 2 meses de vida até 10-40mg/Kg/dia
dos 7 anos até a idade adulta Uma dieta com baixo teor de Phe (de 1 a 6
mgPhe/gProteina) pode efetivamente ser usada para controlar a ingestdo desse
aminoacido, proporcionando bom crescimento e desenvolvimento nas criangas e
evitando os problemas neuroldgicos - Lara, 1997. O tratamento dietético € caro e
atualmente sd0 poucos os produtos disponiveis no mercado. Foram encontrados dois
produtos da Mead & Johnson Ltda., importados, mas com representantes no Brasil:
Lofenac e Phenylfree, custando respectivamente, US$ 293,00/Kg e 312,00/Kg -

www.meadj onhson.com.

2.4.1. O GRAU DE HIDROLISE (GH)

Em alguns trabalhos quantitativos de hidrdlise de proteinas € necessario ter
uma medida da extensdo da degradacdo hidrolitica, pois uma grandeza que traduz bem a
acao catalitica de uma protease € o niUmero de ligagdes peptidicas rompidas durante a
reacao.

Um das primeiras aplicagdes do nimero de ligagdes peptidicas rompidas como
medida da eficiéncia do grau de hidrdlise foi citada por Calvery, 1933. Desde entéo,
esta técnica tem se tornado padréo para muitos trabal hos sobre hidrdlise de proteinas.

Muitos autores tém mostrado que a extensdo na qual as propriedades
funcionais de uma proteina podem ser alteradas por hidrélise é muito dependente do
grau de hidrélise ao qua as proteinas foram submetidas. Define-se grau de hidrdlise,
portanto, como a porcentagem do nimero total de ligaces peptidicas em uma proteina
que foi rompida durante o processo de hidrdlise, levando-se em consideracdo a
especificidade da enzima utilizada e a quantidade de residuos que representa substrato
para esta enzima - Adler-Nissen, 1986.

A partir do conhecimento da sequéncia primaria de proteinas puras e da
especificidade das proteases utilizadas € possivel chegar a valores tedricos para 0 grau
maximo de hidrolise com essas enzimas. Para 0 soro, entretanto, a determinagdo do
valor exato dessa grandeza ndo € possivel, pois. 1- a composicdo percentua das
proteinas presentes no soro de queijo varia com a procedéncia do mesmo €, 2- as

sequéncias primarias das imunoglobulinas, fragmentos de caseina e proteinas de
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membrana, que também estdo presentes No soro em pequenas quantidades, ndo estdo
disponiveis na literatura.

Muitos métodos podem ser empregados para estimar o grau de hidrdlise. A
quantificacdo pode ser feita determinando-se o teor de nitrogénio liberado durante a
hidrdlise; determinando-se grupos aminos livres liberados durante a hidrdlise, titulando-
os com formol, TNBS, OPA, ninidrina, dentre outros, ou, aternativamente, utilizando-
se 0 método do pHstato, onde os protons liberados durante o processo hidrolitico séo
titulados e, entdo, relacionados ao grau de hidrdlise.

O principio da técnica do pHstato vale-se do fato de que quando a hidrdlise é
desenvolvida em pH neutro ou alcalino, a dissociagdo de prétons de grupos aminos
livres é favorecida. A liberacdo de prétons conduz a reducdo do pH do meio. Assim, o
nimero de ligacBes peptidicas clivadas pode ser estimado pela quantidade de base

requerida para manter o pH constante durante a reacéo - Adler-Nissen, 1986.

2.5.IMOBILIZACAO DEENZIMAS

A técnica de imobilizacdo de enzimas é amplamente conhecida e pode ser
definida como sendo o confinamento fisico dessas estruturas ou sua localizagdo em
certa regido definida do espagco com manutencéo de sua atividade catalitica - Kennedy,
1987.

A utilizac8o de enzimas a temperaturas maiores que as biol 6gicas € importante
para acelerar a velocidade de reacdo enzimética e reduzir riscos de contaminacéo do
meio reacional por bactérias. Contudo, pode implicar desnaturacéo da enzima, o que
também ocorre por variagdo do pH. Neste contexto, inimeras técnicas de imobilizagcdo
vém sendo desenvolvidas com o intuito de aumentar a estabilidade térmica das enzimas.

Vé&rios protocolos para imobilizacdo reversivel de proteinas tém sido descritos
na literatura até o momento. Dentre eles, 0 mais geral, facil e antigo para este fim é a
adsor¢do de enzimas em resinas de troca ionica (principalmente resinas de troca
anionica). A imobilizacdo de enzimas em tais resinas € geramente fraca e muitas
proteinas podem ser completamente dessorvidas das matrizes quando sibmetidas a
forca ibnica de baixa a moderada e também em resposta a alteragdes no pH durante a
reacd0. No entanto, atualmente, a imobilizacdo via adsorcdo reversivel em suportes
porosos rigidos contendo alta densidade de trocadores i6nicos tem sido proposta como

método bastante adequado para imobilizacdo reversivel, em consegiéncia do
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surgimento de interacBes muito fortes. Deste modo, se a imobilizacdo covalente ndo é
possivel ou necessaria, a imobilizacdo reversivel torna-se uma possibilidade muito
atraente quando a estabilidade da enzima ja é adequada para 0 processo em questéo.
Estas técnicas de imobilizacdo poderiam, entdo, possibilitar a utilizacdo de enzimas
imobilizadas e, assim, combinar reducéo de tempo e custos - Pessela et al., 2003.

Uma técnica de imobilizagdo amplamente conhecida e estudada na literatura €
a imobilizacdo em suportes sdlidos insolUveis. Esta estratégia permite a insolubilizagdo
da enzima através de sua fixagdo a um suporte solido insollvel sendo possivel, assim,
reutiliz& la e manter o meio reacional com altas concentragdes do catalisador. Essas
vantagens tornam a tecnologia de imobilizagdo de enzimas muito atrativa para fins
industriais.

A utilizac8o de enzimas imobilizadas sobre suportes insolUveis amplia a opcéo
de reatores para 0 processo, facilita sua operacdo e controle, permite utilizagcdo do
catalisador por periodos prolongados de tempo, soluciona a questédo da recuperacéo e
aumenta a estabilidade operacional das enzimas. Contudo, a imobilizagdo também pode
implicar perda ou reducdo da atividade por unidade de volume, limitagdo difusional e
custo adicional de preparacéo do catalisador - Kennedy et al., 1988.

A imobilizacdo de enzimas pode ocorrer através de trés principais métodos: a)
confinamento ou simplesmente aprisionamento fisico; b) ligagdo cruzada, onde se
observa o estabelecimento de ligagcOes quimicas entre duas moléculas de enzima e ¢)
ligacdo da enzima a um suporte solido, que pode se dar via adsorcéo fisica ou ligacéo
quimica (ibnica, metdlica ou covalente). Na ligacdo covalente, o suporte ativado se
combina quimicamente a grupos funcionais da enzima (grupos aminos terminais ou de
residuos de lisinas, carboxilicos de &cido aspartico e acido glutamico; fendlicos de
tirosing; tidis de cisteing; hidroxilas de serina, tirosina e treonina; imidazois de histiding;
e inddis de triptofano) ndo essenciais para a atividade catalitica, dependendo dos grupos

reativos disponiveis no suporte - Figura2.9.
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Suporte Sélido

Figura 2.9: Representacéo esquemética da ligagdo de uma enzima a um
suporte sdlido ativado.

2.5.1. SUPORTES PARA IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

As principais caracteristicas a serem observadas na escolha de um suporte
adequado para determinada aplicacdo sdo: é&ea superficia, permeabilidade,
insolubilidade, regenerabilidade, morfologia, composicdo, resisténcia ao ataque
microbiano, resisténcia mecanica, dentre outras.

Fundamentalmente, os suportes para imobilizacdo de enzimas podem ser
classificados de acordo com sua composi¢éo e morfologia. Na Figura 2.10, encontram:
se ilustrados diferentes tipos de suportes classificados de acordo com a composi¢éo que
apresentam.

Suportes
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Figura 2.10: Classificagdo dos suportes de acordo com a composi¢éo (Zanin, 1989).
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Os suportes podem, ainda, ser classificados conforme sua morfologia os
porosos tém grande area superficial interna disponivel para a imobilizacéo da enzima,
que neste caso fica protegida de turbuléncia externa; os ndo-porosos eliminam a
resisténcia a transferéncia de massa interna, mas apresentam baixa area superficial
disponivel para aligacdo da enzima, e os com estrutura de gel, que sdo de uso simples,
mas com utilizacdo direta (sem etapa prévia de ativagdo) apenas nos casos em que a
grade formada é de maha suficiente para reter a proteina sem implicar restricOes
difusionais sérias para o substrato - Cardias, 1996.

No processo de imobilizagdo sobre suportes porosos a morfologia do poro é de
fundamental importéncia, pois ele deve ser suficientemente grande para permitir tanto a
acomodacdo da enzima quanto o livre aesso do substrato. Todavia, quanto maior o
poro menor a area superficial do suporte. A imobilizacéo feita na &rea interna dos poros
de um suporte insollvel (gel, silica, etc.) resulta em grande érea superficial disponivel,
mas também implica possivels restricdes difusionais para entrada de reagentes e saida
de produtos. No caso da hidrdlise de proteinas, este € um problema particularmente
importante, pois 0s substratos s80 macromoléculas, ou sga, proteinas com massa
molecular elevada.

Poucos suportes contém grupos reativos que permitem acoplamento direto da
enzima, necessitando, na maioria das vezes, de uma etapa inicial de ativagdo. Os
reagentes mais comumente utilizados como agente ativante de suportes séo o0 brometo
de cianogénio e reagentes bifuncionais contendo grupos epdxidos ou aldeidos.

Suportes ativados com grupos epoxidos, embora sgjam capazes de reagir com
distintos grupos da enzima, possuem baixa reatividade. Este inconveniente pode ser
superado através da modificagdo parcial dos grupos epoxidos com etilenodiamina, &cido
iminodiacético (IDA), etc. Esses grupos favorecem a adsorsdo prévia da enzima,
facilitando a etapa final de ligagdo covalente com os grupos epdxidos ndo modificados
do suporte - Mateo et al., 2000.

O glutaraldeido € um reagente bifuncional largamente empregado como agente
ativante de suportes para imobilizacdo de enzimas. Seus dois grupos aldeido podem
reagir com varios grupos laterais da enzima, como hidroxilas, carbonilas, sulfidrilas e
aminos - Arruda, 1999. Apesar de sua reagd0 com grupos aminos primarios para
promover reticulacdo covalente (crosslinking) do suporte ter sido explorada em varias
circunstancias, 0 mecanismo preciso dessa reacdo e a estrutura dos componentes

quimicos formados ainda ndo estédo completamente elucidados - Monteiro & Airoldi,
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1999. Alguns problemas advindos da utilizacdo do glutaraldeido como agente ativante
sd0: possivel orientagdo desfavoravel do sitio ativo da enzima ap6s imobilizacdo, o que
o torna inacessivel para substratos macromoleculares (Tardioli et al., 2003 a e b);
formacao de multiplas camadas de enzima e/ou aglomeragdes de moléculas no interior
dos poros, dificultando o acesso ao sitio ativo (Sobral et al., 2002 e 2003); producéo de
derivados poucas vezes mais estaveis que a enzima sollvel e geragdo de suportes
ativados que ndo devem ser estocados por periodos prolongados de tempo em virtude da
ata instabilidade e reatividade de seus grupos reativos.

Outro reagente utilizado para ativacéo de suportes com grupos adeido € o
glicidol (2,3-epoxi-propanol). Esse reagente produz grupos aldeidos aifaticos bastante
estaveis, reativos e disponiveis para 0 estabelecimento de enlaces com grupos aminos
desprotonados dos residuos de lisinas da mol écula de enzima, possibilitando a formacéo
de vérias ligacbes covalentes enzima-suporte em pH alcalino. As ligagbes da enzima
imobilizada com os grupos adeidos gerados na superficie do suporte ativado tornam a
molécula de enzima imobilizada muito mais rigida e, conseglientemente, muito mais
resistente a inativacdo induzida por atas temperaturas, solventes organicos e outros

agentes desnaturantes - Guisan, 1988.
25.1.1. GEL DE AGAROSE

O &gar é um polimero natural obtido a partir de algas vermel has constituido por
duas fracOes. a agarose e a agaropectina. Suas caracteristicas ndo dependem unicamente
das algas utilizadas, mas também da época da coleta, do local e do método de extracdo -
Painter, 1985 apud Fernandez Sanchez, 2000. A agarose é formada pela repeticdo de
aproximadamente 400 unidades de agarobiose, aingindo massa molecular em torno de

120K Da. A Figura 2.11 apresenta a estrutura quimica da agarose.

HO o
CH-OH
- D ---
0
~0 0 OH
HO 0

Figura 2.11: Estrutura guimica da agarose.
(http://www-ang.kfunigraz.ac.at/~binder/thesis'node41.html)
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Dentre as principais vantagens de se utilizar os géis de agarose pode-se
destacar: 1- estabilidade mecénica; 2- grande area superficia (agarose 6B-CL: 25
m/mL de gel); 3- dimens&o dos poros superior a de outros géis (entre 100 e 300nm de
didmetro); 4- resisténcia a degradacdo microbiana; 5 transparércia Gtica tanto no UV
quanto no visivel (0 que viabiliza sua quantificacdo por espectrofotometria); 6 facil
ativacdo e manuseio e 7- atoxicidade. Porém, algumas desvantagens também podem ser
associadas a este gel: ndo podem ser esterilizados, desintegramse em solucdes
fortemente alcalinas e solventes organicos; necessitam ser estocados na forma Umida
por encolherem irreversivelmente quando secos e, principalemente, sdo de elevado

custo.

2.5.1.2. QUITINA E QUITOSANA

A quitina e a quitosana foram descritas no século XIX, mas ainda ndo sdo téo
bem conhecidas como a celulose (composto mais abundante na natureza). Ha indicacdes
de que a quitina foi primeiramente utilizada por Bradconnot em 1811 (Skaugrud &
Sargent, 1990), mas a exploragdo quanto as aplicacdes desse polimero natural e seus
derivados tem se intensificado apenas nos Ultimos anos. A quitina € um polissacarideo
natural aminado obtido principalmente a partir de crustaceos, insetos e paredes celulares
de fungos, insolivel em égua e solventes organicos - Beszedicts & Netzer, 1982 apud
Arruda, 1999. A quitina e seus derivados, em particular a quitosana, sdo correntemente
utilizados em peguenas quantidades como coagulantes para tratamento de éaguas,
aditivos para xampus e cosmeéticos, materiais médicos como, por exemplo, pele artificia
e fibras para suturas, tecidos anti- fungicos, dentre outros - Kurita, 1998.

A quitosana € o nome usado para as formas pouco acetiladas da quitina (até
aproximadamente 25%) e, dependendo da origem e do método de preparacéo, pode
atingir massa molecular na faixa de 300 a 1000 KDa - Madihally & Matthew, 1999. E
solivel em meio aguoso na presenca de pequenas quantidades de acido, como por
exemplo écido acético, acido lético, &cido cloridrico, dentre outros. Embora ocorra
dissoluc&o da quitosana em pH inferior a 6,5, ela precipita acima deste pH pela adicédo
de solugdes alcalinas como NaOHa) - Sashiwa & Shigemasa, 1999.

Atuamente, a principal fonte de quitosana é a carapaca externa (exoesquel eto)

de crustéceos como, por exemplo, caranguejo e camardo. A Figura 2.12 (Shahidi et al.,
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1999) mostra um esquema para obtencdo de quitina, quitosana e seus monémeros e

oligbmeros a partir de carapagas de crustaceos.

Exoesgueleto de Crustaceos

v

| Desproteinizagdo |

| Desmi — |

Descoloragéo

'

UITIN

Desacetilacéo

ﬂ<

—— QUITOSANA —

\ A 4 vV V
| Hidrolise Completa | | Hidrdlise Parcial |

N-acetilglycosamina  Glucosamina Oligdmeros deQuitosana Oligbmerosde Quitina
v j
Aplicacbes na Indastria Alimenticia

Figura 2.12: Esquema para obtencdo de quitina, quitosana e seus monémeros e
oligbmeros a partir de carapagas de crustéceos (Shahidi et al., 1999).

A 4

A quitosana € um copolimero de 2-amino-2-deoxi-b-D-glicopiranose e 2-
acetamida- 2-deoxi-b-D-glicopiranose conectados por ligagdes b(1-4) (Varum et al.,
1996) com composicdo variavel e solubilidade dependente do grau de desacetilacdo da
quitina (quitosanas com grau de desacetilagdo menor que 40% sdo sollveis na faixa de
pH de 4 a9, enquanto que aguelas com grau de desacetilacdo superior a este, precipitam
em pHs de 6,5 a 7,5). A conformacdo e as propriedades fisico-quimicas da quitosana
dependem da estrutura quimica, do grau de N-acetilacéo, da distribui¢do dos grupos N-
acetil e amino ao longo das cadeias poliméricas, do pH e daforcaibnica- Varum et al.,
1994; Anthonsen & Smidsrod, 1995. As Figuras 2.13 (a e b), ilustradas a seguir,

apresentam as estruturas da quitina e da quitosana, respectivamente.
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A Hy
=0
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Figura 2.13: Estrutura quimica da quitina (A) e da quitosana (B).

A quitosana tem dois tipos de grupos funcionais reativos. amino e hidroxila,
ambos podem ser utilizados como sitios de reacdo e coordenacdo. As modificacOes
quimicas destes grupos tém gerado inlmeros e Uteis materiais para as mais diversas
aplicacOes: industria de alimentos, biotecnologia e ciéncias biomédicas - Shahidi et al.,
1999 apud Arruda, 1999.

Diversos autores tém investigado a utilizacdo de matrizes de quitosana para
imobilizagdo de diferentes enzimas (b-galactosidase, a -L-arabinofuranosidase, catalase
e Penicilina G Acilase). No entanto, até o presente momento ainda ndo foram obtidos
resultados extremamente significativos empregando-se esta matriz para imobilizagdo.
Apesar disso, € de fundamental importancia que novas pesquisas sgjam realizadas
visando-se maior conhecimento deste material bem como o aperfeicoamento dos
métodos de imobilizac&o de enzimas sobre esta matriz, dada sua grande disponibilidade
e viabilidade econdmica - Martino et al., 1996; Spagna et al., 1998; Cetinus & Oztop,
2000; Abdel-Nabis et al., 1999; Adriano et al., 2003.

2.5.1.3. SEPABEADS (MITSUBISHI CHEMICAL - www.diaion.com)

Caracteristicas Gerais. a resina sepabeads enquadra-se na classe dos
adsorventes sintéticos, ou sgja, esta incluida em uma familia de produtos baseados na
tecnologia de fabricacéo de resinas de troca iOnica, projetados para uso como extratores

solidos. Estes adsorventes apresentam grande area superficial e fina estrutura de poros,
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semelhante a do carbono ativado, onde ocorre o efeito do "peneiramento molecular” -
apenas as moléculas pegquenas podem difundir para o interior da particula através dos
poros. Devido a esta caracteristica porosa, podem adsorver efetivamente compostos
organicos de solugdes aquosas.

Estabilidade: adsorventes sintéticos sdo estaveis em solucdes acidas, acalinas
e de solventes organicos, podendo ser facilmente regeneradas sob condigdes suaves para
uso repetitivo.

Estrutura Quimica: os adsorventes sintéticos podem apresentar trés diferentes
estruturas - aromatica, aromética modificada e série metacrilica - Tabela 2.3. A estrutura
qguimica dita o grau de hidrofobicidade do adsorvente sintéico, sendo esta uma
importante caracteristica na selecdo adequada do tipo de adsorvente de acordo com a

natureza quimica do composto alvo.

Tabela 2.3: Diferentes estruturas associ adas aos adsorventes sintéticos.

Aromética

Os adsorventes aromaticos sao 0s mais utilizados e sdo baseados em uma matriz
poliestirénica entrelacada. Seu campo de aplicacdo € bastante vasto: extracéo de
antibioticos intermediarios de caldo de fermentacéo, separacdo de peptideos ou
aditivos de alimentos e etc.

DIAION® HP20 HP21 / SEPABEADS® SP825 SP850 SP70 SP700

Aromética
Modificada

Este tipo de adsorvente apresenta maior hidrofobicidade, sendo adequado para
adsorcdo de substéncias organicas com baixa concentracdo ou de substancias
altamente hidrofilicas.

SEPABEADS® SP207

Metacrilica

Adsorvente baseado no copolimero éster metacrilico que apresenta relativa
natureza hidrofilica, sendo utilizado na adsorcéo de polifendis e surfactantes.

DIAION® HP2MG

A Tabela 2.4 apresenta algumas propriedades importantes de alguns

adsorventes sintéticos.

Tabela 2.4: Propriedades tipicas de alguns adsorventes sintéticos.

Tipo SepabeadsO SepabeadsO SepabeadsO
SP825 SP850 SP207
Densidade aparente (g/L-R) 690 670 780
Contetdo de agua (%) 52-62 46-52 43-53
Tamanho de particula (>250nm) >90%
Tamanho efetivo (mm) >0,25
Porosidade:
Volume de poro (ml/g) 14 12 13
Area superficia (nf/g) 1000 1000 600
Raio do poro (A) 57 338 110
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Os suportes epoxi-ativados sdo corsiderados matrizes quase ideais para o
desenvolvimento de imobilizagdo de enzimas e proteinas tanto em escala de laboratorio
quanto a nivel industrial - Mateo et al., 2002. Algumas vantagens de se utilizar suportes
ativados com grupos epoxidos sdo descritas a seguir:

» Os grupos epoxidos sdo muito estaveis e, portanto, a obtencdo de suportes
com elevada densidade superficia de tais grupos € absolutamente factivel; sdo
relativamente estavels a valores de pH neutro e em meio aquoso, 0 que possibilita a
estocagem do suporte comercia por longos periodos de tempo;

» Quando os suportes sd0 resinas sintéticas epoxi-acrilicas, 0s grupos
epoxidos ja fazem parte da estrutura da superficie do suporte e, assm, ndo ha
necessidade de proceder com nenhum tipo de ativagao;

» AsinteracOes entre os grupos epoxidos do suporte e os grupos nucleofilicos
da proteina ndo sdo facilmente afetadas por efeitos estéricos;

» A reacdo de interagdo enzima-suporte pode ser facilmente interrompida
mediante 0 bloqueio dos grupos ativos remanescentes do suporte, utilizando-se
diferentes agentes como, por exemplo, b-mercaptoetanol, glicina, etanolamina e etc,
sem a necessidade de realizacdo de uma etapa final de reducdo; este procedimento
previne reaces adicionais indesgjadas entre 0 suporte e a enzima, 0 que poderia causar
diminuicdo da estabilidade e, conseqlientemente, da atividade enzimética;

» Enquanto outros protocolos populares de imobilizacdo podem promover
grandes alteracBes na superficie da proteina, como é o caso do suporte ativado com
brometo de cianogénio (-BrCN), os suportes epoxidos sdo capazes de formar ligagdes
extremamente fortes (amino secundario, éter, tioéter) com minima modificacdo quimica
da proteina;

» Os grupos epoxidos do suporte podem reagir com numMerosos grupos da
enzima: amino, tiol, hidroxila, fendlicos, etc. Esta é uma vantagem que favorece
claramente as interacOes entre proteina e suporte.

Desta forma, os suportes ativados com grupos epoxidos parecem bastante
adequados para a preparacdo de resinas cromatogréficas e como suportes para a
imobilizagdo e estabilizacdo de enzimas a nivel industrial. No entanto, o principal
inconveniente desses suportes é sua reatividade extremamente baixa, uma caracteristica
possivel mente associada a sua alta estabilidade.

O processo de imobilizagdo sobre tais suportes segue um mecanismo baseado

em duas etapas. iniciamente, uma adsor¢do fisica suave e rdpida entre a proteina e o
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suporte solido é produzida e, posteriormente, a reacdo covaente entre a proteina
adsorvida e 0s grupos epoxidos do suporte ocorre. Para isto, 0 suporte comercial
utilizado deve ser de natureza hidrofébica, visando adsorver a proteina quando esta é
incubada sob ata forca iénica na presenca do suporte. Suportes hidrofilicos, como a
agarose, ndo sdo recomendados para este tipo de procedimento porque a etapa inicial de
adsorcdo ndo é possivel. Os grupos epdxidos remanescentes no suporte podem ser
facilmente bloqueados depois da imobilizacdo da proteina, com o objetivo de impedir
qualquer tipo de interagdo indesgjada entre enzima e suporte solido.

Sepabeads-EP tem excelentes propriedades que conduzem a estabilizacdo de
proteinas imobilizadas e adequadas propriedades mecanicas para o biocatalisador final.
Essas caracteristicas transformam esta resina em um suporte bastante rigido e capaz de
ser utilizado em tanques agitados ou reatores de leito fixo. Outra importante
caracteristica desses suportes € que eles tém uma densa monocamada de grupos
epoxidos reativos e estaveis, em torno de 100mmol/g de suporte Umido - Mateo et al.,
2002. Assim, ligagbes intramoleculares muito intensas podem ser efetuadas entre a
enzima ja imobilizada e este suporte ativado.

2.5.2. IMOBILIZACAO MULTIPONTUAL DE ENZIMAS

Guisan (1988) propos a estabilizacdo de enzimas através do estabelecimento de
vérias ligagbes covalentes entre uma mesma molécula de enzima e o suporte solido, a
partir do controle rigoroso da intensidade do processo de multiinteracéo entre essas duas
estruturas rigidas. Desta forma, é possivel encontrar uma solugdo de compromisso que
resulte em ligagbes multipontuais intensas o suficiente para promover uma estabilizacgo
muito alta e, a0 mesmo tempo, suaves para ndo promover distor¢des significativas na
estrutura tridimensional da enzima e, portanto, preservar seu centro ativo. E igualmente
importante conhecer todas as varidvels que controlam a intensidade dessas ligacOes, a
saber: densidade superficial dos grupos reativos - quanto maior a densidade de grupos
aldeidos maior a possibilidade de formacdo de novas ligacBes amino-aldeido; pH -
determina a quantidade de grupos aminos livres na superficie da enzima, quanto maior o
pH maior a densidade desses grupos; tempo de contato enzima-suporte - deve ser longo
para favorecer a formacgéo de ligagOes adicionas entre as duas estruturas envolvidas e
temperatura - promove aumento nos movimentos vibracionais da enzima, tornando-a

mais flexivel e, assim, possibilitando novos alinhamentos corretos amino-aldeido, apés
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formacao das primeiras ligacdes. Nesse sentido, sempre que se seleciona solugdes de
compromisso para 0 hindmio atividade/estabilidade, obtémse enzimas altamente
estabilizadas e com baixa perda de atividade catalitica.

A utilizagdo de suportes porosos como silica, alumina e agarose tém permitido
superar um dos maiores inconvenientes do passado com relacdo a imobilizacdo
covalente multipontual: a auséncia de congruéncia geométrica entre a enzima e o
suporte. Neste caso, 0 enrijecimento de uma pequena parte da molécula de enzima (de
10 a 20%) seria trandadado para toda a sua estrutura tridimensional devido a fortes
interacdes entre todas as partes da molécula - Guisan, 1988.

A imobilizagdo multipontual de enzimas sobre suportes ativados com grupos
glioxil resulta na geracdo de vérias ligacBes entre os grupos aminos das lisinas da
enzima e os grupos aldeido gerados na superficie do suporte por ativacdo deste - Guisan
etal., 1992.

A escolha dos grupos aminos das enzimas para o processo de ligacéo
multipontual se deve, basicamente, a trés fatores. a maioria das proteinas apresenta
muitos residuos de lisina que, geralmente, ndo estdo envolvidos no sitio catalitico; os
grupos aminos sdo polares e estdo geralmente expostos ao meio aguoso na superficie da
proteina e, finalmente, quando estéo desprotonados sdo muito reativos - Guisan, 1988.
Os grupos adeidos do suporte parecem ser uma boa opgéo para 0 processo de
multiinteracd0 com 0s grupos aminos da enzima, pois ndo possuem grandes
substituintes no &omo de carbono que promovam impedimentos estéricos na reacéo
com aminas, sd0 muito estdveis e conferem ao suporte alto grau de ativacdo,
permitindo, quando necessario, que 0 processo de multiinteracdo enzima-suporte ocorra
por longos periodos. As bases de Schiff (CH=N-), ligaghes instaveis e reversiveis,
inicialmente formadas entre os grupos amino da enzima e os aldeidos do suporte podem
ser reduzidas a aminas secundérias estaveis e 0s grupos adeidos remanescentes podem
ser convertidos em hidroxilas inertes, por meio de reducéo com borohidreto de sodio. O
boridreto tem se mostrado bastante apropriado como agente redutor, pois sendo uma
molécula pequena, difunde facilmente para dentro da estrutura fechada formada pelas
bases de Schiff entre cada molécula de enzima e o suporte. Além disso, Blanco &
Guisan (1989) demonstraram que a reducdo feita em condi¢Bes étimas ndo exercia
efeitos deletérios a estrutura da enzima. A Figura 2.14 mostra o sistema de

imobilizago/estabilizagdo proposto por Guisén et al., 1992.
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Figura 2.14: Sistema de imobilizacao/estabilizacdo proposto por Guisan et al., 1992.
Ligacéo da enzima via seus grupos aminos a grupos aldeidos aliféticos moderadamente
separados da superficie do suporte.

2.6. TECNICAS DE SEPARACAO

2.6.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFI CIENCIA (HPLC)

A cromatografia liguida de alta eficiéncia € uma técnica desenvolvida para
produzir separacdes precisas de misturas complexas e oferecer separacdo de alta
resolucdo. Esta técnica nasceu essencialmente como uma técnica de separagdo, mas com
0S recursos gue ela apresenta atualmente, passou a ocupar um lugar de grande destaque
como técnica analitica qualitativa e quantitativa. Apesar de ser relativamente nova, a
técnica de HPLC pode ser empregada para determinacdo de substéncias cujas andlises
por outras técnicas sdo muito dificeis, demoradas ou mesmo impossivels, ou segja, é
capaz de redizar detecgOes t&o pequenas quanto 200pg de material - Bidlingmeyer,
1992. Basela-se na distribuicéo diferenciada dos componentes da amostra entre as fases
movel e estaciondria, ja que cada componente apresenta uma habilidade distinta em se
difundir através delas. A separacdo de proteinas, peptideos e aminoacidos emprega,
comumente, técnicas cromatogréficas onde predominam processos de interacdo
hidrofébica, formacdo de par idnico, exclusdo por tamanho e troca ibnica A
cromatografia de fase reversa € uma modaidade que se baseia em mecanismos de
interacdo hidrofdbica e utiliza como fase mével uma mistura agua/solvente organico
com polaridade maior que a da fase estacionaria. O processo cromatogréfico pode ser

representado como ilustrado na Figura 2.15.
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Figura 2.15: Representacdo esguematica de um processo cromatogréfico
(Bidlingmeyer, 1992).

2.6.1.1. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO POR TAMANHO
(ANALISE DE PEPTIDEOS)

A cromatografia em gel € baseada na penetracéo de moléculas do soluto dentro
de peguenos poros de particulas empacotadas com base no tamanho molecular e tipo de
mol écul as de soluto.

O empacotamento para cromatografia de exclusdo por tamanho consiste de
peguenas particulas poliméricas ou de dlica (@10mm), contendo uma rede de poros
uniformes para os quais as mol éculas de soluto e solvente podem difundir, enquanto nos
poros as moléculas sdo efetivamente aprisionadas e removidas do fluxo da fase mével.
O tempo médio de residéncia depende do seu tamanho efetivo. Moléculas que sdo
significativamente maiores que o tamanho médio dos poros de empacotamento séo
excluidas e entdo, ndo sofrem retencdo, ou sgja, passam através da coluna numa taxa
igual a da fase movel. Moléculas menores que 0s poros podem penetrar através do
labirinto de poros e, entdo, serem aprisionadas por mais tempo, sendo as Ultimas a
serem eluidas. Entre estes dois extremos estdo as moléculas de tamanho intermediario,
cuja penetracdo média nos poros depende dos diferentes didmetros

As colunas poliméricas e de silica sGo normamente utilizadas em
cromatografia de exclusdo por tamanho. As colunas poliméricas sdo usadas nas andlises
de polimeros sintéticos e plasticos onde solventes organicos sdo requeridos. Colunas
baseadas em silica com fases ligadas hidrofilicas sdo0 usadas para separar solucdes
aquosas de macromoléculas. Estas colunas também estdo disponiveis para separacdo de

polissacarideos e proteinas.
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2.6.1.2. CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA
(ANALISE DE AMINOACIDOS)

Na cromatografia de troca i6nica a fase estacionéria é atamente carregada. Os
solutos presentes na fase méve (da propria fase mével ou de amostras injetadas) e com
cargas contrarias a ela sdo seletivamente adsorvidos. Os solutos adsorvidos podem ser
subseqiientemente eluidos por deslocamento com outros ions, com mesmo tipo de
carga, porém com maior forca de interacdo com a fase estacionaria.

A forca motriz deste tipo de cromatografia consiste nos diferentes graus de
afinidade eletrostatica entre o trocador e os iors da fase movel. De acordo com este
método, a separacdo de materiais se baseia na adsor¢do reversivel e diferenciada dos
ions da fase mével pelo grupo trocador da matriz.

O mecanismo da a¢do de um trocador iGnico esta ilustrado na Figura 2.16. Em
(8), A* e B* s3p 0s materiais a serem separados e o trocador catidnico esta em
equilibrio com o eluente inicial contendo os fons X'. Quando determinada quantidade
de tais amostras é colocada em contato com o trocador, ocorre adsorcdo destas e
liberagdo de uma quartidade equivalente de ions X*, anteriormente ligados a matriz (b).
Apbs a adsorcio, aplica-se um segundo eluente contendo fons Y* com maior afinidade
pelos grupos trocadores da matriz. Estes fons provocardo a liberagdo da substancia A",
mais fracamente ligada & matriz que a substancia B>* (c). Passando-se a seguir o terceiro
eluente, contendo ions Z* com afinidade ainda superior pela matriz, ocorrera a liberagéo
da substancia B** e, assim, a separacdo dos materiais A" e B> (d). O efeito dos fons de
maior ainidade com relagdo a X', ou sgja, Y' e Z', pode também ser conseguido via
aumento da concentragdo deste, alterando-se assim, o equilibrio entre as fases mével e
estacionaria - Spadaro, 1995.
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Figura 2.16: Esquema do mecanismo de troca idnica. A" e B** s3o materiais a serem
separados. X, Y* e Z" sfo ions contidos nos eluentes 1, 2 e 3, respectivamente.
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Para que a coluna possa ser novamente utilizada ela precisa ser regenerada, ou
sgja, ser equilibrada com o eluente inicial. Neste caso, os ions do eluente tém uma
menor afinidade pelo trocador da matriz, mas a condicdo de equilibrio € acancada
fazendo-se passar pela coluna um volume de eluente de 510 vezes maior que sua
capacidade. Assim, € possivel ocorrer a troca de ions, eliminando aqueles contidos nos
eluentes anteriormente utilizados. Desta forma, o grau de afinidade é superado pela
maior concentracao de ions (e).

A andlise de aminoéacidos requer, além da separacdo destes através de uma
coluna cromatogréfica apropriada, derivatizacdo das substéncias, pois apenas
fenilalanina e triptofano absorvem luz significativamente. Dessa forma, séo realizadas
reacOes dos aminoacidos com reagentes com alta capacidade de absorcdo (geralmente
ninidrina e OPA) de modo a se fazer a deteccdo dessas substancias antes ou gds sua

separacdo na coluna (derivatizacdo pré ou pés-coluna).

2.7. REDESNEURAIS

As redes neurais serdo apresentadas de maneira geral, ja que foram aqui
utilizadas apenas como uma ferramenta genérica para interpolacéo de dados.

Em meados da década de quarenta surgiram os primeiros estudos no campo
das redes neurais artificiais (RNAS). No ano de 1943 o neurobiologista McCulloch e o
estatistico Pitts publicaram as primeiras informacdes sobre a neuro computacéo,
sugerindo a construcdo de uma méaquina baseada ou inspirada no cérebro humano. A
idéia inicial era smular a atividade neural humana, definindo componentes 16gicos
similares aos neurbnios naturais. Estes pesguisadores foram 0s primeiros a propor o
conceito de um neurdnio como sendo uma unidade de processamento que recebia véarios
estimulos de entrada e gerava um sinal baseado no resultado do somatério de tais
estimulos.

Um modelo baseado em Redes Neurais €, essencialmente, empirico, diferindo
de modelos construidos a partir de principios basicos (equacbes de balanco em
processos quimicos ou fisicos). Por isso, as redes neurais necessitam de muitos dados
pararesolver problemas complexos.

Em linhas gerais, uma rede neural € uma estrutura de processamento de
informacdo composta de nos ou elementos de processamento, associados a pesos. Os

nos s80 conectados uns aos outros através de arestas que funcionam como caminhos de
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conducéo instantanea de sinais em uma unica direcdo, de forma gue seus elementos de
processamento podem receber qualquer nimero de conexdes de entrada e qualquer sinal
se propaga por todos eles de forma a aterar- 1hes os pesos.

A maioria dos modelos de redes neurais possui alguma regra de treinamento
onde 0s pesos de suas conexdes sao gjustados de acordo com os padrfes apresentados,
ou sga, elas aprendem através de exemplos. Arquiteturas neurais sdo tipicamente
organizadas em camadas, com unidades que podem estar conectadas as unidades da

camada posterior - Figura 2.17.

Figura 2.17: Estrutura organizaciona de uma rede neura em camadas.
http: //mww.din.uem.br/ia/neurais/#indice

Em teoria, a rede tera tantos nds quanto mais precisa for a resposta desgjada a
um estimulo externo. Ela deve ser treinada sobre o problema em questéo e para isso lhe
serdo fornecidos dados de entrada e implementadas propagacOes de forma que a
alteracdo dos pesos ao longo da rede forneca uma saida compativel com a resposta
conhecida agquele estimulo pré-determinado. Desta forma, os pesos sdo balanceados, ou
otimizados, até obter um padrdo de respostas aos estimulos, compativel com aquele que
Se conhece.

Os passos necessarios para 0 desenvolvimento de aplicagfes utilizando redes

neurais artificiais podem ser resumidos como segue:

1 e 2. Coleta de Dados e Separacdo em Conjuntos
Os dois primeiros passos do processo de desenvolvimento de redes neurais

artificiais sdo a coleta de dados relativos ao problema e a sua separacdo em um conjunto
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de treinamento e um conjunto de testes. Esta tarefa requer uma andlise cuidadosa sobre
0 problema para minimizar ambiguidades e erros nos dados.

Normamente, os dados coletados so separados em duas categorias. dados de
treinamento, que serdo utilizados para o treinamento da rede e dados de teste, que seréo
utilizados para verificar seu desempenho sob condicdes reais de utilizacdo. Além dessa
divisdo, pode-se usar também uma subdivisdo do conjunto de treinamento, criando um
conjunto de validacdo, utilizado para verificar a eficiéncia da rede quanto a sua
capacidade de generalizacdo durante o treinamento, e podendo ser empregado como
critério de parada do treinamento.

Determinados estes conjuntos, eles sdo geralmente colocados em ordem
aleatéria para prevencao de tendéncias associadas a ordem de apresentacéo dos dados.
Além disso, pode ser necessario pré-processar estes dados, através de normalizagoes,
escalonamentos e conversdes de formato para torna-los mais apropriados a sua
utilizacéo pelarede.

3. Configuracéo da Rede

O terceiro passo é a definicdo da configuracéo da rede, que pode ser dividida
em trés etapas:

a) Selecdo o tipo de rede neural apropriada a aplicacao;

b) Determinacdo da topologia da rede a ser utilizada - nUmero de camadas,
nuimero de unidades em cada camada, etc;

c) Determinacéo de parametros do algoritmo de treinamento e funcbes de
ativacdo. Este passo tem um grande impacto no desempenho do sistema resultante.

A definigdo da configuragéo de redes neurais ainda pode ser considerada uma

"arte”, pois requer grande experiéncia do usuério.

4. Treinamento

O quarto passo é o treinamento da rede. Nesta fase, seguindo o agoritmo de
treinamento escolhido, serfo ajustados os pesos das conexdes. E importante considerar,
nesta fase, alguns aspectos tais como a inicializagdo da rede, 0 modo de treinamento e o
tempo de treinamento.

Quanto ao tempo de treinamento, vérios fatores podem influenciar a sua
duragdo, porém sempre serd necessario utilizar algum critério de parada. O critério de

parada do algoritmo backpropagation ndo é bem definido, e geralmente é utilizado um
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numero maximo de ciclos. Mas, devem ser consideradas a taxa de decréscimo do erro
médio por ciclo e a capacidade de generalizacdo da rede.

O treinamento deve ser interrompido quando a rede apresentar uma boa
capacidade de generalizacdo, quando a taxa de erro for pequena e este for
suficientemente menor que um erro admissivel. Assim, deve-se encontrar um ponto

6timo de parada com erro minimo e capacidade de generalizacdo maxima.

5. Teste

O quinto passo € o teste da rede. Durante esta fase o conjunto de teste é
utilizado para determinar o desempenho da rede com dados que n&o foram previamente
utilizados. O desempenho da rede, medido nesta fase, € uma boa indicacdo de seu

desempenho redl.

6. | mplementacdo

Finalmente, com a rede treinada e avaliada, ela pode ser integrada em um
sistema do ambiente operacional da aplicacéo.

Pelo que foi exposto, uma das caracteristicas mais importantes das redes
neurais € sua capacidade de aprendizado, ou sgja, a possibilidade de estabelecer, de
forma precisa, relagbes complexas ertre diversas varidveis numéricas, sem que sgja
imposto qualquer modelo preconcebido. Desta forma, no ritmo em que se faz intensa
pesguisa sobre o0 assunto, as aplicagdes das redes neurais vém se disseminando

amplamente em um prazo relativamente curto.

2.8. CINETICA DA HIDROLISE DASPROTEINAS DO SORO

O termo cinética pode ser definido como sendo o estudo da velocidade da
reecd0 e como ela sofre ateragbes em resposta a mudancas nas condigcdes
experimentais. Esta € a maneira mais antiga de estudar os mecanismos enzimaticos e
ainda hoje permanece muito importante.

Os fatores que influenciam a velocidade de uma reacdo enzimética sdo a
temperatura, o pH, a concentracdo de substrato e a concentracdo de inibidores. Quanto
maior a temperatura maior sera a velocidade da reacdo, até que sgja atingida a
temperatura 6tima de acdo da enzima. A partir dessa temperatura, a enzima sofre

desnaturacdo e, portanto, a velocidade da reacdo volta a diminuir. Asssm como ocorre
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com atemperatura, existe também um pH 6timo onde a distribuicéo das cargas el étricas
no sitio ativo € ideal para a catalise. Para valores de pH acima ou abaixo do 6timo,
também é possivel observar reducéo na velocidade da reacdo. Com relacdo ao efeito da
concentracdo do substrato € geralmente aceito que as reagdes enzimaticas norma mente
seguem o modelo de Michaelis-Menten.

A cinética da hidrdlise das proteinas do soro de queijo catalisada por tripsina
soltvel ja foi estudada por Custodio (2001) e mostrou seguir modelo de Michaelis-
Menten. Este fato, porém, ndo foi observado quando esta mesma reacdo hidrolitica foi
catalisada pela enzima quimotripsina - Vorob'ev et al., 1994. O mecanismo no qual se
baseou 0 modelo de Michaglis-Menten foi proposto por Brown e teve sua formulacéo
feita através de um brilhante tratamento matemético dado por Henri, real autor da
equacdo fregientemente atribuida a Michaelis e Menten, que reconheceram gue seus
propositos foram apenas fornecer evidéncia experimental a0 modelo matemético
formulado por Henri - Schulz, 1994. O mecanismo proposto por Brown (uma sd enzima

e um so substrato) foi:

Ky

K
E+S=—ES —E+P

K.

Onde: E é a concentracdo de enzima; S a concentracéo de substrato; ES a concentracéo
do complexo de transi¢do enzima-substrato e P o produto da reagéo.

O tratamento matematico que se apresenta a seguir foi dado por Briggs e
Haldane (Schulz, 1994), que ao formular a hipétese de estado pseudo-estaciondrio,
permitiu que fosse obtida uma formulagdo mais geral da equacdo. A formulacéo de
Henri, que utiliza a hipétese de equilibrio rapido para justificar que a concentragdo do
complexo ES permanece constante ao longo da reacdo, sO torna a equacdo aplicavel a
sistemas onde a velocidade de decomposicdo do produto sgja muito menor que a
decomposicdo do complexo para regenerar E + S. Outras hipGteses sd0 S >> E e
decomposicdo do complexo em E + P irreversivel (ou tomada de velocidades iniciais,
situacdo onde a concentracéo de produto é muito baixa e assim também a velocidade da
reacdo reversa também o é). Obtémse, assim, uma expressdo matemética para a
variacdo da velocidade da reagdo com a concentragdo de substrato. A curva que
representa esta equacdo tem a mesma forma geral para a grande maioria das enzimas
(hipérbole retangular) e pode ser expressa agebricamente pela Equacdo de Michadlis-
Menten (Eq. 2.1):
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V=V, >

. Eg. 2.1
xS (Eg. 2.1)

Onde: V é a velocidade de consumo de substrato; Vmax € a velocidade maxima de

consumo do substrato; S é a concentracdo de substrato e Ky, a constante de Michaelis-

Menten.
Osvalores de Ky, € Vinax S80 dados por: Km = % (Eq. 2.2)
Viax =K, [ E] (Eq. 2.3)

O vaor da constante K, é caracteristico e nos fornece um parédmetro da
especificidade de uma determinada enzima em relacdo a um substrato especifico. O
paréametro Vi indica a velocidade limitante de uma reagdo catalisada por uma enzima
nas condicbes de saturacdo. O parametro K, também chamado ndmero de turnover,
indica 0 nimero de moléculas de substrato que sdo convertidas em produto por uma
unica molécula de enzima em uma dada unidade de tempo, quando a enzima esta
saturada com o substrato - Lehninger & Cox, 2000.

Uma forma precisa de se obter as velocidades de reacdo para diferentes
concentracdes de substrato € através do método das velocidades iniciais. Nesta
abordagem, as velocidades iniciais s medidas para tempos reacionais curtos
(aproximadamente cinco minutos de reacdo), ou Sga, neste periodo apenas a
concentragdo inicial de substrato estara influenciando a medida da velocidade. Nesse
caso, mesmo que hagja inibicdo pelos produtos da reacdo ou que esta sgja reversivel, no
curto tempo de reagcdo considerado as concentragfes dos produtos serdo muito pequenas
e poderdo ser desprezadas, assim como a velocidade da reacdo reversa, podendo-se
considerar que o modelo classico de Michaelis-Menten representa bem a influéncia da
concentragcdo do substrato na velocidade da reacdo. O aumento da concentracdo dos
produtos (oligopeptideos gerados pela hidrélise de ligacdes peptidicas catalisadas por
proteases, por exemplo) em funcdo do tempo, determinado para curto intervalo de
tempo, permite a determinacéo da velocidade inicial da reacdo para cada concentracéo
inicial de substrato, obtida a partir do coeficiente angular da reta ajustada aos pontos de
concentracdo de produto em funcéo do tempo. Conhecido o modelo cinético da reacéo,
0s par@metros cinéticos podem ser obtidos gjustando-se esse modelo, Michaglis-
Menten, por exemplo, aos pontos experimentais de velocidade inicial em funcéo da

concentragdo do substrato. Os vaores dos parametros Viux € Km que conduzirem ao
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melhor gjuste do modelo aos pontos experimentais serdo aceitos como as melhores
estimativas.

Cada sistema enzima-substrato apresenta valores caracteristicos de velocidade
de reacdo (expressa em termos dos parametros cinéticos Vmax € Km) para condicles
especificas de pH, temperatura e concentracdo de substrato. No caso de sistemas
operando com enzimas imobilizadas, a concentragdo real de substrato no interior dos
poros, em torno da enzima imobilizada, pode ser menor que a observada em torno da
enzima livre em sistemas homogéneos, devido a atrasos difusionais no transporte do
substrato através da camada estagnada que circunda o suporte e/ou através do poro
deste. Além disso, esses valores caracteristicos obtidos para a enzima livre podem ainda
mudar com a imobilizacdo devido a ateractes na estabilidade da enzima por mudancas

conformacionais desta, efeitos el etrostéticos ou de particéo, etc.

2.8.1. PRESENCA DE INIBIDORESNO MEIO REACIONAL

Como ja anteriormente comentado, a determinacdo da cinética enzimética
através do modelo de Michaglis-Menten, feitas as devidas suposicBes, é plenamente
possivel e relativamente simples. No entanto, a medida que os sistemas vao se tornando
um pouco mais complexos, a determinagdo da cinética ird requerer um tratamento mais
detalhado e rigoroso. Este € o caso tipico de sistemas nos quais sdo observados efeitos
inibitérios, ou sga, sistemas onde estédo presentes agentes que interferem na reacao,
reduzindo sua velocidade. Exemplos tipicos da cinética de Michaelis-Menten com
inibicdo pelo produto, pelo substrato e pelo produto e substrato simultaneamente sdo

representados pelas equagtes 2.4, 2.5 e 2.6, respectivamente.

K &+~ s
Ki g
o VoS (Eq. 2.5)
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Vo * S (Eq. 2.6)
|

Os inibidores podem ser irreversiveis ou reversiveis. Estes Ultimos podem ser
classificados como competitivos, ndo-competitivos e acompetitivos, de acordo com
influéncia que exercem na velocidade inicial da reagéo.

A inibicBo competitiva caracteriza-se pela competicdo entre o inibidor e o
substrato pelo sitio ativo da enzima. Enquanto este agente se mantém ligado a enzima
ndo ocorre reacdo, pois ele impede a formagdo do complexo enzima-substrato. Neste
tipo de inibicdo o vaor de K, aumenta e Vpax permanece constante, embora a
concentracdo de substrato necessaria para se atingir qualquer fracdo de Vimax Seja maior
comparada aguela da reagdo na auséncia de inibidor. A Figura 2.18 ilustra

esquemati camente 0 mecanismo de inibigdo competitiva.

Inibigao Competitiva

|E+8 == £8 — E+P|
Praduto

Substrato.

Enzima

Figura 2.18: Representacdo esquemética do mecanismo de inibig¢do competitiva
(Lehninger & Cox, 2000).

Na inibicdo ndo-competitiva o inibidor se liga a um sitio diferente daquele ao
qual o substrato ira se ligar. Neste processo, pode ocorrer deformacdo da estrutura da
enzima, impedindo que o substrato se aoje perfeitamente em seu sitio ativo, ou mesmo
ocorrendo, impede que a formacdo de produtos ocorra na velocidade normal. Esta
inibicdo ira produzir reducdo em Vi, mas a afinidade da enzima pelo substrato ndo
sofrera alteracdo, ou sgja, ndo havera ateracdo ro parametro Ky,,. A Figura 2.19 ilustra

esguemati camente 0 mecanismo de inibicdo ndo-competitiva.
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Inibicao Nao-Competitiva

E+l = El Enzima E+5 == E5 —= E+F
K -

.-‘ —Substrate  Produto
Xy

Inibidar-,

>

I Tryp———
]

Figura 2.19: Representacdo esquematica do mecanismo de inibicdo ndo-competitiva
(Lehninger & Cox, 2000).

A inibicdo acompetitiva caracteriza-se pela formacdo de um complexo ES, ou
sgja, pela ligagdo do inibidor a0 complexo ES iniciamente formado. Neste processo,
qualquer gue sgja a concentracdo de substrato havera sempre uma forma improdutiva
(complexo ES), reduzindo-se assim a velocidade maxima da reacdo. O valor do
parametro K, também diminui, pois parte do complexo produtivo ES € consumido na
formacdo do complexo improdutivo. A Figura 2.20 ilustra esguematicamente o

mecanismo de inibicdo acompetitiva.

Inibigde Acompetitiva
Produta —%
3.4

[
| i

i
[E¥S== ES — E+P

«
Substrato u.s /

Figura 2.20: Representacdo esquemética do mecanismo de inibi¢do acompetitiva
(Lehninger & Cox, 2000).

2.8.2. EFEITOSDIFUSIVOS

A cinética observada da enzima imobilizada pode néo estar sendo governada
apenas por interagdes entre a enzima e o substrato, mas pode também estar sendo
limitada pela taxa de difusdo do substrato a superficie do suporte ou, internamente, por
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entre os poros do suporte. Nesse caso, a concentracdo real de substrato que esta em
equilibrio com a enzima imobilizada (sistema heterogéneo) é menor que a que haveria
caso reagente e catalisador fossem solUveis (sistema homogéneo), conseqlientemente, a
velocidade de reacdo do sistema contendo enzima imobilizada (velocidade real) é menor
do que a velocidade do sistemalivre.

Efeitos difusivos externos surgem quando a velocidade de difusdo do substrato
na camada estagnada gque envolve a particula porosa onde esta imobilizada a enzima é
compardvel a velocidade intrinseca da reacdo. Esse efeito pode ser minimizado
aumentando-se a velocidade do fluido de modo a diminuir a espessura dessa camada, e,
consequientemente, o tempo de difusdo. Quando o catalisador esta imobilizado na area
interna de uma particula porosa, podem surgir também efeitos difusionais intraparticula,
em funcdo da necessidade do substrato de se difundir no interior desses poros para
encontrar a enzima imobilizada e so entdo reagir.

Na difusdo interna apenas a fracdo do catalisador ocupada pelo fluido que
preenche os poros esta disponivel para difuso, fracdo quantificada pela porosidade do
suporte; a geometria do poro é complexa e ndo uniforme, aumentando o caminho a ser
percorrido; as moléculas de substrato e o0 poro do catalisador podem ter tamanhos
similares, o que causa restricdo da difusdo, diminuindo a velocidade de difusdo em
relacéo & molecular, que ocorre na camada estagnada. Tais efeitos sdo incorporados na
difusividade efetiva (D, - Eq. 2.7).

ep )
Deff = DA X—t (Eq. 2.7)

onde:
- D, eodidmetro daparticula;
- e, @ aporosidade do suporte;
- s éofator de constricgdo: depende darazéo entre amaior e amenor area do poro;

- 1 é atortuosidade: raz&o entre o caminho real que uma molécula percorre entre

dois pontos no interior do poro e 0 menor caminho entre esses dois pontos.

Na difusdo externa, difusdo no filme e reacdo na superficie da particula séo
fendbmenos que ocorrem em série; na difusdo interna, difusdo e reagdo ocorrem

simultaneamente no interior da particula, com a velocidade de reacéo sendo funcéo do
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didmetro da particula. Assm, a velocidade global aparente € uma velocidade média
obtida pela integracéo da velocidade ao longo do raio do suporte.

Uma forma de se avaliar se 0 processo enziméatico € regido ou ndo por efeitos
difusivos intraparticula refere-se ao célculo da efetividade interna (h;), que relaciona a
velocidade real da reacdo (com a enzima imobilizada) com aquela que deveria ser
obtida na auséncia de efeitos difusivos (como se a enzima estivesse livre). Assm, para
h; << 1, temse que a velocidade real do sistema é muito menor que a velocidade
tedrica; logo, ha resisténcia difusional limitando o consumo do substrato (paréametros
cinéticos aparentes). Parah; = 1 ndo sdo observados efeitos difusivos limitando a reacéo
(pardmetros cinéticos inerentes).

A estimativa de h; pode ser feita usando correlagcdes experimentais entreh; e o
adimensional f (modulo de Thiele), visto que h = f(f ) - Figura 2.21. Dependendo da
cinética da reacdo, diferentes combinagdes de varidveis podem ser usadas para o
maodulo de Thiele, como mostram as equactes 2.8 € 2.9 - Blanch & Clark, 1997.

- Parareacéo de ordem n:
8 % %C.)"8"
fn = Rp e——b— : : (Eq 28)
& D«
- Paracinética de Michaelis-Menten (esfera):
. 1/2 2
f=Rog Vma o0 gz _Rb o Vi (Eq. 2.9)
3 @km )Deff 8] 9 km >Deff

Problemas difusionais ocorrem em conseqliéncia de atrasos no transporte de
substrato para o interior da particula, fazendo com que a concentracdo de substrato no
interior sgja menor que a concentracdo de stbstrato na superficie. Assim, quando a
velocidade intrinseca ndo depende da concentracéo de substrato (ordem zero) € porque
este esta em grande excesso e, neste caso, bs >>1 (b= Cs/K,,). A ndo ser quef sgja muito

grande, ou sgja, Vimax muito maior que D, (reagdo extremamente rapida), mesmo que a

concentracdo do substrato sgfa menor no interior da particula pode ser que ele ainda
esteja em excesso relativamente a Ky, fazendo com que a efetividade se mantenha

proxima de 1.
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Figura 2.21: Fator de efetividade interno (h;) em funcdo do médulo de Thiele (f ), para diversos
valores de concentracéo de substrato adimensiona b= Cs/K .

Quanto menor a concentragdo do substrato, mais importantes se tornam 0s
efeitos difusionais, pois a velocidade da reagdo se torna muito sensivel a variagBes na
concentracdo do substrato. A Figura 2.21 mostra como esse fato implica que para
mesmos vaores de modulo de Thiele a efetividade diminui com a diminuicdo de b.
Deste modo, altos valoresde f significam reag&o rapida e/ou difusdo lenta e diminuigdo
da efetividade com a diminuicdo de b; baixos vaores de f significam reacéo lenta e/ou

difusdo répida, com h » 1 para qualquer b.

2.8.3. MODELOSCINETICOS

A grande maioria dos trabalhos publicados relacionados a hidrdlise enzimética
de proteinas limita-se a buscar condigdes operacionais 6timas para a producdo industrial
de hidrolisados. No entanto, poucas publicagdes abordam o estudo cinético da reagdo
com o intuito de obter uma equacdo de velocidade em funcéo das variaveis do processo
gue permita dimensionar o reator correspondente e também um maior entendimento e
controle do processo hidralitico. Isto pode ser devido fundamentalmente a duas razdes.
complexidade da reacdo (ruptura simultanea de enlaces de distinta reatividade, produtos
que ainda representam substrato para 0 processo, inibicdo e desativagdo da enzima, €tc)
e sua importancia econdémica, que determina um maior interesse pelo desenvolvimento e

patenteamento de processos comerciais - GonzélezTello et al., 1994.
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Mihalyi & Harrington (1959) e Mihalyi & Godfrey (1963) - citados em Margot
et al., 1997 - estudaram, respectivamente, a extensdo das reacbes de hidrélise da
miosina e do fibrinogénio catalisadas por tripsina, em termos do consumo de base
obtido utilizando o método do pHstato. Estudos similares também foram desenvolvidos
por Archer et al. (1973) - citagdo feita em Margot et al., 1997 - para a hidrdlise de
proteinas de peixe parcialmente solUveis e mais recentemente, Galvao e colaboradores
(2001) também estudaram a hidrélise de proteinas do soro de queijo com tripsina
soltvel utilizando esta mesma técnica

Marquez & Vazquez (1999) citam gue o grande nimero de ligacdes peptidicas
rompidas, tanto em série quanto em paralelo, durante a hidrdlise enzimética da maioria
das moléculas poliméricas representa uma limitagdo natura & possibilidade de
estimativa de par@metros cinéticos basicos. Este é um problema geral no
estabelecimento de model os cinéticos para a hidrélise de substratos macromoleculares.

A hidrdlise de peptideos de cadeia curta pode seguir uma cinética enzimatica
simples, mas a protedlise de proteinas ou misturas protéicas que ocorrem naturalmente
recai em modelos complexos de velocidade - Margot et al., 1997. Dese modo, se o
modelo cinético € muito simples, sua representacdo inadequada do mecanismo red
limitara sua aplicabilidade geral, enquanto que um modelo muito complexo ndo pode
ser analisado estatisticamente com precisdo suficiente a partir de simples ensaios
cinéticos - Marquez & Véazquez, 1999. Para superar estes inconvenientes, equacdes de
velocidade empiricas simples podem ser aplicadas para expressar curvas de hidrdlise,
obtendo-se dai, muitas informagoes.

Marquez & Vézquez (1999) também mostraram que cuvas de hidrélise de
proteinas catalisadas por enzimas em solucdo podem ser modeladas por uma egquagao

empiricarelativamente simples da qual os parametros cinéticos podem ser deduzidos:

d(thH) =a* exp[ - b* (GH)] (Eq 210)

onde GH representa o grau de hidrdlise, definido segundo Adler-Nissen, 1986. A
influéncia da concentracéo de substrato e da concentracéo de enzima nos parametros a e
b foi investigada: o parametro a mostrou clara dependéncia tanto com a concentracéo
inicial do substrato quanto com a concentracdo inicial de enzima, enquanto que o
pardmetro b praticamente ndo sofreu alteracdo, sendo considerado constante e
independente dessas variavels. Esta equacdo cinética pode ser assumida se a hidrélise é

modelada como uma reacdo de ordem zero com simultanea inativacdo de segunda
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ordem da enzima. Este modelo cinético concorda com dados publicados em trabalhos
anteriores sobre cinética da hidrélise enzimética para outras proteinas animais e
vegetais. Isto sugere que a mesma equacao cinética € aplicavel para diferentes
substratos e condigdes operacionais.

A principal caracteristica da cinética da hidrélise catalisada por proteases
parece ser a inibicdo pelos peptideos formados bem como a inativagdo da enzima por
autolise. Alguns modelos propostos por Margot et al. (1997) sdo capazes de fornecer
uma boa descricdo dos dados sob condices experimentais diversas. A conversdo de
substratos heterogéneos como, por exemplo, proteinas, requer preferencialmente a
utilizac&o de proteases solUveis, pois assim, evita-se severos problemas de transferéncia
de massa intra-particula. No entanto, o bindmio custo/inativacdo da enzima ao longo do
tempo deve ser levado em consideracdo. Esses autores utilizaram dados de hidrdlise das
proteinas do soro a 55 C, concentracdo inicial de substrato constante, pH 7,3 e diferentes
relacdes enzima-substrato para pesquisar modelos matematicos capazes de descrever a

cinética desta reacdo. A seguir, estdo listados alguns dos model os pesquisados:

aX _ a3 Eqg. 2.11
@ @r? C e
d
d_>t( = g azexp(- aot) + azasexp(- agt) (EQ- 2-12)
X _afa,+ [az +azay +(a48s - azay)exp(- agt)] - ad), (Eq. 2.13)
dt [1+ay - azexp(- ast)]
S OX _ 1S (a4 - X) (Eq. 2.143)
Bo dt  a,+Sy(ay- X)+2a3S5(X - Xo)(ag- X)
a, =1 (Eq. 2.14b)
?j_)t(: al%exp(- arX) (Eq 215)
Sy

onde,

=>» X éa conversio de proteinas solGveis;

2a, =k,'=k e = Constante apar entedevel ocidade
1 2 2 Kk

ic~ ®™m

o
=> a = k,,'=kq, ::'C—SO = Constanteaparentede Michaelis- Menten;
ic™ m

> a3 =K', a4 = Xg; X ® Frag@ode proteinasol(vel;
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=> E, ® Concentragiodeenzima; §; ® Concentragdoinicial desubstrato;

= t® Tempo(min).

O modelo representado pela Eq. 2.15 mostrouse facilmente adaptavel para
sistemas com forte inibicdo pelo produto e baixas velocidades de desativacdo do
catalisador, sendo uma de suas principais caracteristicas a presenca de apenas dois
parametros.

Com base no que foi exposto no decorrer deste item (2.8.3), pode-se inferir que
a complexidade do sistema em questdo indicard o tipo de modelo que melhor

representara a cinética da reagcdo estudada, se empirico ou fenomenol ogico.
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3. MATERIAISE METODOS

Neste item serdo apresentados os materiais utilizados no desenvolvimento

experimental deste trabalho, bem como a metodol ogia empregada paratal.

3.1. MATERIAIS

O soro de quejo foi o principa material utilizado neste trabalho, mas
enzimas, substratos, suportes, padrdes de aminoéacidos, peptideos e proteinas, além de

diferentes reagentes também foram materiais aqui utilizados.

3.1.1. ENZIMAS

Tripsina (EC 3.4.21.4) do pancreas bovino, tipo |1, dialisada, liofilizada e livre
de sais foi adquirida da Sigma Chemical Co. Tripsinalivre de sais foi gentilmente doada
pela Novo Nordisk Biolndustrial do Brasil.

Quimotripsina (EC 3.4.21.1) do péncreas bovino, tipo Il, trés vezes
cristalizada a partir do quimotripsinogénio quatro vezes cristalizado, liofilizada e livre
de saisfoi adquirida da Sigma Chemical Co.

Carboxipeptidase A (EC 3.4.17.1) do pancreas bovino, tipo |l e suspensa em
solucéo aquosa de tolueno foi adquirida da Sigma Chemical Co.

3.1.2. SUBSTRATOS

Na dosagem da atividade das proteases sollveis e imobilizadas sobre glioxil-
agarose ou quitosana foram utilizados os seguintes substratos sintéticos: N-benzoil-L-
arginina-p-nitroanilida (BApNA) paratripsing, adquirido da Bachem Feinchemikalien, e
N-benzoil- L-tirosina-etil-éter (BTEE) para quimotripsina, adquirido de Sigma Chemical
Co. Na determinacdo da atividade da tripsina imobilizada sobre sepabeads foram
utilizados BApNA e caseina adquirida da Sigma Chemical Co.

A aividade proteolitica das enzimas tripsina e quimotripsina solUveis ou
imobilizadas em glioxil-agarose, quitosana ou sepabeads foi medida utilizando-se soro
de queijo, gentilmente doado pela Cooperativa de Laticinios Sdo Carlos, ou caseina

comercial.




Capitulo 111 - Materiais e Métodos 59

3.1.3. SUPORTES

Os suportes empregados naimobilizacdo das proteases foram:

- Sepabeads (FP - Series (SS 1P 0207/70)) - gentilmente doado por Resindion
SRL, Mitsubishi Chemical Corp.;

Quitosana - gentilmente doada pela Universidade Federal do Ceara (UFC) na
forma de pd, devidamente solubilizada com &cido acético 5% e coagulada em solucéo
de NaOH 0,1 ou 1IN;

Gel de agarose 6B-CL (6% de ligacbes cruzadas) adquirido da Amersham
Phrmacia Biotech AG foi previamente ativado com glicidol (2,3-epoxi-1-propanol) e, a
seguir, oxidado com periodato de sodio (NalOy).

3.1.4. PADROESDE AMINOACIDOS, PEPTIDEOSE PROTEINAS

Padrdes de aminoécidos (Asp, Thr, Asn, Ser, Glu, Gly, Ala, Cys, Va, Met,
lleu, Leu, Tyr, Phe, His, Trp, Lys e Arg) e solucdo padrdo de aminoécidos (com
norleucina, taurina, acido cistéico e cloreto de aménio incluidos) foram adquiridos da
Sigma Chem. Co. e utilizados na calibracdo da coluna de troca iénica (Shim-pack
Amino-Na, Shimadzu) empregada na andlise de aminoacidos dos hidrolisados de
proteinas do soro de queijo por HPLC (Shimadzu - Kyoto, Japéo).

Padrbes de proteinas e peptideos (soro abumina - MM 67.000Da; b-
lactoglobulina -MM 18.000Da; a-lactoalbumina - MM 14.400Da; [GIn]-Neurotensin -
MM 1.672Da; Angiotensin Il - MM 1.046,2Dg; [Sar]-Angiotensin Il - MM 1.002,2Da e
Leucine Enkephalin - MM 555,6Da) foram adquiridos da Sigma Chem. Co. Insulina
regular humana (BioHulin®) - MM 5.000Da - foi adquirida da Biobrés (Brasil). Todos
esses padroes foram utilizados na caibracdo da coluna de exclusdo por tamanho
(Superdex Peptide HR 10/30, Amersham Pharmacia Biotech AB) empregada na andlise
de peptideos por cromatografia liquida.

3.1.5. REAGENTES

Todos os reagentes utilizados foram de grau anditico P.A. de diferentes

marcas comerciais.
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3.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.2.1. DOSAGEM DE ATIVIDADE ENZIMATICA

3.2.1.1. TRIPSINA

A atividade da tripsina solUvel ou imobilizada foi dosada acompanhando-se o
aumento da absorbéancia que ocorre durante a hidrélise do substrato sintético N-benzoil-
L-arginina-p-nitroanilida em espectrofotdbmetro a 405nm e 25°C. Esta metodologia foi
desenvolvida pela pesquisadora durante realizagdo e estégio de trés meses no CSIC-
ICP-Madri e apresenta vantagens frente a0 método descrito por Blanco e colaboradores
(1989) por possibilitar leitura espectrofotométrica na regido do visivel, conduzindo a
uma minimizagdo das oscilagdes caracteristicas quando da determinagdo da atividade da
protease imobilizada sobre glioxil-agarose nesta faixa do espectro eletromagnético
(253nm), e também por esta reacdo se processar de forma mais lenta, permitindo assim,
o acompanhamento da hidrdlise do substrato sintético e a determinacdo da tangente da
regido linear da curva Absorbancia (405nm) versus Tempo (min) de forma mais precisa.
Nestes experimentos, adicionava-se a cubeta de vidro, contendo um agitador magnético,
3mL do substrato sintético 0,4mM dissolvido em solucéo tampéo fosfato sodico 50mM

pH 8 contendo 30,7% de etanol e 150pL da solucéo ou suspensdo enzimatica.

3.2.1.2. QUIMOTRIPSINA

A dosagem da atividade da quimotripsina solivel e imobilizada foi
acompanhada em espectrofotbmetro a 258nm e 25°C, através do aumento da
absorbancia que ocorre durante a hidrélise do substrato sintético BTEE. Nestes ensaios,
adicionava-se a cubeta de quartzo munida de um agitador magnético 2,8mL de solugdo
tampéo fosfato sddico 100mM pH 7, 140uL do substrato sintético 8mM dissolvido em
etanol e 140uL da solucdo ou suspensdo enzimética. A tangente da regido linear do
gréfico Absorbancia (258nm) versus Tempo (min) era acompanhada por um periodo de

aproximadamente cinco minutos e a atividade entdo determinada.
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3.2.2. PREPARACAO DE SUPORTES PARA IMOBILIZACAO DE ENZIMAS
3.2.2.1. SUPORTES EPOXIDOS
3.2.2.1.1. MODIFICACAO PARCIAL DOS GRUPOS EPOXIDOS DO SUPORTE

Os grupos epoxidos da resina comercial sepabeads foram parciamente
modificados mediante agdo de dois diferentes agentes:
(a) Acido Iminodiacético (IDA): uma massa conhecida da resina epoxida foi pesada e
misturada a uma solucdo de acido iminodiacético (IDA) 1M pH 9, por 15 minutos, sob
agitacdo suave. Apls este tempo, a reacdo foi interrompida via adicdo de solucdo
tampédo fosfato sddico 2M pH 5. Em seguida, o suporte foi lavado com excesso de dgua
destilada sob vécuo e estocado a 4°C. Esta metodologia promove a modificacéo de 10-
15% de grupos epoxidos do suporte - Mateo et al., 2000;
(b) Sulfato de Cobre: este suporte foi preparado a partir da resina obtida no item (@),
incubando-se uma massa determinada deste suporte a temperatura ambiente e sob
agitacdo suave. Para cada grama de suporte foram adicionados 5,71mL de agua
contendo 0,248g de CuSO,. Apds 2 horas, 0 suporte foi lavado com excesso de agua
destilada. Este procedimento permitiu a modificacdo de 100% dos grupos IDA do
suporte.

Apbs as modificagbes efetuadas na resina comercial foram obtidos dois
diferentes suportes: Sepabeads-1DA e Sepabeads-IDA-CU>*.

3.22.2. MATRIZES DE QUITOSANA

Inicialmente, uma solucéo de quitosana 2,5% em massa foi preparada em uma
solucdo 5% de &cido acético (relacdo massica). Apos dissolucéo, procedeuse com uma
filtragdo utilizando-se filtro com placa sinterizada para remogéo de pequenas impurezas
provenientes do processo de obtencdo da quitosana (a partir da quitind). Filtrada a
solucgdo, iniciava-se a etapa de coagulagdo em solucdo alcalina, cujo objetivo era a
obtencdo das particul as de quitosana propriamente ditas. O filtrado foi, entdo, aspergido,
através de um sistema dotado de um hico spray sobre uma solucéo coagulante de NaOH
0,1 ou IN. Os tempos de coagulacdo das matrizes de NaOH 0,1 e 1N foram 24 horas e

20 minutos, respectivamente. A matriz coagulada em NaOH 1N foi lavada com agua
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destilada em peneiras de aco de abertura 0,177mm até sua completa neutralizacdo e, em
seguida, filtrada & vacuo. A matriz coagulada em NaOH 0,1N antes de ser lavada com
agua destilada em peneiras de aco e filtrada a vacuo foi neutralizada com solucéo
diluida de HCI. A Figura 3.1 mostra esquematicamente a metodologia experimental

utilizada para obtencdo das matrizes de quitosana.

Ar
P6 de Filtracdo a Vécuo da Comprimido
Quitosana Solugdo deQuitosana
Dissoluiao Filtracdo/Lavagem em
—»| Peneiras de Ago Inox
T ~ . ~
| aé neutralizacado
v . (NaOH 1M)
Bico
Disper sor
Ac. Acético Neutralizagdo/Lavagem
5% (p/p) N sob vécuo
Solugédo Coagulante (NaOH 0,1M)
|| NaOH 0,1 ou 1M _
com v ;
Solugdode | w Agitagdo _ Estocagem a 4°C

Quitosana M agnética ﬂ

Figura 3.1: Representacéo esquematica da preparacéo do gel de quitosana - sistemade
disperséo da solucéo de quitosana sobre solucéo coagulante de NaOH
(Sistema adaptado de Arruda, 1999).

3.2.2.2.1. ATIVACAO DASMATRIZES DE QUITOSANA

Preparados o0s géis de quitosana, a etapa seguinte consistia na ativacéo do gel
umido obtido com glutaraldeido ou glicidol. Na ativacéo com glutaraldeido, utilizava-se
a seguinte relacdo: 1g de gel Umido + 10mL de solucdo tampdo + 0,7mL de
glutaraldeido (5% em massa). Este procedimento foi realizado nos pHs 7 (solucéo
tampdo fosfato sodico 50mM pH 7) e 10 (solucéo tampéo bicarbonato de sddio 100mM
pH 10), sob gitacdo em Shaker por 1 horae 25°C. Concluida esta etapa, o gel ativado era
lavado com &gua destilada em abundancia e estocado a4'C. Na ativagdo com glicidol, o
procedimento empregado foi similar aquele realizado para ativacdo do gel de agarose,
descrito a seguir nositens 3.2.2.3.1 e 3.2.2.3.2.
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3.2.2.3. GEL GLIOXIL-AGAROSE

3.2.23.1. PREPA'RA(;AO DE GEL DE AGAROSE COM ALTA DENSIDADE DE
GRUPOSALDEIDO

3.2.2.3.1.1. ATIVACAO DO GEL DE AGAROSE: GEL GLICERIL-AGAROSE

A etapa de ativacdo do suporte consistiu na eterificagdo do gel de agarose com
glicidol (2,3-epoxi-1-propanal), na presenca de NaOH e NaBH.,. Inicialmente, uma
determinada massa de gel foi abundantemente lavada com égua destilada e, em seguida,
filtrada sob vacuo, de modo a se pesar a quantidade desgjada do suporte inerte seco. A
esta massa (1g) se adicionou agua (286nl), solucdo de NaOH 1,7N (476nL),
previamente preparada a frio e contendo NaBH, (28,5mg/mL de solucéo) e, finalmente,
glicidol (343nl). Esta etapa foi realizada sob rigoroso controle de temperatura (T<4°C).
O glicidol, agente ativante do suporte, foi adicionado ao gel gota a gota, controlando-se
a temperatura para que esta ndo ultrapassasse os 25C. Posteriormente, a mistura
reacional foi submetida a agitacdo mecanica por um periodo de 15-18 horas a
temperatura ambiente (25 C). Concluido este periodo, o gel ativado foi exaustivamente

lavado com agua destilada até que o pH do filtrado atingisse a neutralidade.

3.2.2.3.1.2. OXIDACAO DO SUPORTE: GEL GLIOXIL-AGAROSE

Apbs a etapa de ativacdo, o gel foi suspenso em égua destilada na relacéo de
1:10 (Vge/Viotd da suspensio). A esta suspensdo era adicionada uma massa de NalOy4
suficiente para resultar em uma densidade superficial de grupos adeidos de
aproximadamente 70 a 80nmoles de periodato por mililitro de gel empacotado, ativagéo
maxima da agarose 6%. A reacdo de oxidagdo ocorreu por um periodo de 2 horas,
utilizando-se agitacdo mecanica. Em seguida, o gel foi repetidamente lavado com agua
destilada até pH proximo da neutralidade, seco a vécuo e estocado a 4°C.
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3.2.2.3.2. PREPARACAO DE GEL DE AGAROSE COM BAIXA DENSIDADE
DE GRUPOS ALDEIDOS

A preparacdo de géis contendo baixa densidade de grupos adeidos em sua
superficie foi realizada através de oxidacdo direta com NalO4, sem etapa prévia de
ativacéo do suporte. Para isso, o gel foi suspenso em agua destilada na relacéo de 1:10
(Vge/ Viota da suspensio) € @ suspensdo era adicionada uma massa de NalO,4 suficiente para
resultar em uma densidade superficial de grupos adeidos de aproximadamente
20mmoles de periodato por mililitro de gel empacotado. A reacdo de oxidacdo ocorreu
por um periodo de 2 horas, utilizando-se agitacdo mecéanica, apés o que o gel foi
repetidamente lavado com &gua destilada até pH préximo da neutralidade, seco a vacuo
e estocado a4 C.

3.2.2.3.3. QUANTIFICACAO DE GRUPOS ALDEIDOS NO GEL GLIOXIL-
AGAROSE

A quantificagdo dos grupos aldeidos presentes na superficie do gel de agarose
ativado foi feita medindo-se o periodato de sddio ndo consumido na reagcdo de oxidagédo
dos grupos gliceril. Nesta reacdo, o periodato ndo consumindo (104 ) reage com o
iodeto (I ) em excesso, gerando o ion tri-iodeto (Is ), que € quantificado por
colorimetria

10, + 5~ + 60" U 3l + 12H,0 (Eqg. 3.1)

A formagdo do ion tri-iodeto é de fundamental importéncia, pois o iodo na
forma |, é muito volatil:
loag + 10 I3 (Eg. 32)

Em meio &cido, ocorre perda de iodo por volatilizagdo em consequiéncia da
oxidacdo de iodeto pela acdo de oxigénio atmosférico (Eg. 3.3). Ja em ambientes
neutros, a oxidacdo do iodeto € desprezivel - Vogel, 1981. Dai, esta etapa ser

desenvolvida na presenca de bicarbonato de sodio.

47+ 0 +4H" U 2, + 2H,0 (Eq. 3.3
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Experimentalmente, preparava-se uma solucdo aquosa de periodato, nas
mesmas condi¢des da suspensdo do gel gliceril-agarose (substituindo o gel por agua) e
uma mistura 1:1 de iodeto de potéassio 10% e bicarbonato de sodio saturado. A uma
cubeta de vidro, adicionava-se 3mL da mistura 1:1 e 75nmL da solugéo de periodato. A
Seguir, procurava-se um comprimento de onda (em torno de 423nm) que oferecesse
como resposta uma absorbancia de 0,7; este valor representava o branco.

Durante a oxidacdo do gel, aliquotas eram retiradas do sobrenadante em
tempos determinados (zero - imediatamente apos a adi¢éo do periodato a suspensao; 30
minutos; 1 hora; 1,5 horas e 2 horas de reagdo), para se mensurar 0 consumo de

periodato ao longo deste periodo. A equacdo a seguir era utilizada (Eq. 3.4):

mMmoles(10; Jonaumicos . MMOIEL1O; Jroais - (128 ADS, jpsm " VOlagpenso ) (g 3.4)
mL deGel Volumegy

onde o valor 12,8 representa a razéo concentracao/absorbancia. Concluida a oxidacéo, a

suspensado era filtrada e o gel abundantemente lavado com agua destilada.
3.2.3. PREPARAC;AO E CARACTERIZA(;AO DE DERIVADOS
3.2.3.1. IMOBILIZACAO DE TRIPSINA SOBRE RESINAS EPOXIDAS

FracBes dos suportes epoxidos (Sepabeads-IDA e Sepabeads-IDA-Cu?*) foram
suspensas em solugdo enzimética (0,4mgEnz./mL solucdo), preparada em tampéo
fosfato de sddio 5mM pH 8, por 24 horas a temperatura ambiente e sob agitacdo suave.
O decamento da atividade enzimatica no sobrenadante era acompanhado mediante
retirada de aliquotas ao longo do periodo reacional. Concluido o tempo de contato
enzima-suporte os derivados eram abundantemente lavados com &gua destilada e
estocados a4 C.

3.23.1.1. BLOQUEIO DOS GRUPOS EPOXIDOS REMANESCENTES NOS
SUPORTES

O procedimento de incubacdo em glicina 3M pH 8 visou tornar inertes todos os

grupos epoxidos remanescentes no suporte que ndo efetuaram enlaces com 0s grupos
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ativos da enzima. Este procedimento durou 24 horas atemperatura ambiente e agitacéo
suave. Apds este periodo, as atividades enziméticas da suspensdo e do sobrenadante
foram dosadas, os derivados lavados com égua destilada e estocados a4C.

Uma fragdo do derivado preparado sobre Sepabeads-IDA-CU?* foi diretamente
incubada em glicina 3M e outra foi incubada em tampéo bicarbonato sddico 100mM pH
9,5 antes do procedimento de bloqueio dos grupos epdxidos remanescentes no suporte.
Esta etapa objetivou protonar grupos reativos da enzima (histidinas, cisteinas e €c)
cujos valores de pK sdo préximos a este pH e, assim, possibilitar novas interagdes

enzima-suporte.

3.2.3.1.2. AVALIACAO DO ENLACE TRIPSINA-SEPABEADS

O enlace estabelecido entre a enzima e os suportes epoéxidos foi avaliado
incubando-se, sob suave agitacdo, 2g de cada derivado obtido em concentragbes
crescentes de cloreto de sodio (50-400mM) por 12 horas a temperatura ambiente e

dosando- se a atividade enzimatica dos sobrenadantes e suspensdes ao longo do tempo.

32313, ESTABILIDADE TERMICA DOS DERIVADOS TRIPSINA-
SEPABEADS

Os derivados tripsina-sepabeads foram suspensos em tampéo borato 25mM pH
8 e incubados nas temperaturas de 40 e 55°C por 24 horas. Ao longo deste periodo,
aliquotas foram retiradas e analisadas quanto a sua atividade enzimatica.

Um modelo de decaimento exponencial de primeira ordem (Eg. 3.5) foi
gjustado aos dados experimentais utilizando-se 0 ORIGIN? 6, método iterativo com

intervalo de confianca de 0,95:
Y=Yy +Arexp(- Xit) (Eq. 3.5)
onde Y € o tempo e X a atividade residual.
Os tempos de mela-vida foram calculados a partir do modelo gjustado aos

dados experimentais e os fatores de estabilizagdo da enzima calculados como a razéo

entre a meia- vida da enzima imobilizada e a meia- vida da enzima sol Gvel.




Capitulo 111 - Materiais e Métodos 67

3.23.14. ATIVIDADE CASEINOLITICA DE TRIPSINA SOLUVEL E
TRIPSINA-SEPABEADS: METODO DASVELOCIDADESINICIAIS

A atividade caseinolitica da tripsina solvel e imobilizada sobre gel glioxil-
agarose e sepabeads (Sepabeads-IDA-Glicina; Sepabeds-|DA-Cu?*-Glicina e
Sepabeads-| DA-Cu?*-pH=9,5-Glicina) foi determinada hidrolisando-se caseina, um
substrato macromolecular, em pHstato (modelo 718 STAT Titrino — Metrohm), nas
concentracdes de 10 e 40g/L, por 15 minutos. Nestes ensaios, volumes de 10mL ce
casefna (10 ou 40g/L) eram adicionados ao reator de vidro encamisado a40°C e o pH da
solucdo gjustado em 8. Em seguida, enzima solUvel ou imobilizada era adicionada ao

reator e o grau de hidrolise determinado em termos de mEqv/min.

3.2.3.15. ATIVIDADE CASEINOLITICA DE TRIPSINA SOLUVEL E
TRIPSINA-SEPABEADS: GRAU MAXIMO DE HIDROLISE E ANALISE DA
DISTRIBUICAO DE PEPTIDEOS

Foram realizados experimentos de hidrdlise da caseina em pHstato a 40°C, pH
8 e tempos prolongados (6 horas de reacéo), utilizando-se tripsina solUvel e imobilizada
sobre glioxil-agarose e sepabeads para a relagdo de  E/Spasco  de
0,875mgEnz./0,1gProteina. Nesses ensaios, aliquotas foram retiradas e a distribuicéo de
massa molecular dos peptideos gerados nas hidrolises estudada. A metodologia
experimental utilizada na andlise em HPLC dos peptideos obtidos seguiu procedimento
detal hadamente descrito em Sousa Jr. et al., 2001.

3.2.3.2.IMOBILIZACAO DE TRIPSINA SOBRE MATRIZES DE QUITOSANA

No processo de imobilizacdo da tripsina sobre quitosana uma solucdo tampéo
bicarbonato sédico 100mM pH 10 foi preparada e uma determinada massa de
benzamidina (inibidor competitivo da tripsina) foi adicionada de modo a resultar em
uma concentracdo final no meio reaciona de 3mM. Posteriormente, a tripsina em po era
adicionada a solucdo e esta era, entédo, homogeneizada. 1mL desta solucéo era retirado
para acompanhamento do comportamento da enzima livre nestas condigdes. A seguir, 0
volume de gel desgjado era também adicionado a solucdo, obedecendo a relacéo
Vga/Viota de 1/10. Esta suspensdo era mantida sob agitacéo em Shaker por 24 horas a

25C e 0 desaparecimento de atividade do sobrenadante da suspenséo acompanhando ao




Capitulo 111 - Materiais e Métodos 68

longo do tempo. O processo era finalizado, apos as 24 horas de reacdo, pela adicdo de
NaBH, na concentracéo de 1mg/mL de solucgéo, o qual agia por 30 minutos. O derivado

era entdo lavado com &gua destilada em excesso e armazenado sob refrigeracao.

3.2.3.2.1. RENDIMENTO DE IMOBILIZACAO E ATIVIDADE RECUPERADA
NO SUPORTE

O rendimento de imobilizacéo € definido como sendo arazdo entre a atividade
enzimética desaparecida do sobrenadante apds imobilizacdo e a atividade inicial

oferecida.

Atividade Desaparecida do Sobrenadante (Eq. 3.6)
Atividade Inicial Oferecida

Rendimento =

A atividade recuperada € definida como sendo a razdo entre a atividade
enzimatica medida no suporte apOs imobilizacdo e a atividade desaparecida do
sobrenadante durante a imobilizacéo.

AtividadeMedida no Suporte apds |mobilizacdo (Eq. 3.7)
Atividade Desaparecida do Sobrenadante

AtividadeRecuperada =

3.2.3.2.2. AVALIACAO DO ENLACE TRIPSINA-QUITOSANA

Os derivados preparados foram suspensos em solucdes de NaCl (Vga/Viota de
1/5) até concentracéo de 400mM, overnight, sob suave agitacdo e temperatura ambiente.
Posteriormente, aliquotas do sobrenadante foram retiradas e ensaiadas com relagdo a sua
atividade enzimatica. Em seguida, o derivado foi lavado com excesso de agua destilada

e sua atividade medida como ja anteriormente descrito.

3.2.3.2.3. ESTABILIDADE TERMICA E A pH ALCALINO DE DERIVADOS
TRIPSINA-QUITOSANA

Os derivados tripsina-quitosana foram suspensos em tampéao borato 25mM pH
8 e incubados em diferentes temperaturas, dependendo da concentracdo da solucéo
coagulante utilizada: derivados preparados sobre matrizes coaguladas em NaOH 1N
foram ensaiados a 40 e 70°C; derivados preparados sobre matrizes coaguladas em
NaOH 0,1N foram ensaiados a 55 e 70°C. Os derivados preparados sobre matrizes
coaguladas em NaOH 1N também foram analisados quanto a sua estabilidade a pH
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alcalino (pH 11). Ao longo dos ensaios aliquotas foram retiradas e analisadas quanto a
sua atividade enzimética. O tempo de ensaio foi suficiente para que se pudesse
determinar o tempo de meia-vida dos derivados diretamente das curvas de inativacéo

em todas as situagdes investigadas.

3.2.3.2.4. INFLUENCIA DA TEMPERATURA E DO pH NA ATIVIDADE DE
TRIPSINA SOLUVEL E IMOBILIZADA SOBRE QUITOSANA

A influéncia da temperatura e do pH na atividade de hidrélise foi investigada
preparando-se solucdo/suspensdes de tripsina em tampéo fosfato sédico 20mM pH 8 e
procedendo-se com a hidrdlise do substrato sintético em espectrofotémetro a 405nm em
condicdes especificas para cada ensaio. Na investigacdo da influéncia da temperatura o
substrato sintético foi preparado em tampéo fosfato sodico 50mM pH 8 e hidrolisado na
faixa de temperatura de 30 a 70C. A influéncia do pH foi estudada preparando-se
solucdes do substrato sintético em pHs de 6 a 10 e procedendo-se com sua hidrélise em
espectrofotdmetro a 25°C e 405nm.

3.2.3.2.5. DESEMPENHO DE TRIPSINA SOLUVEL E TRIPSINA-QUITOSANA
NA HIDROLISE DASPROTEINAS DO SORO

Hidrdlises das proteinas do soro de queijo com tripsina soltvel e imobilizada
sobre quitosana foram desenvolvidas utilizando-se a técnica do pHstato, na qua o
consumo de base durante a reacdo resulta diretamente no grau de hidrélise através da
seguinte equacdo (Adler-Nissen, 1986):

GH =Vg,o.* Cauee® ai ﬁ* L v 100% (Eq. 3.8)

ot
Onde: Vpase = Volume de base consumido na reacdo (mL); Cpase = CcONcentracéo da base
(N); a = grau de dissociagdo médio dos grupos a-NH; MP = massa de proteina (g); hiot
= numero total de ligagbes peptidicas no substrato protéico em mmol/gProteina (8,8
para proteinas do soro).

As condi¢bes experimentais utilizadas foram: soro 10g/L, pH 8, NaOH 0,1N,

temperaturas de 50 e 55°C, relagdes E/Smasico de 1/10 ou 1/20, tempo de hidrdlise de 2

horas ou periodos prolongados.
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3.2.3.3. IMOBILIZACAO DE TRIPSINA E QUIMOTRIPSINA SOBRE GEL
GLIOXIL-AGAROSE

3.2.3.3.1. IMOBILIZACAO MULTIPONTUAL

Inicialmente, preparou-se uma solugdo tamp&o bicarbonato de sodio 100mM e
seu pH foi rigorosamente gjustado em 10,05. A seguir, no caso da tripsina, uma massa
de benzamidina foi pesada e misturada a solucdo tampado, de modo a se obter uma
concentragdo final na mistura reacional de 3mM; no caso da quimotripsina, nenhum
inibidor foi utilizado. A massa de enzima necessaria para se atingir a carga desejada
(mgEnz./gGel ou mgEnz./mL Gel) foi igualmente pesada e adicionada a mesma solucgéo
anteriormente citada. O pH foi novamente checado para se garantir que o valor
requerido de 10,05 ndo sofrera ateracdo. 1mL desta mistura foi retirado para
acompanhamento da atividade enzimética (branco) livre de possiveis mudancas
conformacionais induzidas pelas multiinteracbes com o suporte. Neste ponto, a
quantidade desejada de gel ativado/oxidado foi adicionada ao frasco contendo a solucéo
tampdo bicarbonato de sddio + enzima (+ benzamidina, se tripsina) e esta mistura
reacional final foi submetida a suave agitacdo em shaker por 24 horasa 25°C. Ao longo
do tempo, o desaparecimento da enzima do sobrenadante e a atividade do branco foram
acompanhados. ApGs 24 horas de contato enzima-suporte, o volume da mistura
reacional foi dobrado e boridreto de sodio (NaBH,4) foi adicionado, obedecendo a
relacédo de 1mg NaBHs/mL de solucdo. O tempo reaciona foi de 30 minutos, sob
agitacdo mecanica. O derivado obtido foi lavado primeiramente com tampéo fosfato

200mM pH 7,5 e posteriormente com excesso de agua destilada.

3.2.3.3.2.~IMOBILIZAQAO SOBRE GLIOXIL-AGAROSE COM BAIXA
ATIVACAO

A imobilizacdo de tripsina e quimotripsina sobre glioxil- agarose pouco ativado
(20nmoles de aldeidos/mL Gel) seguiu metodologia semelhante aquela empregada na
obtencdo de derivados multipontuais. No entanto, neste procedimento foi adicionada
uma quantidade de enzima significativamente superior aguela requerida e apds uma
hora de contato entre a enzima e o suporte, o derivado foi submetido ao processo de
reducéo com NaBH4. O tempo de contato reduzido e a baixa densidade superficia de

grupos adeidos no suporte impediram que muitas ligagdes enzima-suporte fossem
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estabel ecidas, caracterizando, assim, um derivado com no maximo duas ligagdes entre
uma mesma molécula de enzima e o suporte. O suporte empregado nestes ensaios nao
foi previamente ativado com glicidol, mas diretamente oxidado com periodato de sbdio
sob agitacdo por duas horas e, aseguir, lavado com agua destilada até pH neutro. A
oxidacdo do gel inerte teve por objetivo a geracdo de baixa densidade de grupos
glioxil/mL de Gel empacotado.

3.2.333. INATIVACAO TERMICA DE TRIPSINA E QUIMOTRIPSINA
SOLUVEISE IMOBILIZADAS SOBRE GLIOXIL-AGAROSE

Tripsina e quimotripsina solUveis e imobilizadas sobre gel glioxil-agarose com
alta e baixa ativacdo foram suspensas em solucdo tampdo borato 25mM pH 8; suas
atividades iniciais foram medidas, como descrito nos itens 3.2.1.1 e 3.2.1.2, e, a seguir,
as diferentes formas das enzimas foram, entdo, armazenadas em frascos plasticos
resistentes a elevadas temperaturas. As solugdes/suspensdes foram incubadas nas
temperaturas de 50, 55, 75 e 85°C em banho-seco, equipamento que possibilita a
incubacdo de amostras em altas temperaturas por periodos prolongados de tempo, sem
0S inconvenientes associados aos de banhos da agua geralmente utilizados nestes
ensaios. Em tempos previamente determinados, aliquotas foram retiradas e resfriadas a
25°C para dosagem da atividade residual. Este procedimento permitiu a determinac&o do
tempo de mela- vida (necessé&rio para que metade da atividade inicial fosse atingida) das
enzimas sollveis e dos diferentes derivados preparados, tendo sido, em alguns casos,
acompanhado o decaimento da atividade até total inativacéo pela temperatura.

Um modelo de trés parametros foi gustado aos dados experimentais. Este
modelo considera que a etapa inicial de inativagdo segue uma tendéncia exponencia e
que a etapa fina segue uma tendéncia linear. A expressdo atividade-tempo € dada pela
seguinte equagao:

Y =100% (Y, + ((1- Y, )* exp( - X/t; )))- L* X (Eqg. 3.9)

onde Y € a atividade especifica adimensional (A/Ao); Yo € a razéo entre a atividade
especifica do estado final e a atividade especifica do estado inicial; X € a constante da
taxa de desativacdo de primeira ordem (tempo™); e L; descreve a etapa final linear de

inativacdo da molécula de enzima.
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O gjuste do modelo foi feito utilizando-se 0 ORIGIN® 6, método iterativo com
intervalo de confianca de 0,95. As meias- vidas foram calculadas a partir do modelo (Eq.
3.9) gjustado aos dados experimentais e os fatores de estabilizagdo da enzima calculados

Ccomo arazao entre a meia-vida da enzima imobilizada e a meia-vida da enzima solUvel .
3.2.3.3.4. INATIVAQAO DE TRIPSINA E QUIMOTRIPSINA A pH ALCALINO

A estabilidade a pH alcalino (pH 11) de tripsina e quimotripsina sollveis e
imobilizadas sobre glioxil-agarose foi investigada incubando-se as solucdes e
suspensdes em tampdo bicarbonato sddico 50mM, pH 11 e 25°C, até que completa
inativacdo das enzimas sollveis ou até que os derivados apresentassem atividade
residual inferior a 20%. O decaimento da atividade dessas espécies foi acompanhado
através da retirada de aiquotas durante o periodo de incubagéo e posterior dosagem da
atividade enzimética. Nesses ensaios 0 modelo de inativagdo representado pela Eq. 3.9
também foi gjustado aos dados experimentais para determinacdo dos tempos de meia-

vida das enzimas em suas diferentes formas.

3.2.3.35. INFLUENCIA DA TEMPERATURA E DO pH NA ATIVIDADE DE
HIDROLISE PARA TRIPSINA E QUIMOTRIPSINA

Iniciamente foram preparadas solucOes/suspensdes das duas proteases em
tampéo fosfato sddico 20mM pH 8. A seguir, a hidrdlise dos substratos sintéticos foi
acompanhada em espectrofotdbmetro, como descrito nos itens 3.2.1.1 e 3.2.1.2, para
tripsina e quimotripsina, respectivamente, em temperaturas que variaram de 25 a 90°C.

A influéncia do pH na atividade de hidrdlise foi investigada preparando-se
solucBes dos substratos sintéticos especificos para estas enzimas (BApNA e BTEE) em
diferentes pHs (6,0-11,5) e acompanhando-se a hidrdlise desses substratos a 25C em

espectrofotdmetro a 405 e 258nm, respectivamente, para tripsina e quimotripsina.
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3.2.3.3.6. HIDROLISES DAS PROTEINAS DO SORO CATALISADAS POR
TRIPSINA E QUIMOTRIPSINA LIVRES E IMOBILIZADAS

De modo geral, as hidrdlises das proteinas de soro de queijo realizadas neste
trabalho foram desenvolvidas apds etapas de microfiltracdo em membrana de 0,2mm
(A/G Technology Co.), para esterilizagdo da matéria-prima, e posterior concentragcéo da
mesma por ultrafiltracdo em membrana com corte de 10kDa (Amicon®). Todos os
experimentos de hidrdlise foram desenvolvidos utilizando-se a técnica do pHstato,

como ja anteriormente descrito no item 3.2.3.2.5.

Ensaios Iniciais de Hidrdlise

Esses ensaios foram desenvolvidos utilizando-se tripsina e quimotripsina nas
formas livre e imobilizada, soro de queijo na concentracdo de 10g/L, temperaturas de 55
e 65C, pH 8, trés diferentes relagBes enzima/substrato - E/Smassco - (1/100, 1/50 e 1/20)
e tempo maximo de reacdo de 4 horas. A concentragdo de NaOH era determinada em
funcéo da relacdo E/Snassico €mpregada, de modo que o pH do meio ndo atingisse valor
superior aquele estabelecido como set-point (pH 8). Objetivava-se agui, comparar o
desempenho das proteases imobilizadas em relacdo as suas correspondentes na forma

solavel nas hidrdlises das proteinas do soro de queijo.

Primeira Batelada de Hidrdlises Seqlienciais

As hidrolises iniciais com tripsina foram desenvolvidas partindo-se de soro de
queijo 10g/L, pH 8, temperatura de 55C, relacio E/Smassco de 1/50 e tempos de reagdo
suficientes para se atingir os seguintes graus de hidrélise com estaenzima: 0,5; 1; 2; 3 e
5%. Seqguiencialmente, estes novos substratos foram submetidos a hidrélises longas com
quimotripsina (4 horas) em idénticas condigdes operacionais. Finalmente, o0s
hidrolisados obtidos ap6s acdo sequiiencia de tripsina e quimotripsina foram submetidos
aacdo da CPA (50Un.pre/g Proteina) por 1 ou 3 horas, a45C e pH 7.

Segunda Batelada de Hidrdlises Seqgiienciais

Esta segunda batelada de ensaios teve por objetivo cobrir uma ampla faixa de

graus de hidrélise com tripsina, partindo-se de grau de hidrdlise maximo e, em seguida,
conduzindo as reactes de modo a fornecerem porcentagens determinadas do grau de

hidrolise maximo inicialmente determinado. Assim, os graus de hidrélise atingidos com
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esta protease a 55°C, pH 8, soro 12,15¢/L, E/Smassco de 1/25 e NaOH 100mM foram:
100%; 70%; 65%; 50%; 30%; 20%; 15%; 10% e 6%. A etapa posterior de hidrdlise
com quimotripsina foi desenvolvida a 55°C, pH 8, E/Snassco de /20, NaOH 100mM e
tempo reacional suficiente para ndo se observar qualquer adicdo de NaOH pelo pHstato
para manuterncdo do pH no valor previamente programado (set point - pH 8). A etapa
final com carboxipeptidase A foi realizada em pH 7, 45C, 8 horas e concentracso

enziméatica de 50Uy.pye/gProteina

Terceira Batelada de Hidrolises Segiienciais
Nesta batelada foram redlizadas hidrélises seqiienciais (soro 12,15g/L, 55C,
pPH 8, E/Snassico de 1/25 e NaOH 0,2M) com tripsina imobilizada em glioxil-agarose

visando-se atingir graus de hidrélise (GH) correspondentes a: 2%, 4%, 6%, 8%, 10% e
grau maximo de hidrdlise (aproximadamerte 12%) com esta protease. As etapas
subsequientes com quimotripsina (E/Smassico de 1/18 e demais condicOes operacionais
similares &s empregadas nas hidrdlises com tripsina) e CPA (45C, pH 7 e 50Up.prelg

Proteina) tiveram duracdo de sete horas.

Quarta Batelada de Hidrélises Seqlienciais

Novos experimentos foram realizados em condigdes operacionais similares as
empregadas na terceira batelada de hidrolises sequenciais, mas aumentando-se o tempo
e a concentracdo de enzima no meio tanto na etapa de hidrélise mm quimotripsina
quanto com carboxipeptidase A. O tempo de reacdo foi estendido de 7 para 10 horas; a
concentragcdo de quimotripsina passou de 0,7 para 1,73mgEnz./mL de solucéo e a
concentracdo de CPA passou de 50 para aproximadamente 138Uy.pue/g Proteina. Além
desses, também foram redlizados ensaios sequenciais nas mesmas condicoes

operacionais, partindo-se de grausiniciais de hidrolise com tripsinade 1, 3 e 5%.

Quinta Batelada de Hidr6lises Segiienciais

Hidrdlises seqiienciais com GH inicial com tripsina de 1% e 5% foram
desenvolvidas, em condi¢des operacionais similares as empregadas na quarta batelada,
mas aumentando-se as concentragdes de quimotripsina (de 1,73 para 3,05mgEnz./mL de
solucdo - 10 horas) e CPA (de 138 para 200Uy.pue/gProteina - 10 horas) no meio
reacional. Além desses, novo ensaio de hidrélise das proteinas do soro de queijo

diretamente com alta concentracdo de quimotripsina (3,05mgEnz./mL de solugcdo - 10
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horas) e com CPA na sequéncia (200Uy.pue/gProteina - 10 horas) também foi

desenvolvido.

3.2.4. HIDROLISE ACIDA

Amostras de a) tripsina solivel e imobilizada sobre quitosana contendo
aproximadamente 1mg de proteina; b) tripsina e quimotripsina sollveis e imobilizadas
sobre glioxil-agarose contendo aproximadamente 1,5mg de proteina e ¢) soro de queijo
contendo aproximadamente 1,5mg de proteina foram preparadas em HCl 6,8M,
desaeradas a vécuo e hidrolisadas em estufa a 105°C por 24 horas. Apés este periodo a
mistura fina foi filtrada e o &cido evaporado em capela, utilizando-se banho seco a
70°C. O extrato seco de aminoacidos foi redissolvido em tampéo citrato de sddio 0,2 N

(pH 2,2) para posterior andlise de aminoacidos por HPLC.

3.2.5. ANALISE DE AMINOACIDOSE PEPTIDEOS POR HPLC

Os hidrolisados gerados apds hidrdlise sequencial do substrato real pela agdo
da tripsina, quimotripsina e carboxipeptidase A foram analisados quanto a presenca de
aminoécidos livres e distribuicdo de massa molecular dos peptideos resultantes. Ja os
hidrolisados gerados ap0s hidrélise acida foram analisados somente com relacdo ao seu
contetido de aminoacidos.

Os aminoécidos foram analisados por cromatografia de troca ibnica, em HPLC
Shimadzu, utilizando-se pré-coluna Shim Pack ISC-30/S0504 NA (SHIMADZU) e
coluna Shim Pack Amino-NA (SHIMADZU). As fases moveis utilizadas foram:
solucéo A — Citrato de sodio 0,2N pH 3,2; solucéo B — Citrato de sodio 0,6N contendo
H3BO3 0,2N e NaOH 0,2N como solucdo de lavagem. O método de andlise previa um
gradiente apropriado a uma vazdo constante de 0,5mL/min. S80 usados para
derivatizacdo (po6s-coluna) dos aminoécidos os reagentes RA (solucéo de &cido borico-
acido carbbnico, pH 10, contendo 0,04% (p/v) de hipoclorito de sbdio comercial) e RB
(solugdo 0,8mg/mL de O-phtaldialdeido (OPA), adquirido da Sigma Chem. Co.,
contendo 0,4mg/mL de Bry-35, adquirido da Amersham Pharmacia Biotech, e 0,2%
(v/v) de 2- mercaptoetanol, também adquirido da Sigma Chem. Co.) a uma vazéo total
de 0,4mL/min. A temperatura de andlise era de 60°C e os aminoécidos detectados, apds

derivatizacdo, por fluorescénciaa 350nm (I de excitacdo) e 450nm (I de emissio).
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Antes da injecdo das amostras, estas foram devidamente preparadas de acordo
com 0 seguinte protocolo: proteinas e peptideos presentes nas amostras de hidrolisados
foram precipitados pela adicdo de acido tricloroacético 2,4M, na razdo final
amostra/acido de 1:1 (v/v). Ap6s centrifugacdo, o sobrenadante foi diluido com tampé&o
citrato de sédio 0,2N (pH 2,2) e filtrado em membranas de 0,45mm. 10nL das amostras
eram automati camente injetados na coluna e um gradierte € devidamente aplicado por
72 minutos.

O fracionamento dos hidrolisados de proteinas do soro de queijo foi realizado
por cromatografia de exclusdo por tamanho (SE-HPLC), utilizando-se uma coluna
Superdex Peptide HR 10/30 (Amersham Pharmacia Biotech AB) e como fase movel,
tampdo fosfato sodico 20mM pH 7,2, contendo 250mM de NaCl, a uma vazdo de
0,25mL/min. O volume de hidrolisado injetado na coluna de peptideos era de 25ni,
sendo a deteccdo feita no UV a 214nm. A distribuicdo de massa molecular obtida do
fracionamento dos peptideos era determinada de acordo com a metodol ogia descrita por
Souza Jr. e colaboradores, 2001. Cinco padrdes adquiridos da Sigma (Soro albumina, b-
lactoglobulina, insulina, Angiotensin Il (MM 1046,2) e Leucine Enkephain (MM
555,6) foram injetados na coluna e uma curva de concentracdo méssica (g/L) versus
areado pico (mV x min) foi construida para cada padréo. O coeficiente linear das curvas
foi assumido constante e igual a 0,03g/L, ou sga, aproximadamente zero. Dessa forma,
as tangentes puderam ser gjustadas como uma func¢éo da massa molecular (em Da), e

estes, como uma funcdo do tempo de retencéo na coluna (em min), como mostram as

equacOes a seguir:

Tangente = -9,13685e-9 + 5,02764e-9* Log(MM) (Eg. 3.10)

Log (MM) = 5,39954 — 0,03634* tempo (Eqg. 3.11)

Combinando-se as duas equagdes anteriores, obtém-se uma equacdo geral que
relaciona a concentragdo massica (g/L) com a area cromatografica dos picos (MV X

min), como uma fungdo do tempo de retencdo t (min), como mostrado adiante:

C = 0,02965 + (-9,13685e-9 + 5,02764e-9* (5,39954-0,03634* tempo))* &rea. (Eq. 3.12)
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3.2.6. DOSAGEM DE PROTEINAS—METODO DE KJELDAHL

A concentracdo de proteinas presente no soro de queijo (in natura,
microfiltrado ou concentrado) aqui utilizado como substrato nas reacfes de hidrdlise foi
determinada pelo método de Kjeldahl, seguindo-se procedimento descrito no boletim
técnico da MICRONAL, 1985. Nestes ensaios, utilizava-se uma unidade digestora (B-
435) e uma unidade de destilacdo de amodnia (Blchi, modelo B-231, Suica), onde todo o

nitrogénio presente na amostra previamente digerida era quantificado.

3.2.6.1. DIGESTAO DASAMOSTRAS

Aos tubos de digestéo adicionava-se 7mL (soro in natura) ou 1mL (soro
concentrado) de amostra, 10mL de &cido sulfarico concentrado, 1g de catalisador misto
(preparado com uma parte de CuSO, para trés partes de K»SO,) e esferas de ebulicéo.
Em seguida, esta mistura de coloragd marrom escuro era posta para ser digerida até
gue atingisse uma tonalidade verde claro. Em seguida, as amostras eram destiladas.

3.2.6.2. DESTILACAO DASAMOSTRAS

Para a destilacdo das amostras foram preparadas solugdes de écido boérico 2% e
NaOH 32%. Erlenmeyers contendo 100mL da solucéo de &cido borico 2% e 3 gotas de
indicador misto cada foram, juntamente com os tubos contendo as amostra ja digeridas,
devidamente posicionados na unidade de destilacdo. 30mL de agua destilada e solugdo
de NaOH 32% eram adicionadas aos tubos até que estes atingissem novamente
coloracdo marrom escuro. A partir dai, as amostras eram destiladas por um periodo de
sete minutos. Posteriormente, o destilado coletado no erlenmeyer era, entdo, submetido

a etapa de titulacéo.
3.2.6.3. TITULACAO DAS AMOSTRAS
O conteldo dos erlenmeyers era titulado com HCI padronizado na

concentracdo de aproximadamente 0,IN. A concentracdo de proteinas presente nas

amostras era determinada utilizando-se as equagdes abaixo:
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Via * Cg * 14

Cy(g/L)= (Eg. 3.13)
Vamostra
Co(g/L)=Cy(g/L)*6,38 (Eq. 3.14)
onde:
Cn = Concentragdo de nitrogénio total (g/L);
Vua = Volume de écido gasto natitulagdo (mL);
Cha = Concentragéo do écido usado natitulacdo (N);
14 = Peso molecular do nitrogénio (g/mol);
Vamosra = Volume da amostra (mL);
Cp = Concentracéo de nitrogénio protéico (g/L);
6,38 = Fator de conversdo de nitrogénio total para nitrogénio

protéico para proteinas do leite.

3.2.7. ELETROFORESE SDS-PAGE NAO-DESNATURANTE

Andlise de detroforese SDS-PAGE das enzimas tripsina, quimotripsina e
carboxipeptidase A foi redlizada em unidade Hoefer (modelo mini VE — Amersham
Pharmacia Biotech Inc.) preparando-se gel de poliacrilamida 15%, na presenca de
dodecil sulfato de sodio 0,1%. As principais solucdes utilizadas estdo descritas a seguir:

- Tampédo de separacéo (pH 8,8): 18,179 de tris basico era dissolvido em agua
destilada e 0 pH gjustado em 8,8 com HCI diluido. 400mg de SDS era adicionado e o
volume final completado com agua destilada para 100mL;

- Solucéo de acrilamida (30%) e bis-acrilamida (0,8%): 30g de acrilamida e
800mg de bis acrilamida eram dissolvidos em agua destilada e o volume completado
para 100mL;

- Persulfato de aménio 10% (p/v): 50mg de persulfato de amoénio era
dissolvido 50nL de agua destilada;

- Tampao de concentracéo (pH 6,8): 6,06g de tris basico era dissolvido em
agua destilada e o pH gjustado em 6,8. 400mg de SDS era adicionado e o volume final
completado com &gua destilada para 100mL ;

- Solucdo de his acrilamida 2%: 2g de bis acrilamida eram dissolvidos em
100mL de agua destilada;

- Tamp&o de ruptura: 378mg de tris basico era dissolvido em 15mL de agua

destilada e 0 pH gustado em 6,8. A seguir, adicionava-se 2,5mL de mercaptoetanol, 1g
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de SDS, 5mL de glicerina e 3mg de azul de bromofenol. Volume final completado com
agua destilada para 25mL;

- Eletrdlito: 30,29g de tris basico eram dissolvidos em 800mL de agua
destilada e 144,49 de glicina e 10g de SDS adicionados, apds o que o volume fina era
completado com &gua destilada para 1L. Esta solucdo era diluida dez vezes para uso;

- Corante Coomassie Brilliant Blue: 1,259 do corante eram dissolvidos em
454mL de metanol 50% (v/v) e 46mL de écido acético. A solucéo era filtrada utilizando
papel de filtro;

- Descorante: 370mL de metanol e 11,3mL de &acido acético glacial eram
misturados e o volume final completado para 1L.

O gel de poliacrilamida 15% (contendo SDS 0,1%) era preparado misturando-
se 1,25mL de tampdo de separacdo; 2,5mL de solugdo acril-bis; 1,22mL de agua
destilada; 7L de TEMED e 25nL de persulfato de amdnio 10%. Esta solucéo era
distribuida entre as placas de eletroforese, deixando-se aproximadamente 1cm para que
o nivelamento do gel com butanol pudesse ser feito. Apds uma hora de polimerizagéo, o
gel de concentragdo 5% era preparado, misturando-se 750nL de tampdo de
concentracdo, 300nL de acril-bis, 1,55mL de agua destilada, 200 de bis acrilamida
2%, 91 de TEMED e, findmente, 15nL de persulfato de aménio 10%. Retirado o
butanol, o tampé&o de concentracéo 5% era adicionado e 0 pente de eletroforese usado
para formagdo das pistas de aplicacdo das amostras devidamente posicionado. Apds
uma hora de polimerizagdo, aplicava-se 81l de amostra, diluida 1:1 com tampéo de
ruptura, em cada pista. As placas contendo o gel eram transferidas para a cuba onde
estava o0 eletrdlito (800mL no compartimento positivo e 100mL no negativo). O tempo
de corrida era de uma hora e cinqlienta minutos, com uma corrente aplicada de 20mA
por placa. Posteriormente, o gel eraretirado da célula e transferido para um reservatorio
contendo o corante coomassie. Apés coloragdo (1h), o gel era revelado utilizando-se
solucdo descorante e, por fim, seco a temperatura ambiente entre folhas de papel

celofane.
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3.2.8. ESTUDO CINETICO

3.28.1. HIDROLISE DAS PROTEINAS DO SORO CATALISADA POR
QUIMOTRIPSINA PARA LEVANTAMENTO DA CINETICA

Hidrdlises das proteinas do soro 15¢g/L utilizando o método das velocidades
iniciais foram desenvolvidas em pHstato por trés minutos para determinacdo da
concentracéo de enzima a ser utilizada nos demais ensaios cinéticos. A concentracéo de
enzima mais indicada seria aquela localizada na metade da regido linear do gréafico de
Vi versus Cepy..

A determinago dos parmetros cinéticos V.55, K¥ e KZPtambém foi feita
mediante ensaios de velocidades iniciais (hidrolises com duracdo de 3 minutos), nas
seguintes condicOes de operacdo: ConcentracOes de substrato: 2; 5; 12,15; 20; 30; 40;
50 e 56,33g/L; Concentracdo enzimética fixa e igua a 3mgEnz./mL de solucéo
(derivado com alta carga - 40mgEnz./gGel); pH 8 e 55°C.

A determinacéo dos demais parametros cinéticos de cada modelo em particular
foi feita mediante bateladas de longa duragdo (10 horas). As concentragdes de substrato
utilizadas foram 4; 12,15; 30 e 50g/L, concentracdo enzimética de 4mgEnz./mL de
solugao (derivado com alta carga - 40mgEnz./gGel), pH 8 e 55°C. Obtidas as curvas de
geracdo de produto em funcdo do tempo, diferentes modelos mateméticos foram
testados e 0s seus respectivos parametros determinados.

Para determinacdo da efetividade foram inicialmente imobilizadas cinco
diferentes cargas enziméticas de quimotripsina (5, 10, 20, 30 e 40mgEnz./gGel) sobre
gel gdlioxil-agarose. A seguir, hidrolises de curta duragdo do soro 50g/L foram
desenvolvidas utilizando-se os diferentes derivados preparados na concentracdo de
1,50ENnzZ./Lyeaor. ASSM, a efetividade foi calculada como sendo a razéo entre as
velocidades medidas utilizando-se cada derivado individualmente e a velocidade real do
sistema, determinada para a Situagdo onde ndo eram observados efeitos difusionais
(derivado contendo baixa carga enzimatica - 5mgEnz./gGel).




Capitulo 1V:

Resultados e Discussao



Capitulo 1V - Resultados e Discussdo 82

4. RESULTADOSE DISCUSSAO

Foram estudadas neste trabalho as duas primeiras etapas de hidrélise das
proteinas do soro de queijo catalisadas pelas endoproteases tripsina e quimotripsina
imobilizadas. A tripsina foi imobilizada em trés diferentes suportes, sepabeads,
quitosana e agarose, e quimotripsina apenas em agarose. Os resultados obtidos seré&o
divididos em cinco itens. producéo e caracterizacdo de derivados tripsina-sepabeads,
producdo e caracterizacdo de derivados tripsina-quitosana, producdo e caracterizagdo de
derivados de tripsina e quimotripsina preparados sobre gel de agarose, hidrdlise
seqlencial das proteinas do soro de queijo com as duas proteases e estudo cinético da
hidrélise catalisada por quimotripsing, incluindo estudo da efetividade da reago. Os
diferentes derivados obtidos com as duas proteases foram caracterizados quanto a
velocidade de imobilizag&o, recuperacdo de atividade das enzimas imobilizadas, grau de
estabilizacdo e desempenho na hidrolise de substratos macromoleculares (como
proteinas do soro de queijo ou caseina) em relacdo as correspondentes enzimas sollveis.
O estudo da hidrdlise sequiencial visou determinar quais graus de hidrolise seqiencial
com tripsina e quimotripsina eram necessarios para disponibilizar todos os residuos
aromaticos presentes nas proteinas, em especia a fenilalanina (Phe), como carboxi-
terminais, para permitir a remocao desses pela agdo subsequiente da carboxipeptidase A
(CPA). Uma vez que os aminoécidos aromaticos liberados deveriam em seguida ser
separados dos polipeptideos remanescentes por ultrafiltracdo, era de interesse produzir
reducdo minima no tamanho das cadeias protéicas para facilitar essa separacéo. Na
Ultima etapa, realizou-se o estudo cinético da hidrdlise das proteinas do soro catalisada

pela quimotripsina.

4.1. PRODUGAO E CARACTERIZAGAO DE DERIVADOS PREPARADOS
SOBRE SUPORTES EPOXIDOS

4.1.1. IMOBILIZACAO DE TRIPSINA SOBRE SEPABEADS

O primeiro suporte utilizado neste trabalho foi sepabeads, um suporte epoxido
multifuncional que vem sendo bastante estudado no grupo de pesquisa do Dr. Guisan
(ICP - Ingtituto de Catdlisis e Petroleoguimica de Madrid - Espanha), razdo pela qual
esta etapa do trabalho foi desenvolvida no referido instituto em parceria com esse grupo.

A técnicafoi avaliada para aimobilizacdo de tripsina.
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Ao se utilizar diferentes suportes para imobilizacdo de enzimas deve-se
recordar que cada suporte tem uma estratégia prépria de ativacdo, que depende dos
grupos reativos nele presentes e daqueles que serdo utilizados pela enzima para ligagdo
com o suporte. Os grupos epdxidos presentes na resina sepabeads reagem com
diferentes grupos reativos na enzima, mas devido ao cardter hidrofobico do suporte
foram efetuadas modificagbes neste para atrair 0S grupos reativos da enzima. Trés
diferentes suportes foram preparados: Sepabeads-IDA-Glicina, Sepabeads-IDA-Cu?*-
Glicina e Sepabeads-Ida-Cu®*-pH=9,5-Glicina. Obtidos os suportes, derivados com
baixa carga enzimatica de tripsina (2,5mgEnz./g suporte) foram entdo produzidos:
tripsina-(Sepabeads-IDA-Glicina);  tripsina-(Sepabeads-IDA-Cu?*-Glicina), tripsina-
(Sepabeads-Ida-Cu?*-pH=9,5-Glicina) e tripsina-glioxil. O derivado tripsina-glioxil,
aqui utilizado como pardmetro de comparacdo de desempenho, foi produzido sob
condi¢des padrdo utilizando-se técnica descrita por Guisan e colaboradores, 1988. O
estudo pormenorizado da producdo e caracterizacdo dos derivados preparados sobre gel
glioxil-agarose serd posteriormente apresentado (item 4.3).

O procedimento de incubacdo em glicina 3M pH 8, redlizado para todos os
derivados tripsina-sepabeads, visou tornar inertes todos os grupos epoxidos reativos do
suporte que ndo efetuaram enlaces com 0s grupos reativos da enzima. Desta forma,
durante o periodo de estocagem, possiveis interacOes enzima-suporte capazes de
promover efeitos prejudiciais aos derivados (por exemplo, distor¢céo do sitio ativo da
enzima que poderia causar diminuicdo da sua estabilidade ou até mesmo sua inativacéo
total) seriam evitadas. A etapa de incubacdo em pH 9,5, a qual foi submetido o derivado
tripsina-(Sepabeads-Ida-Cu®*-pH=9,5-Glicina), objetivou protonar outros grupos da
enzima (histidinas, cisteinas e etc), os quais possuem valores de pK préximos desse pH.
A Figura 4.1 mostra as curvas de desaparecimento da atividade enzimética dos
sobrenadantes das suspenses preparadas, bem como a atividade do branco (enzima
solavel), e a Tabela 4.1 mostra os resultados da imobilizagcdo de tripsina sobre os

diferentes suportes utilizados.




Capitulo 1V - Resultados e Discussdo 84

120

L 4
L 4

4

[ 4

100

o]
o
1

—&— Trip. Solavel

—a— Tri.-Agarose

—A— Trip.-Sepabeads-IDA
—e— Trip.-Sepabeads-IDA-Cu

N b
o O
1 1

Atividade Residual (%)
D
o

o

E ]

0 20 40 60 80 100 120
Tempo (min)

Figura 4.1: Desaparecimento de atividade enzimética dos sobrenadantes das suspensdes
de imobilizacdo de tripsina sobre sepabeads (25C e pH 8) e gdl glioxil-agarose (25C e
pH 10,05). Acompanhamento da atividade da tripsina solUvel.

Tabela 4.1: Imobilizacdo de tripsina (265ngnz./g suporte) sobre diferentes suportes
preparados. Condicoes experimentais: 25 C e 24 horas de reagdo sob agitacdo suave.

Atividade Enzimética (Abs/min)
Derivados Sobrenadarite Suspensdo reActlIJ\r/)le(:jrﬁlz
31— 4 4.
T=0 | T=2an | CT=2n | RS
Tripsina-Glioxil 0,1106 0 0,1104 ~100
Tripsina-(Sepabeads-| DA-Glicina) 00425 0 0,0422 ~ 100
*Tripsina-(Sepabeads-|DA-Cu?*-Glicina)
*Tripsina-(Sepabeads-IDA-Qu* -pH=9,5- | 00568 { 0 0,055 ~ 100
Glicina)

! Derivado tripsina-glioxil preparado em pH 10,05.

2 Nesta etapa, trata-se do mesmo derivado. As etapas de incubagéo foram posteriores ao processo de
imobilizag&o.

3 Tempo inicial (zero) de reagéo.

“ Tempo de reacéo de 24 horas.

® Raz0 entre a atividade medidano gel e a atividade desaparecida do sobrenadante.

A Figura 4.1 mostra que aimobilizacdo de tripsina sobre gel glioxil-agarose foi
a mais répida, pois em 30 minutos de reagdo, nenhuma atividade residual foi detectada
no sobrenadante, enquanto gque para os derivados preparados sobre resinas epoxidas o
tempo requerido foi de aproximadamente 1 hora. O tempo excedente de reagdo visou
favorecer a formacéo de enlaces adicionais entre a enzima e O suporte, etapa
sabidamente mais lenta. Os dados apresentados na Tabela 4.1 mostram que em todos os
experimentos a imobilizacéo ocorreu de forma conpleta e que as imobilizages feitas
sobre suportes epdxidos alcancaram tanto rendimento quanto recuperacdo da enzima

nos suportes de 100%, ou seja, 0 processo de imobilizagdo constituido pelas etapas de
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adsorc¢ao fisica (auxiliada pela modificacdo parcial dos grupos epoxidos do suporte com
IDA ou quelato metdlico) e posterior imobilizacdo covalente (efetuada através dos
grupos epoxidos remanescentes no suporte) foi satisfatorio. Resultados semelhantes
também foram obtidos para o derivado tripsina-glioxil, como esperado. O rendimento
de imobilizagdo foi definido como sendo a razéo entre a atividade desaparecida do
sobrenadante e a atividade inicial oferecida. A atividade recuperada, como sendo a
razéo entre a atividade medida no gel apds imobilizacéo e a atividade desaparecida do
sobrenadante (item 3.2.3.2.1).

Visando verificar se ocorreu imobilizag&o covalente ou simplesmente adsorcéo
fisica os derivados foram incubados em diferentes concentragdes de NaCl (50, 100, 125,
150, 200 e 400mM), sob suave agitacéo e temperatura ambiente. A Tabela 4.2 apresenta

os resultados obtidos para a maior concentracéo de sal utilizada, 400mM.

Tabela 4.2: Avaliacéo do enlace enzima-suporte estabel ecido. Incubacdo dos derivados
em NaCl 400mM por 12 horas.

Atividade no o
Atividade sobrenadante U Ag\q/goade 22 12
Derivados inicial no gel | apds 12 horas horsgs de iniﬁb 30
(Absimin) | deincubagio | oA e
(Abs/min)
Tripsina-Glioxil 0,0285 0 0,0283
Tripsina-(Sepabeads-1DA-Glicina) 0,0131 0 0,0126
Tripsina-(Sepabeads-I DA-CU?*-Glicina) 0,0172 0 0,0169
Tripsina-(Sepabeads-I DA-CU**-pH=9,5- 00178 0 00171
Glicina) ! '

De acordo com a Tabela 4.2 pode-se observar que em nenhuma situagéo
investigada houve dessorgdo da enzima, indicando o estabelecimento de ligagdo

guimica entre a enzima e o suporte sdlido.

4.1.2. ESTABILIDADE TERMICA DOSDERIVADOS TRIPSINA-SEPABEADS

A influéncia da temperatura na estabilidade da tripsina imobilizada sobre
resinas epoxidas e glioxil-agarose foi investigada incubando-se os derivados preparados
em duas diferentes temperaturas - 40 e 55C, por um periodo de apenas 24 horas. A 40°C
ndo foi observada qualquer perda de atividade enzimética por nenhum dos derivados

preparados. Porém, a 55C, ja foi possivel detectar perdas de atividade por parte dos
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derivados tripsina-sepabeads, fato ndo observado para o derivado tripsina-glioxil, que
manteve 100% de sua atividade ao longo de todo o periodo ensaiado. A Figura 4.2

mostra o perfil de atividade a 55C dos derivados preparados, bem como da enzima

sollvdl.
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Figura 4.2: Perfis de atividade datripsina solUvel e derivados tripsina- glioxil e tripsina-
sepabeads durante incubacdo a 55 C, em tampao borato 25mM e pH 8 por 24 horas,

De acordo com o gréfico da Figura 4.2 observa-se que os derivados tripsina-
sepabeads apresentaram comportamento similar, ou segja, ao término das 24 horas de
incubacdo todos os derivados apresentavam entre 35 e 49% da atividade inicial. Ndo se
observou ganho, portanto, com a incubacéo a pH 9,5. Apesar da menor estabilidade
térmica dos derivados tripsi na- sepabeads em relacéo ao derivado tripsina-glioxil, estes se
mostraram consideravelmente mais resistentes a acdo da temperatura que a enzima
solavel, que sofreu completa inativacdo em apenas uma hora e meia de incubacéo.

Um modelo exponencial de primeira ordem (Eq. 3.5) foi gustado aos dados
experimentais visando-se determinar os tempos de meia-vida da enzima soltvel e dos
derivados preparados e, assim, determinar o fator de estabilizagdo dos derivados em
relacdo a enzima solUvel. Esses dados estdo apresentados na Tabela 4.3.

Os resultados obtidos mostraram que todos os derivados tripsina-sepabeads
alcancaram estabilizac8o bastante razoavel frente a enzima solivel. O derivado tripsina-
(Sepabeads-|DA-Cu?*-Glicina) (aproximadamente 90 vezes mais estével que a enzima

solivel) mostrou que a formacdo de um quelato metdlico com o suporte ndo promoveu
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enrijecimento da molécula de enzima semelhante aos observados para os derivados
tripsina-(Sepabeads-IDA-Glicina) e tripsina-(Sepabeads-1DA-Cu?®*-pH=9,5-Glicina),

gue se mostraram mais de 133 vezes mais estévels que a enzima sollvel.

Tabela 4.3: Parametros do modelo matematico utilizado [Y=Yo+A*exp(-X/t1)] e

tempos de meia-vida ({1,) obtidos a 55°C e pH 8 para tripsina solivel e imobilizada
sobre sepabeads.

. t., Fator de
Enzima Yots Aixs t1xs (hor/as) Estabilizacio
. , 100,00 £ 01777 £
Tripsina Soltvel 0 00216 228x 10° 0,123 1
Tripsina-
(Sepabeads-IDA- | 46,94+ 287} 5395+306 | 572+0,79 16,41 13341
Glicina)
Tripsina-
(Sepabeads-IDA- | 30,56 + 1,45! 69,95+ 1,42 8,6+ 041 11,01 89,51
Cu**-Glicina)
Tripsina-
(Sepabeads-IDA- | 3897+ 4621 6300+ 442 | 97+ 158 16,9 137,40
Cu™ -pH=9,5
Glicina)

Assim, 0 uso de sepabeads mostra-se uma alternativa promissora sempre que
agarose-glioxil ndo puder ser aplicavel, seja por razdes de custo, resisténcia mecanica do

suporte ou inativacdo da enzima no alto pH de imobilizacdo requerido pelo grupo glioxil.

4.13. ATIVIDADE CASEINOLITICA (SUBSTRATO MACROMOLECULAR)
DE DERIVADOS TRIPSINA-SEPABEADS E TRIPSINA-GLIOXIL

Diferentes suportes possuem diferentes geometrias internas e métodos de
imobilizagéo diferentes conduzem a enzima imobilizada a diversas configuracdes finais.
Agarose ativada com grupos glioxil, por exemplo, promove a imobilizacdo através da
regido rica em residuos de lisina; suportes hidrofdbicos ativados com grupos epoxidos,
através de bol sbes externos hidrof ébicos; suportes heterofuncionais quel ato-epdxido, na
regido mais rica em residuos de histidina. Além disso, agarose e sepabeads possuem
areas superficiais internas, distribuicdo e diametro médio de poro diferentes. 1sso
implica que, mesmo se utilizando baixa carga de enzima por grama de suporte, a
auséncia de efeitos difusivos que se observou na medida de atividade do substrato

sintético de baixa massa molecular pode ndo ocorrer para caseina, cuja massa molecular
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€ de aproximadamente 20K Da. Além disso, o substrato de massa molecular elevada esta
sujeito a efeitos estéricos, devido a possivel orientacdo desfavoravel do sitio ativo da
enzima durante imobilizacdo. Assim, era importante comparar 0 desempenho dos
derivados em situacdo real (hidrolise de proteinas) e, para isso, caseina foi utilizada
como modelo. Foram assim realizados ensaios de velocidades iniciais da hidrélise da
caseina nas concentrages de 10 e 40g/L, concentracdo de enzima de 0,088mgEnz./mL
de solucdo, temperatura de 40C (condicdo onde os derivados apresentaram ata
estabilidade térmica) e pH 8, utilizando a técnica do pHstato. Os resultados obtidos sdo
mostrados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4: Medida da atividade da enzima solivel e dos derivados tripsina-
sepabeads (atividade aparente) na hidrdlise de caseina. Ensaios de velocidades
iniciaisa40°C; pH 8; 0,088mgEnz./mL de solugdo e 15minutos de reagéo.

Grau de Hidrolise

Derivados (mEqv/min)x10°
Caseina 10g/L Caseina 40g/L
Tripsina SolGvel 2,64 (100%) 6,11 (100%)
Tripsina-Glioxil 1,35 (51,04%) 3,32 (54,34%)
Tripsina-(Sepabeads-IDA-Glicina) 0,54 (20,30%) 0,78 (12,82%)
Tripsina-(Sepabeads-IDA-Cu” " -Glicina) 0,34 (12,71%) 0,54 (8,84%)
Tripsina-(Sepabeads-Ida-Cu*-pH=9,5-Glicina) 0,32 (11,95%) 0,51 (8,35%)

Pode-se observar que efetividade da reacdo em torno de 50% foi obtida para o
derivado tripsina-glioxil, para as duas concentractes de substrato e uma concentracéo de
enzima ensaiadas. Para os derivados tripsina-sepabeads as atividades aparentes além de
bem menores que as observadas para o derivado tripsina-glioxil, variaram com a
concentragdo inicial de substrato. Esses resultados indicam que no caso do derivado
tripsina-glioxil deve estar ocorrendo apenas efeitos estéricos, que impedem o acesso das
mol éculas de substrato ao sitio ativo de 50% das moléculas de enzimas imobilizadas, ja
que a efetividade da reacdo catalisada por derivados tripsina-glioxil ndo variou nas duas
condicdes testadas. Assim sendo, a enzima pode ter sido imobilizada muito proximo a
superficie do suporte, tornando seu centro catalitico de dificil acesso para o substrato
macromolecular. No caso dos derivados tripsina-sepabeads, também devem estar
ocorrendo efeitos difusionais, pois a efetividade da reacdo varia aterando-se a
concentracdo de substrato. Como os derivados tripsina-(Sepabeads-|IDA-Cu®*-Glicina)
e tripsina-(Sepabeads-1da-Cu?*-pH=9,5-Glicina) tiveram desempenho muito abaixo do

derivado referéncia (tripsina-glioxil), selecionouse apenas o derivado tripsina-
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(Sepabeads-IDA-Glicina) para dar continuidade aos testes comparativos. Com os dois
derivados selecionados e a enzima solivel foram desenvolvidos novos ensaios de
hidrélise de caseina 10g/L. Nestes experimentos buscouse investigar se mediante
tempos prolongados de reacdo era possivel atingir graus de hidrélise com os derivados
imobilizados comparaveis aquel e obtido com a enzima em solucdo. Ao longo de 6 horas
de reacdo, aiquotas foram retiradas e analisadas quanto a distribuicdo dos peptideos
gerados por cromatografia de exclusdo por tamanho em HPLC. A Figura 4.3,
apresentada a seguir, mostra a distribuicdo de peptideos formados nas hidrolises da

caseina com tripsina solUvel e imobilizada, para as quatro Ultimas horas de reacéo.

Fragdo Idssica

O PM < 1 kDa; [l 1 kDa< PM < 3,5 kDa;[] 3,5 kDa< PM < 10 kDa; 10 kDa< PM < 20 kDa; [l M > 20 kDa
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Figura 4.3: Distribuic3o dos peptideos obtida apds hidrolise longa de caseina 10g/L, 40 C,

pH 8; 0,088mgEnz./mL de solucdo com (A) tripsina soluvel, (B) tripsina-(Sepabeads-1DA-

Glicina) e (C) tripsina-glioxil.

Analisando-se a Figura 4.3 (A), observa-se que com 4 horas de reacdo ndo
havia mais caseina remanescente, ou sgja, esta proteina ja havia sido completamente
convertida em peptideos de tamanhos variados pela agdo da tripsina solavel. Com o
passar do tempo, a fracéo de peptideos menor que 1kDa aumentava, atingindo-se em 6
horas, aproximadamente 40% do total de peptideos formados. Contudo, nota-se apenas
uma leve diferenca no perfil dos peptideos entre 5 e 6 horas, indicando que em 5 horas a
hidrdlise ja havia sido praticamente completada e a capacidade méxima de hidrolise da
tripsina solivel sido atingida. Para as hidrélises desenvolvidas utilizando-se enzimas
imobilizadas, Figuras 4.3 (B) e (C), percebe-se que uma fragdo de substrato com massa
molecular maior que 20kDa permaneceu intacta nas quatro Ultimas horas de reacdo.
Caseina é poliforme, congtituida por diferentes fragbes com massas moleculares

diferentes. Os dados obtidos com os derivados indicam que deve haver impedimento
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estérico ao ataque de alguma fracdo ainda intacta ou com perda de poucos residuos.
Essa fracdo remanescente foi mais significativa quando a hidrdlise foi catalisada pelo
derivado tripsina-glioxil, indicando que esse impedimento foi mais critico quando este
derivado foi utilizado. Em concordancia com isso, a fragdo de peptideos pequenos foi
maior quando a hidrdlise foi desenvolvida utilizando-se o derivado tripsina-(Sepabeads-
IDA-Glicina). Curiosamente, embora os resultados mostrem que um maior
fracionamento dos peptideos foi obtido com sepabeads, o volume de soda adicionado
pelo pHstato quando se usou glioxil foi maior, 0 que em principio indicaria que maior
grau de hidrdlise foi obtido com este derivado. Evidentemente, os parametros utilizados
para o calculo do grau de hidrdlise deverdo ser modificados quando se usa o derivado
sepabeads, pois a presenca dos grupos glicina, utilizada para bloquear grupos epoxidos
remanescentes no suporte, deve estar afetando os parametros da hidrdlise. Uma possivel
explicacdo para este fato seria que o proprio conjugado enzima-suporte [tripsina-
(Sepabeads-IDA-Glicina)] estaria capturando proétons liberados como resultado do
rompimento das ligacBes peptidicas. Dessa forma, o volume final de base consumida
para manter o pH do sistema seria correspondentemente menor e o grau de hidrélise
calculado com base na indicagdo do equipamento ndo retrataria 0 avango da reagdo de
forma quantitativa. A analise de distribuicdo de massa molecular, contudo, € conclusiva
e mostra que o suporte epoxido conduz a preparacdo de um derivado bastante eficiente
na hidrdlise de proteinas.

Uma vez que com o derivado sepabeads ainda se notava pequenos aumentos
nas fragbes menores, necessitava-se confirmar se tempos mais longos de reacdo
conduziriam a graus de hidrélise superiores para 0s ensaios desenvolvidos com as
enzimas imobilizadas. Assim, foram feitos novos experimentos de hidrélise enzimatica
a 40C e 24 horas de reacdo. Nestes ensaios, foram atingidos graus de hidrélise
semel hantes aos anteriores evidenciando que, de fato, a capacidade méxima de hidrolise
desse substrato macromolecular pela acdo dos derivados imobilizados ja havia sido
atingida. Os resultados aqui obtidos indicam que a utilizagdo desses derivados na
hidrolise de macromoléculas parece depender do tipo e da constitui¢céo do substrato a
ser hidrolisado, e ndo apenas de sua massa molecular. Esta indicagéo é reforcada pelo
fato de derivados tripsina-glioxil (posteriormente apresentados) terem sido
satisfatoriamente empregados na hidrélise das proteinas do soro, atingindo-se em tais
ensaios mesmos graus de hidrélise com enzima solGvel e imobilizada. Na hidrélise da

caseina, observa-se nitidamente que uma de suas fragdes ndo consegue ser hidrolisada
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pela enzima imobilizada. Assim, 0 enprego do derivado tripsina-sepabeads deve ser
estudado caso a caso, considerando-se as caracteristicas especificas de cada sistema.

N&o se tentou neste trabalho comparar os graus de hidrolise atingidos
experimentalmente com os tedricos, pois como ja anteriormente comentado, a caseina é
um substrato complexo constituido por quatro fraces distintas @-sl, a-s2, b e k-
caseina). Estudo semelhante redlizado por Galvdo (2000), enfocou a hidrélise das
proteinas do soro l&ico com tripsina e quimotripsina livres e pbde comprovar
experimentalmente que o grau maximo de hidrdlise teoricamente previsto com tripsina
solivel era atingido, pois como as estruturas primarias das principais proteinas
presentes e suas respectivas concentragdes eram conhecidas foi possivel efetuar o

cdalculo dos valores teodricos.

4.2. PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE DERIVADOS PREPARADOS
SOBRE MATRIZES DE QUITOSANA

4.2.1. IMOBILIZACAO DE TRIPSINA SOBRE DIFERENTES MATRIZES DE
QUITOSANA

O segundo suporte aqui estudado foi a quitosana. Como ja comertado em
secOes anteriores deste trabalho, a quitosana deriva da quitina, que € um polimero
natural abundantemente disponivel na natureza e encontrado em carapacas de
crustéceos, alguns insetos e algas. A obtencdo da quitosana a partir da quitina ndo
apresenta um protocolo especifico podendo-se, de tal procedimento, gerar diferentes
polimeros de quitosana, cuja propriedade de maior variacdo € o seu grau de
desacetilacdo. Neste trabalho, utilizouse quitosana com grau de desacetilacdo de 85%,
obtida a partir do mesmo lote de preparacéo.

Foram, inicialmente, preparadas diferentes matrizes de quitosana matriz
coagulada em solugdo de NaOH 1N e ativada com glutaraldeido nos pHs 7 e 10; matriz
coagulada em solucdo de NaOH 0,1N e ativada com glutaraldeido nos pHs 7 e 10 e,
finalmente, matriz de quitosana coagulada em solucdo de NaOH O,1N, ativada com
glicidol e oxidada com NalO4. O protocolo de preparacdo da Ultima matriz citada,
quitosana-glioxil, foi idéntico aquele utilizado na preparacéo de gel glioxil-agarose, pois
este era gpenas um ensaio exploratorio. A matriz gerada pela coagulagdo em NaOH 1N
apresentava densidade igua a 1,05g/mL e porosidade 0,95. JA a matriz obtida via
coagulacdo em NaOH 0,1N apresentava densidade de 1,10g/mL e porosidade 0,92.
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O processo de imobilizacdo de tripsina sobre as diferentes matrizes de
quitosana preparadas foi desenvolvido na presenca de benzamidina, inibidor
competitivo da tripsina, a 25C e pH 10. A atividade dos sobrenadantes das suspensdes
foi acompanhada ao longo do tempo (24 horas de reacdo) em espectrofotbmetro a
405nm e 25°C, o que possibilitou a avaliagdo da velocidade de imobilizagio da enzima
nas matrizes diferentemente ativadas - Figura 4.4.

]

TQ1 A10 (10mgE/gGel)
® TQ1 Al10 (20mgE/gGel)
1 TQ1 A7 (10mgE/gGel)
80 v TQ1 A7 (20mgE/gGel)
TQ 0,1M (10mgE/gGel)
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Atividade no sobrenadante (%)

Tempo (min)

Figura 4.4: Acompanhamento da vel ocidade de imobilizacdo da tripsina nas diferentes
matrizes de quitosana: (M) quitosana coaguladaem NaOH 1N e ativadaem pH 10 —
derivado com 10mgEnz./gGel, (" ) quitosana coagulada em NaOH 1N e ativada em pH
10 — derivado com 20mgEnz./gGel, (7 ) quitosana coaguladaem NaOH 1N e ativada
em pH 7 — derivado com 10mgEnz./gGel, (? )quitosana coagulada em NaOH 1N e
ativadaem pH 7 — derivado com 20mgEnz./gGel e ( )quitosana coagulada em NaOH
0,1N e ativada em pH 7 — derivado com 10mgEnz./gGel. Condicdes de imobilizaco:
25°C, pH 10 e suave agitacio.

Em todos os casos, apds 90 minutos de interacdo enzima-suporte praticamente
ndo era observada nenhuma atividade nos sobrenadantes de imobilizagdo. Para carga
enzimatica de 10mgEnz./gGel (coagulagcdo em NaOH 1N), observa-se que a velocidade
de imobilizagdo do derivado preparado sobre matriz ativada a pH 7 (completo
desaparecimento da enzima do sobrenadante em 15 minutos de reacdo) foi seis vezes
mais répida que a correspondente para o derivado preparado sobre matriz ativada a pH
10 (desaparecimento da enzima do sobrenadante em aproximadamente 90 minutos).
Uma possivel explicagdo para este fato consiste na polimerizacdo superficial do
glutaraldeido (Monsan, 1977/78), ocorrida em funcdo do aumento do pH de ativacdo

do ge (de 7 para 10). Este aumento no pH estaria tornando indisponiveis grupos
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reativos na superficie do suporte capazes de estabelecer ligagdes com grupos reativos
da enzima. Para cargas enzimaticas mais elevadas (20mgEnz./gGedl), limitacdes
difusionais ja podiam ser observadas, ndo sendo possivel se detectar diferencas nas
velocidades de imobilizagdo com o aumento do pH. A reagdo de imobilizagdo da
tripsina sobre matriz de quitosana coagulada em solucdo de NaOH 0,1N, ativada com
glicidol e oxidada com NalO4 foi nitidamente mais lenta que as demais, e, assim, por
incompatibilidade de escala, 0 acompanhamento desse processo ndo foi ilustrado na

Figura 4.4. A Tabela 4.5 explicita quantitativamente o comportamento de cada
derivado preparado.

Tabela 4.5: Atividade recuperada no gel apés 24 horas de imobilizagdo de duas cargas
de tripsina em cinco diferentes suportes a 25'C, pH 10 e na presenca de benzamidina.

. Atividadeno | "Rendimento | Atividade | 2,.,. .
Derivado At'V'd?de sobrenadante de medida Atividace
. X oferecida . . . recuperada
Tripsina-Quitosana (Abs/min) apos 24h imobilizagdo no gel no gel (%)
(Abs/min) (%) (Abs/min) g
10mgEnz./gGel
(N - pH=7) 0,0442 0 100 0,0445 100
20mgEnz./gGel
(N - pH=7) 0,0711 0 100 0,0721 100
10mgEnz./gGel
(N - pH=10) 0,0442 0 100 0,0443 100
20mgEnz./gGel
(N - pH=10) 0,0711 0 100 0,0715 100
10mgEnz./gGel
(0.IN - pH=7) 0,0405 0 100 0,0410 100
Quitosana-Glioxil
10mgEnz/gGel 4 51599 | 00516 60 0,0772 100
Ativacdo glicidol
Oxidacdo NalO,

Calculado como sendo arazao entre a atividade desaparecida do sobrenadante e a atividade oferecida.
2Calculado como sendo a razdo entre a atividade medida no gel e a atividade desaparecida do
sobrenadante.

De acordo com os dados acima tabelados, pode-se notar que todos os
derivados preparados sobre matrizes ativadas com glutaraldeido resultaram em 100% de
rendimento de imobilizagdo. Este fato, porém, ndo foi observado quando a tripsina foi
imobilizada no suporte quitosana-glioxil, que resultou em apenas 60% de rendimento.
Uma provavel explicacdo para este resultado € a ocorréncia de entrecruzamento
EXCcessiVo entre grupos aminos ndo reagidos da matriz de quitosana e os grupos aldeidos
gerados pela reagdo do glicidol com o suporte, com consequente diminuicéo da area

interna acessivel a proteina. Uma aternativa para se superar este inconveniente seria a
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utilizacdo de quitosana com graus de desacetilacdo inferiores ao aqui empregado, ou
sgja, matrizes com teor reduzido de grupamentos aminos disponiveis para reticulago.

Uma avaliagdo do tipo de enlace estabelecido entre a enzima e o suporte foi
feita de forma similar aquela descrita para derivados tripsina- sepabeads. Concentragcdes
crescentes de solucéo salina (até 400mM de NaCl) foram utilizadas para realizacdo de
testes de dessor¢do e a atividade enzimética dos sobrenadantes das suspensdes foi
acompanhada ao longo das 18 horas de incubacdo. Os resultados obtidos evidenciaram
0 estabelecimento de ligagdo quimica entra a enzima e 0 suporte, pois a enzima se
manteve ligada mesmo em condicdes favoraveis a sua dessorcao.

A méxima carga enzimética capaz de ser imobilizada nas matrizes de
quitosana foi investigada oferecendo-se quantidades crescentes de enzima ao suporte e
dosando- se a atividade enzimética recuperada no gel. Assim, seria possivel determinar o
limite de saturacdo do gel através da obtencéo de medidas constantes de atividade com o
aumento da carga enzimatica oferecida. Os experimentos foram entéo realizados e os

resultados est&o apresentados na Tabela 4.6.

Tabela 4.6: Investigagdo da quantidade méxima de enzima (carga enzimatica) capaz de ser
imobilizada sobre diferentes géis de quitosana. Condicdes: 25 C, pH 10, presenca de benzamidina e
24 horas de reacéo.

Carga oferecida
(MoEnz./qGel) 40 50 60 70
a) Atividade inicia oferecida (Abs/min)
b) Atividade desaparecida do sobrenadante (Abs/min)
Medidas ¢) Atividade medida no gel (Abs/min)
d) "Rendimento de imobilizacéo (%)
e) *Atividade recuperada no gel (%)
a) 0,0386 a) 0,0795 a) 0,0998
Quitosana b) 0,0386 b) 0,0795 b) 0,0998
Coagulagéo IN c) 0,0390 -/- c) 0,0556 c) 0,0598
Ativagdo pH 7 d) 100% d) 100% d) 100%
e) 100% €) 70% €) 60%
a) 0,0271 a) 0,0375 a) 0,0631
Quitosana b) 0,0254 b) 0,0341 b) 0,0545
Coagulagdo 1N ¢) 0,0225 c) 0,0305 ¢) 0,0431 -/-
Ativagdo pH 10 d) 93,7% d) 90,9% d) 86,4%
€) 88,6% €) 89,4% €) 79,1%
a) 0,0695 a) 0,0848 a) 0,1184
Quitosana b) 0,0695 b) 0,0800 b) 0,1115
Coagulacdo 0,1N ¢) 0,0692 c) 0,0766 - /- ¢) 0,0915
Ativagdo pH 7 d) 100% d) 94,3% d) 94,2%
e) 100% €) 95,7% €) 82,1%

Calculado como sendo arazao entre a atividade desaparecida do sobrenadante e a atividade oferecida.

2Calculado como sendo a razdo entre a atividade medida no gel e a aividade desaparecida do
sobrenadante.
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Os dados apresentados na Tabela 4.6 mostram que de todas as cargas
enzimaticas iniciais oferecidas a Unica capaz ser totalmente recuperada no gel foi a de
40mgEnz./gGel, quando foram utilizadas matrizes ativadas a pH 7, independentemente
da concentracdo da solugcdo coagulante. As demais cargas investigadas resultaram em
recuperacdo sempre inferior a oferecida. Ha que se recordar, porém, que a reacéo entre
o glutaraldeido, predominantemente polimerizado, e os grupos aminos do suporte é
favorecida a medida que o pH do meio aumenta (pH > 9) - Monsan, 1977/78; Arruda,
1999. Segundo Monsan (1977/78), em meios fortemente alcalinos (pH 10,5) a
polimerizacéo torna-se muito intensa, podendo diminuir a area especifica do suporte,
devido a ligacOes estabelecidas entre 0s grupos reativos da matriz e as terminagdes das
longas cadeias poliméricas do agente reticulante. Com a possivel diminuicdo do
tamanho dos poros, em conseqiiéncia da reticulacéo da matriz, aimobilizacdo da enzima
no caso da matriz ativada a pH 10 deve ter ocorrido apenas superficialmente e ndo no
interior dos poros, como no caso da matriz ativada a pH 7. 1sso explicaria a consideravel
diferenca entre as cargas méximas encontradas para cada um dos suportes preparados
(pHs 7 e 10). A diferente geometria interna dos suportes deve estar implicando
diferentes graus de limitacBes difusionais. Também devem estar presentes efeitos
estéricos ou mesmo inativacdo da enzima em consequéncia de distorgdes do sitio ativo
durante o processo de imobilizagdo nos diferentes suportes ativados e, assm, a
atividade recuperada no suporte dependeria fortemente das condi¢des de preparacéo da
matriz.

4.2.2. INATIVACAO TERMICA E A pH ALCALINO

As estabilidades térmica e a pH alcalino dos derivados tripsina-quitosana
foram aqui estudadas como parte da caracterizacéo dos derivados. Tripsina imobilizada
sobre matriz coagulada em NaOH 1N e ativada nos pHs 7 e 10 foi incubada nas
temperaturas de 40 e 70°C e em pH 11; tripsina imobilizada sobre matriz coagulada em
NaOH 0,1N e ativada nos pHs 7 e 10 foi incubada nas temperaturas de 55 e 70°C. Os
resultados obtidos de tais ensaios foram comparados com aqueles obtidos para a enzima
solivel e para 0 derivado tripsina-glioxil-agarose, ja& amplamente estudado, e se

encontram sumarizados nas Tabelas 4.7 e 4.8.
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Tabela 4.7: Influéncia da temperatura e do pH alcalino na estabilidade dos
derivados preparaglos. Tempos de meia-vida determinados nas seguintes condicgdes
experimentais: 40 C, 70C e pH 11.

Estabi- Estabi-
Derivado [S72 lizacéo L ilizagio i e
40°C 40°C 70°C 70°C pH 11
Tripsina sol(vel 20 min 1 - - 5 horas
“Tripsina-quitosana .
(N - AtivacZo apH 10) 147 horas 4455 6 min 1 40 horas
Tripsina-quitosana .
(IN - Ativacio apH 7) 155 horas 469,7 9min 15 68 horas
Tripsina-glioxil- . . 15horas | 15 | 147 horas
quitosana
Tripgna-glioxil-agarose | 217 horas 657,6 6,25 horas | 62,5 168 horas

Referéncia para estabilizagdo a 40°C.
2Referéncia para estabilizagéo a 70°C.

Analisando-se os dados apresentados na Tabela 4.7, percebe-se que o0s
derivados de tripsina imobilizados sobre matrizes ativadas com glutaraldeido perdem
sua atividade enzimética muito mais rapidamente que os derivados tripsina-glioxil-
agarose e tripsina-glioxil-quitosana. Esses resultados atestam a superioridade do método
de ativacdo com glicidol e oxidacdo com periodato de sodio frente as metodologias que
envolvem o uso de glutaraldeido.

A grande estabilidade do derivado tripsina-glioxil-agarose nas temperaturas e
pH de incubacdo empregados ficou evidenciada mediante os dados apresentados na
Tabela 4.7, tanto em relacéo a enzima sollvel quanto aos derivados tripsina-quitosana.
Os niveis de estabilizagdo obtidos por tais derivados sugerem a possivel formagédo de
multiligacOes enzima-suporte.

Como discutido anteriormente, a polimerizacdo intensa do glutaraldeido pode
ter sido responsavel pela diminuicdo do nimero de terminaces adeidicas disponiveis
na superficie da matriz ativada a pH 10, as quais se ligariam aos grupos aminos da
enzima. Como consequiéncia, o nimero de ligacBes efetivadas entre suporte e enzima
(ligacBes multipontuais) seria menor no caso do derivado cuja matriz foi ativada a pH
10, o que resultaria em menor estabilidade térmica e acalina em relagdo ao derivado
ativado apH 7.
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Tabela 4.8: Determinagéo dos tempos de meia-vida de derivados
preparados em matrizes coaguladas em NaOH 0,IN. Condigdes
experimentais: 55e 70 C - pH 8.

Derivado Tempo de meia-vida (t 12)
55°C 70°C
Tripsina-quitosana . _
(0,IN - Ativacio apH 7) S40min | 18 minutos
Tripsina-quitosana _ _
(0,IN - Ativagso apH 10) 540 min 10 minutos
Tripsina soluvel 4min -

Mediante os dados apresentados na Tabela 4.8, vé-se que ndo foi possivel
detectar diferencas significativas a 55°C entre os derivados preparados sobre matrizes
coaguladas em NaOH 0,IN e ativadas com glutaraldeido nos pHs 7 e 10. Nesta
temperatura, eles possuem o mesmo tempo de melavida, mas a 70°C, o derivado que
teve sua matriz ativada em pH 7 (derivado-pH 7) foi cerca de duas vezes mais estével
que aquele cuja matriz foi ativada em pH 10 (derivado-pH 10), indicando que devem
possuir caracteristicas distintas. A diferenca existente entre eles pode estar associada a
uma maior estabilizacéo de determinada parcela da enzima existente no derivado-pH 7,
em consequéncia de um maior enrijecimento da sua estrutura. A parcela de enzima
aparentemente mais estabilizada so teria acéo perceptivel em um ensaio realizado a ata
temperatura, pois a baixas temperauras a enzima parcialmente estabilizada consegue
reter sua atividade nos dois derivados por periodos prolongados. De todo modo, o efeito
do maior enrijecimento da estrutura do derivado-pH 7 sO seria detectado se 0 ensaio
fosse prolongado até perda total ce atividade enzimatica dos derivados. De qualquer
maneira, sendo o derivado-pH 7 aproximadamente duas vezes mais estavel que o
derivado-pH 10 ndo deve haver muita diferenca com relacdo ao nimero de ligacdes
estabel ecidas entre a enzima e 0 suporte em ambos 0s casos.

Estudo mais aprofundado sobre o derivado tripsina-glioxil-quitosana,
possivelmente imobilizado no suporte por mais de duas ligagdes, devido a sua alta
estabilidade, fazse necessario, pois a ativagdo da quitosana com glicidol e posterior
oxidagdo com NalO, revelorse uma metodologia bastante promissora e, sendo
otimizada, certamente serd uma 6tima aternativa principamente pela reducdo nos
custos do processo de imobilizacdo, dado que este suporte € amplamente disponivel em

territério nacional.
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4.23. INFLUENCIA DA TEMPERATURA E DO pH NA ATIVIDADE DE
HIDROLISE DE SUBSTRATOSSINTETICOS

A influéncia da temperatura e do pH na determinacdo da maior atividade
enzimatica de hidrdlise foi estudada hidrolisando-se soro de queijo 10g/L com tripsina
soltvel e derivados preparados sobre quitosana. A faixa de temperatura investigada
variou de 30 a 60C e, nessas condicBes, foram ensaiados derivados com carga
enzimatica de 10 e 20mgEnz./gGel. A faixa de pH variou de 6 a 10 e apenas derivados
com carga de 10mgEnz./gGel foram ensaiados. As Figuras 4.5 (a) e (b), ilustradas a
seguir, permitem comparacdo do desempenho dos diferentes derivados tripsina

quitosana (coagulagdo NaOH 1M) obtidos com a da protease solUvel.

0,21 1 —&@— pH=7(10mgE/gGel)

] ' —@— pH=10(10mgE/gGel)
! pH=7(20mgE/gGel)
0,18 ! —¥— pH=10(20mgE/gGel)

—®— Tripsina Soluvel

o

[N

o
1

0,12

0,09

Atividade (Abs/min)

0,06

0,03

0,24 —&—E. Soluvel

[—*— pH=7(10mgE/gGel)
—&— pH=10(10mgE/gGel)
0,20 4

[}
[
o
1
E\

Atividade (Abs/min)
o
N
1

0,08

0,04

(B)

Figura 4.5: Influéncia datemperatura (A) e do pH (B) na atividade de hidrdlise do soro
de queijo paratripsina soluvel e derivados imobilizados sobre quitosana (NaOH 1N).
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A Figura 4.5 (A) mostra que todos os derivados aqui preparados apresentaram
maior atividade de hidrélise a 50°C, enquanto que para a enzima sol(vel esta
temperatura foi de 40°C. No entanto, empregou-se temperatura de 55C nas reacdes de
hidrdlise das proteinas do soro catalisadas por estes derivados. Nesta temperatura, apds
cada ensaio, a atividade enziméica dos derivados foi avaliada, ndo tendo sido
detectadas quaisquer perdas na atividade dos derivados utilizados. Esses resultados em
conjunto com os obtidos para tripsina-glioxil-agarose (resultados posteriormente
apresentados) nos permitem afirmar que, de fato, a temperatura e o pH influenciam de
forma significativa na maior atividade de hidrélise, mas um terceiro fator que ndo pode
ser negligenciado é a natureza do substrato a ser hidrolisado. Na hidrdlise do substrato
sintético usando tripsina sol(ivel, a maior atividade foi observada & temperatura de 60°C
(resultado ainda ndo apresentado); Ja na hidrdlise do soro de queijo, a maior atividade
foi observadaa40°C.

Com base na Figura 4.5 (B), pode-se observar que a enzima sollivel e os
derivados preparados sobre matrizes ativadas com glutaraldeido nos pHs 7 e 10
apresentaram maior atividade de hidrélise em pH 9. No entanto, optou-se aqui por se
trabalhar em pH 8, pois, nesta condicéo, o importante critério de estabilidade, necessario
a0 perfeito desempenho da enzima por periodos prolongados de tempo, é
completamente obedecido. Estes dados reforcam as vantagens de se trabalhar com
enzimas imobilizadas, uma vez que o uso de condigdes operacionais drasticas, néo

recomendavel paraenzimas livres, € possivel, reduzindo-se assim custos de operacao.

4.2.4. HIDROLISE ACIDA DA TRIPSINA SOLUVEL E IMOBILIZADA SOBRE
MATRIZESDE QUITOSANA

Hidrdlises &cidas dos derivados preparados sobre quitosana e também da
tripsina solavel foram realizadas visando-se investigar que tipo de imobilizacdo havia
decorrido da interacéo enzima-suporte. Os hidrolisados obtidos foram analisados através
de cromatografia de troca ibnica em HPLC para quantificacdo de aminoacidos. Em
outras palavras, significa dizer que se desgjava determinar a concentragdo total de
residuos de lisina ha enzima solUvel e comparar este valor aqueles obtidos pds-hidrélise
para os derivados em questdo. Esperava-se que os aminoacidos ndo envolvidos no
processo de imobilizagdo apresentassem concentragbes similares tanto na enzima

soltvel quanto nos derivados imobilizados. Quanto ao residuo de lisina, era de se
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esperar que a concentracdo deste aminoécido detectada pés hidrélise acida dos
derivados fosse inferior aguela determinada para a enzima em solucéo, evidenciando
gue realmente havia residuos coval entemente ligados ao suporte e que, deste modo, néo
seriam quantificados por tal procedimento, uma vez que as ligagbes covalentes
estabelecidas entre enzima e suporte ndo sdo hidrolisadas por este procedimento. A
Tabela 4.9. apresenta as concentragdes de alguns aminoacidos apds realizagdo de

hidrdlise é&cida datripsina solUvel e derivados tripsina-quitosana, em nmmol/mL.

Tabela 4.9: Concentragdes (mmol/mL) de alguns aminoacidos apds hidrdlise acida
da tripsina solivel e dos diferentes derivados desta ernzima preparados sobre
guitosana.

Derivados de tripsina preparados sobre
diferentes suportes solidos
Aminoécidos Trisina Tripsina- Tripsina-
P Glioxil- Glutaraldeido-
Soluvel . .
Quitosana Quitosana

Acido Aspartico 0,40 0,40 0,21
Treonina/ Asparagina 0,19 0,18 0,12
Serina 0,31 0,30 0,17
Acido Glutdmico 0,32 0,35 0,14
Glicina 0,40 0,43 0,20
Lisna 0,12 0,10 0,06

Anadisando-se a tabela acima, observa-se que os resultados obtidos para a
enzima soltvel e derivado tripsina- glioxil-quitosana foram pouco conclusivos, dada a
estreita semel hanca obtida para o contetido de todos os e aminoécidos apresentados. No
caso do derivado tripsina-glutaral deido-quitosana, um grande desvio na concentracdo de
todos os aminoécidos acima tabelados pbde ser observado. Todos apresertaram
concentracdo significativamente inferior aquela obtida para o hidrolisado da tripsina
soluvel. Uma possivel explicagdo para este fato seria o envolvimento de aminoécidos
diferentes da lisina no processo de imobilizacdo da enzima, devido a alta reatividade do
glutaraldeido. Este agente ativante pode reagir com grupos hidroxila, carbonila, amino,
sulfidrila e outros, ou sgja, pode reagir com diferentes aminoacidos e ndo apenas com a
lisna. Estando ligados ao suporte pela ligacdo com o glutaraldeido esses aminoacidos

ndo sofreram hidrdlise, resultando em concentragcBes menores que as esperadas.




Capitulo IV - Resultados e Discussao 101

425 DESEMPENHO DE DERIVADOS TRIPSINA-QUITOSANA NA
HIDROLISE DAS PROTEINAS DO SORO DE QUEIJO

Hidrolises das proteinas do soro de queijo (10g/L) foram desenvolvidas
utilizando-se 0 método do pHstato com o objetivo de se comparar o desempenho dos
derivados preparados sobre quitosana (coagulacéo em NaOH 0,1N e ativacéo nos pHs 7
e 10) com o da tripsina solvel no fracionamento de um substrato macromolecular.
Reacdo E/Smasico de 1/10 e 1/20, pH 8 e NaOH 0,1N foram condicfes experimentais
fixas em todos os ensaios. Tempo reaciona (2h ou tempos prolongados) e temperatura
(50 ou 55C) foram condices variaveis de acordo com o objetivo do experimento. Na

Tabela4.10 estéo apresentados os resultados obtidos.

Tabela 4.10: Comparacdo do desempenho de tripsina solUvel e derivados preparados
sobre quitosana coagulada em NaOH 0,1N na hidrdlise das proteinas do soro de queijo
(10g/L): tempo reacional de 2 horas, 50 C, E/Smassco de 1/20 (derivado 10mgEnz./gGel)
ou 1/10 (derivado 20mgEnz./gGel), pH 8 e NaOH 0,1M.

Ativacdo apH 7 Ativacdo apH 10
'(rherO:lgsc)) E?)IZ:\T/Z 10mgEnz./gGeli 20mgEnz./gGeli 10mgEnz./gGeli 20mgEnz./gGel
| Grau de Hidrdlise (%)
0 0 0 0 0 0
05 7,72 2,85 3,05 2,78 2,75
1 8,33 3,67 4,20 3,63 3,66
15 8,71 4,29 4,88 4,19 4,26
2 9,02 (100%) | 4,72 (52,33%) i 5,41 (59,98%) i 4,60 (51%) 4,69 (52%)

Com base nos dados acima tabel ados, pode-se observar a ocorréncia de atrasos
em relacdo a acdo da protease solUvel. Estes atrasos estdo possivelmente associados a
limitages difusionais devido a alta massa molecular do substrato, sobretudo no periodo
inicial da reacéo e/ou a forma como ocorreu a polimerizacdo do suporte apos ativacdo
com glutaraldeido - Arruda, 1999. Utilizando-se derivados com carga enzimética de
20mgEnz./gGel pode-se observar presenca de sérias limitagcOes difusionais, pois o0s
graus de hidrdlise atingidos utilizando-se esses derivados, com o dobro da concentragéo
enzimdtica no meio reaciona, foram similares aos atingidos quando se empregou
derivados com 10mgEnz./gGel. No entanto, quando o derivado 20mgEnz./gGel
preparado sobre matriz ativada a pH 10 foi utilizado, parece que essas limitagOes foram
mais pronunciadas, pois ndo se observou qualquer aumento no grau de hidrolise desse
sistema comparado ao que utilizou derivado 10mgEnz./gGel (ativagcdo a pH 10) para

mesmos tempos de reacdo. Buscando-se atingir mesmo grau de hidrélise obtido com a
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tripsina livre (9%), optou-se por aumentar a temperaturado sistema reacional em 5C, e,
assim, promover aumentos nas velocidades de reagdo. A Tabela 4.11 ilustra 0s novos

resultados obtidos.

Tabela 4.11: Graus de hidrdlise obtidos ap6s incremento de 5 C na temperatura do meio
reacional. Soro 10g/L, tempo de Hdrélise de 2 horas, 55C, E/Smassico de 1/20 (0,IN -
derivado 10mgEnz./gGel) ou 1/10 (0,AN - derivado 20mgEnz./gGel) e pH 8. Matrizes
coaguladas em NaOH 0O,1N.

Ativagdo apH 7 Ativacdo apH 10
Tempo ggﬂ,r\?; 10mgEnz./gGel{ 20mgEnz./gGel; 10mgEnz./gGel | 20mgEnz./gGel
(horas) Grali de Fidralise (96
0 0 0 0 0 0
05 7,90 3,39 4,24 4,24 4,13
1 8,50 4,29 5,57 5,21 5,36
15 8,75 4,98 6,48 5,76 594
2 8,93 (100%) ! 5,63 (63,05%) | 7,20 (80,63%) | 6,14 (68,76%) | 6,40 (71,67%)

Como pode ser observado na Tabela 4.11, o aumento de 5°C na temperatura
promoveu aumento nas velocidades de reacdo, reduzindo os atrasos constatados para
mesmos tempos reacionais a 50°'C em todos os ensaios desenvolvidos a 55 C. Porém, em
nenhuma situagdo investigada foi acancado o grau de hidrdlise desgjado (9%). E
possivel que em tais experimentos esteja ocorrendo uma combinacdo de efeitos
difusivos e estéricos, com orientacdo desfavoravel do sitio ativo da enzima apos
imobilizagdo. Assim, haveria trechos de proteinas inacessiveis a um grande nimero de
moléculas de enzima imobilizada, 0 que atrasaria ainda mais o sistema imobilizado,
pois a concentracdo real de enzima imobilizada disponivel seria menor que a existente
no sistema livre. Utilizando-se derivados ativados a pH 10 estes efeitos foram ainda
mais drasticos, pois impediram que o efeito do aumento da temperatura se sobrepusesse
aos efeitos combinados de limitagcdo difusional/massa molecular elevada. Para os géis
ativados a pH 7, aumentando-se temperatura e concentracdo de enzima observou-se
considerdvel aumento no grau de hidrélise (27,8%). No entanto, este aumento ndo foi
suficiente para se atingir o grau de hidrélise desgado (9%). Visando-se superar 0s
inconvenientes detectados (efeitos difusionais e elevada massa molecular inicial do
substrato real) foram realizadas hidrdlises a 55°C e tempo reaciona suficiente para se
atingir 9% de grau de hidrdlise com todos os derivados aqui preparados. Os resultados

encontram-se sumarizados na Tabela 4.12.
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Tabela 4.12: Hidrdlises desenvolvidas a 55°C (pH 8) e tempo reacional suficiente para
se obter grau de hidrélise de 9% em todas as situacfes. Soro 10g/L, E/Smassico de 1/20
(derivado 10mgEnz./gGel) ou 1/10 (derivado 20mgEnz./gGel) e pH 8. Matrizes
coaguladas em NaOH O,1N.

Grau de Hidrdlise (%)
Ativacdo apH 7 Ativacdo apH 10
2;16(;?55()) 10mgEnz./gGel | 20mgEnz./gGel | 10mgEnz./gGel | 20mgEnz./gGel
0 0 0 0 0
1 5,05 5,57 3,76 4,64
2 6,525 7,19 5,15 6,38
3 7,615 8,36 6,09 7,74
3,67 8,23 9,00 6,58 8,62
4 8,49 -- 6,82 9,01
4,75 9,01 -- 7,37 --
5 -- -- 7,62 --
6 -- -- 8,07 --
7 -- -- 8,82 --
7,17 -- -- 9,00 --

Com base nos dados apresentados na Tabela 4.12 vé-se que 55°C e tempos
prolongados de reacéo sdo suficientes para se atingir o grau de hidrélise desgjado (9%)
com todos os derivados utilizados e que maiores concentragdes de enzima no meio
resultam, de fato, em maiores velocidades de reacdo. No entanto, o derivado ativado a
pH 7, contendo 20mgEnz./gGel, atingiu o grau de hidrélise desgjado no menor tempo
reacional — 3,67 horas. Desta forma, selecionou-se apenas este derivado e aenzimalivre
para se desenvolver hidrélises longas a 55°C, pois, neste ponto, era conveniente saber se
grau de hidrélise mais proximo do maximo tedrico (Galvéo et al., 2001) atingido com a
enzima solUvel também seria atingido com o derivado selecionado. A Figura 4.6 mostra

0s resultados obtidos em tais experimentos.
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Figura 4.6: Hidrolises méximas das proteinas do soro a 55°C — tripsina sollivel e
derivado (matriz coagulada em NaOH 0,1N e ativada a pH 7) contendo 20mgEnz./gGel.
E/Smassico de 1/10 e pH 8.

Analisando-se a Figura 4.6 pode-se confirmar a presenca de atrasos associados
a efeitos difusionais causados pela alta massa molecular inicia do substrato red
utilizado. No entanto, com 0 avanco da reagdo catalisada pela enzima imobilizada o
atraso vai sendo superado pela estabilidade da enzima imobilizada nesta temperatura e
também pela diminuicdo da massa molecular do substrato, permitindo, assim, que ao
final de 8,5 horas de reacéo, o grau de hidrdlise obtido com a protease em solugdo seja
atingido com a enzima imobilizada. De acordo com estes resultados, espera-se que se
aumentando a carga enzimética o sistema imobilizado se torne mais rapido que o livre,
pois aumentos na temperatura de operacéo e/ou na concentracdo de enzima séo acoes
economicamente vidveis para se atingir conversdes do sistema imobilizado semelhantes
ou até mesmo superiores ao da enzimalivre.

Os experimentos realizados com quitosana mostraram que os derivados de
tripsina produzidos conseguem ter desempenho na hidrélise de proteinas similar ao da
enzima em solucdo. Esses resultados sugerem que este suporte sga uma aternativa
bastante promissora tanto na obtencdo de derivados estabilizados a partir de um suporte
economicamente viavel e com grande disponibilidade em territério nacional quanto na

catédlise de reages de hidrolise de proteinas.




Capitulo IV - Resultados e Discussao 105

4.3. PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE DERIVADOS DE TRIPSINA E
QUIMOTRIPSINA SOBRE GLIOXIL-AGAROSE

4.3.1. IMOBILIZACAO DE TRIPSINA E QUIMOTRIPSINA SOBRE GLIOXIL-
AGAROSE COM ALTA ATIVACAO

Tripsina e quimotripsina foram multipontualmente imobilizadas sobre gel
glioxil-agarose com ata densidade superficial de grupos adeidos (75umoles de
aldeidos/mL de gel), a 25°C e pH 10,05, segundo protocolo detal hadamente descrito no
item 3.2.3.3.1. A imobilizac&o da tripsina foi realizada na presenca de benzamidina -
inibidor competitivo desta enzima, pois segundo Blanco e Guisan (1989) um inibidor
competitivo fortemente adsorvido no sitio ativo da enzima pode atuar tanto na
minimizacdo de mudancas conformacionais distorsivas na molécula de proteina, durante
a etapa de multiinteragdo enzima-suporte, quanto na protecdo da enzima de possiveis
efeitos deletérios do boridreto de sodio durante a etapa de reducéo ou encerramento da
reacdo. No entanto, a quimotripsina tem se mostrado uma enzima bastante robusta e seu
processo de imobilizacdo sobre este suporte vem sendo desenvolvido na auséncia de
inibidores desde 1991 por Guisan e colaboradores sem quaisquer observagdes de efeitos
prejudiciais para a enzima em conseguéncia deste fato. Em todas as situagdes aqui
estudadas 6timos rendimentos de imobilizacdo foram observados, de modo que apés
aproximadamente uma hora e meia de reacdo ndo mais era detectada qualquer atividade
nos sobrenadantes das suspensdes de imobilizacdo. Tempo de contato prolongado (24
horas) entre enzima insolubilizada e suporte ativado possibilitou a formagdo de ligagoes
adiciorais, tornando a molécula de enzima imobilizada mais rigida e, portanto, mais
resistente a mudancgas conformacionais. As perdas de atividade da enzima sollvel nas
condi¢des de imobilizagdo (25°C e pH 10,05) foram inferiores a 6% apds 24 horas de
reacdo, em todos os casos. Os resultados da imobilizagdo de tripsina e quimotripsina
estdo apresentados na Tabela 4.13.
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Tabela 4.13. Imobilizacdo de diferentes cargas enzimaticas de tripsina e
quimotripsina sobre gel glioxil-agarose (25°C, pH 10,05).

Atividade no LAtividade
Caga Atividade | sobrenadante Atividade od
Oferecida oferecida ap6s30min | medida no gel re(;tgper o a
(mgEnz./gGdl) | (Abs/min) dereacdo (Abs/min) (O/g)
(Abs/min)
TRIPSINA
3 0,0120 0 0,0118 98,33
6 0,0242 0 0,0237 97,93
10 0,0393 0 0,0391 99,49
20 0,0791 0,0142 0,0785 99,24
QUIMOTRIPSINA
3 0,0126 0 0,0122 96,83
8 0,0261 0 0,0262 100
10 0,0405 0 0,0382 94,32
20 0,0855 0,0179 0,0851 99,53

"Medida como sendo arazéo entre a atividade medida no gel e aatividade oferecida.

Pode-se observar, analisando-se os dados apresentados na Tabela 4.13, que
para cargas enzimaticas inferiores a 10mgEnz./gGel atas velocidades de imobilizacdo
foram atingidas, pois em 30 minutos de reacdo toda a enzima inicialmente presente no
sobrenadante ja havia desaparecido. Para carga de 20mgEnz./gGel, s6 foi possivel
observar completo desaparecimento da enzima do sobrenadante em tempos mais longos.
Altos rendimentos de imobilizacdo e fixacdo das proteases no suporte ativado foram
alcancados em todas as situacOes investigadas, resultando em recuperacédo de atividade
enzimatica nos géis superior a 94% em todos 0s casos. Esses resultados mostram que a
etapa de reducdo com NaBH; ndo provocou efeitos deletérios possiveis e conhecidos
nas enzimas, Mesmo Nno caso da quimotripsing, cujo processo de imobilizacdo foi
desenvolvido na auséncia de inibidor. As Figuras 4.7 (para tripsina) e 4.8 (para
quimotripsing), ilustradas a seguir, permitem o acompanhamento da velocidade de
desaparecimento da atividade nos sobrenadantes das suspensOes e respectivo
surgimento de atividade enzimatica nos suportes ao longo do processo de

multiinteragéo.
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Figura4.7: Imobilizacdo de diferentes cargas de tripsina em gel glioxil-agarose.
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Figura 4.8: Imobilizagcdo de diferentes cargas de quimotripsina em gel glioxil-agarose.
Desaparecimento da atividade do sobrenadante da suspensdo, surgimento de atividade
no gel e acompanhamento do branco ao longo das 24 horas de imobilizacéo.
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Anaisando-se as Figuras 4.7 e 4.8, observa-se que para carga enzimética de
20mgEnz./gGel a velocidade de imobilizacdo é mais lenta que a observada para
derivados com cargas inferiores a 10mgEnz./gGel, pois o completo desaparecimento da
enzima do sobrenadante s6 se deu em tempo de reagcdo igual ou superior a uma hora
Para géis com baixa carga ndo se observa a presenca de efeitos difusivos, ou sgja, as
moléculas de enzima rapidamente encontram e reagem com 0S grupos adeidos
localizados na superficie do gel. Para carga enzimética ja considerada elevada, as
moléculas de enzima terdo que se difundir até o interior do gel para encontrar grupos
ativos ainda disponiveis no suporte. Uma vez que a camada superficial do gel ja contém
moléculas de enzima ligadas, deve haver considerdvel aumento da resisténcia ao
transporte de massa para o seu interior, justificando a menor velocidade de imobilizagcdo
nesta condi¢éo.

Concluido o periodo de 24 horas de imobilizac8o, os géis contendo as enzimas
imobilizadas foram lavados com tampdo fosfato sodico 200mM, pH 7. Com este
procedimento foi possivel comprovar que as enzimas haviam estabelecido ligacdo
quimica com o suporte, pois em nenhuma das situacfes estudadas se constatou qual quer
atividade nos filtrados.

4.3.2. IMOBILIZACAO DE TRIPSINA E QUIMOTRIPSINA SOBRE GLIOXIL-
AGAROSE COM TEMPO DE CONTATO REDUZIDO ENTRE ENZIMA-
SUPORTE ATIVADO

Tripsina e quimotripsina foram imobilizadas sobre gel glioxil-agarose com
baixa densidade de grupos adeidos reativos (20pmoles de aldeidos/mL de Gel) e tempo
de contato entre enzima e suporte ativado reduzido (1 hora). Em consequéncia do
nimero reduzido de grupos ativos no suporte, baixas velocidades de imobilizacéo e
efetivagdo de um numero bastante limitado de ligagOes entre estas duas estruturas
rigidas eram esperados. Na Tabela 4.14 sdo mostrados os dados obtidos durante o
processo de imobilizagdo bem como as porcentagens de recuperagdo de atividade

enzimética nos derivados preparados nestas condicoes.
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Tabela 4.14: Derivados de tripsina e quimotripsina preparados sobre glioxil-agarose

com baixa ativacdo (20pmoles de aldeidos/mL de Gel) e tempo de contato reduzido de
1 hora— pH 10,05 e 25°C.

Atividade no . 2
Atividade ! sobrenadante 'Rendimento A;']\gd??;e rﬁ;&“&?ﬁ%
Enzima oferecida : apés1hora | deimobilizacdo no gdl ntlaog o
(Abs/min) de reacéo (%) (Abs/min) (%)
(Abs/min)

. 15580 11850 318 0.0390 100
Tripsina 19540 11409 902 01131 100
. 13570 15760 384 0.0510 100

Quimotripsina. +-—-7zqs 12487 8.7 01163 00

~Calculado como sendo arazéo entre a atividade desaparecida do sobrenadante e a atividade of erecida.

2Calculada como sendo a razdo entre a atividade medida no gel e a atividade desaparecida do
sobrenadante.

Segundo Guisdn, 1988, baixas velocidades de imobilizacdo sobre suportes
pouco ativados eram realmente esperadas, pois o numero de grupos aldeidos sobre o
suporte determina a possibilidade total que a superficie do suporte tem de interagir com
a enzima. Embora as ligacbes enzima-suporte sejam bastante restritas, toda a enzima
imobilizada permaneceria ativa, pois a formagdo de multiplas ligagcdes covalentes seria
muito limitada, diminuindo assim, as chances de ocorréncia de distor¢des na molécula
de proteina. Os rendimentos de imobilizac&o foram inferiores a 10% em todos 0s casos,
ou segia, a utilizacdo de suporte com baixa ativacdo associada a niveis minimos de
rendimentos de imobilizagdo sugerem estabelecimento de uma ou, no maximo, duas
ligacBes entre uma molécula de enzima e o suporte. A preparacdo desses derivados
permitira estimar a estabilidade da enzima imobilizada em virtude desse processo
minimizar/eliminar efeitos como autdlise e/ou presenca de quaisguer agentes que

possam interferir na determinacéo da estabilidade real da protease comercial.

433. INATIVACAO TERMICA DE TRIPSINA E QUIMOTRIPSINA
SOLUVEISE IMOBILIZADAS SOBRE GLIOXIL-AGAROSE

O estudo da estabilidade térmica das enzimas tripsina e quimotripsina foi
desenvolvido seguindo-se uma metodologia que vem sendo ha anos reportada na
literatura (Guisan, 1988; Guisan et al., 1991). Este método consiste basicamente em
duas etapas. primeiramente, a estabilidade das enzimas sollvel e imobilizada sobre
suporte com baixa ativagdo (que por conveniéncia aqui chamaremos de unipontual) é
ensalada em uma temperatura baixa, visto que nessa condi¢cdo o0 acompanhamento da

inativacao irreversivel dessas espécies é perfeitamente possivel; a seguir, a estabilidade
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dos derivados uni e multipontual é ensaiada em uma temperatura elevada, situacdo onde
ndo se conseguiria acompanhar de forma confidvel o decaimento da atividade da enzima
em solugcdo, mas onde este pode ser acompanhado com seguranca para as enzimas

imobilizadas. Deste modo, o primeiro fator de estabilizagdo parcial (FEP) pode ser

determinado através da razdo entre os tempos de meia-vida (t.,) do derivado unipontual

em relagdo a enzima soltvel (incubagdo em baixa temperatura) e o segundo, dividindo-

se o 1., do derivado multipontual em relacdo ao unipontual (incubacdo em temperaturas
elevada). O produto desses dois fatores parciais resulta no fator de estabilizacdo total
(FET) e nos permite determinar quantas vezes o derivado multipontual € mais estavel
que a enzima soluvel. Resumidamente, pode-se dizer que este méodo consegue
conjugar duas situagdes extremas. 1) inconveniéncia de ensaiar a estabilidade de
enzimas imobilizadas de forma multipontual em baixas temperaturas, uma vez que este
procedimento requer tempo extremamente prolongado de ensaio e 2) estimar a
estabilidade de enzimas sollveis em temperaturas elevadas, condicdes nas quais o

processo de inativacdo ocorre de forma muito rdpida. Ou sgja, seria possivel, entdo,

estimar tanto o t.,, do derivado multipontual em uma temperatura baixa quanto o t., da
enzima solivel em uma temperatura elevada. Vae enfatizar, porém, que este
procedimento considera que o FET determinado pode ser utilizado independentemente
do intervalo de temperatura no qual os ensaios para sua determinacdo foram realizados,
ou Sgja, considera-se, por exemplo, que a energia vibracional das moléculas de enzima é
afetada da mesma forma, independentemente da temperatura na qual esta foi incubada.
Utilizando-se a metodologia aqui descrita, buscouse determinar a estabilizacdo
alcancada pelas enzimas tripsina e quimotripsina multipontualmente imobilizadas
mediante ensaios de inativagdo térmica a pH 8, utilizando como referéncia as
temperaturas de 50 e 85°C. As Figuras 4.9 e 4.10 mostram os perfis de inativagdo
térmica a 50°C, obtidos para as enzimas solUveis e derivados unipontuais,

respectivamente.
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AtividadeResidual (%)

Figura 4.9: Curvas de inativagao térmica para tripsina e quimotripsina solaveis.
Incubagdo em tampao borato sodico 25mM, pH 8 e 50°C.
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Figura 4.10: Curvas de inativagdo térmica para derivados unipontuais de tripsina e

quimotripsina. Incubacdo em tamp&o borato sddico 25mM, pH 8 e 50°C.

A 50°C foi possivel determinar o efeito estabilizador que a imobilizagdo

através de uma ou no maximo duas ligagbes ao suporte promoveu na estrutura da

enzima imobilizada em relacdo a enzima soltvel. Os tempos de meia-vida determinados

foram de 52 e 5820 minutos para a tripsina e 35 e 11288 minutos para a quimotripsina,

espécies sollveis e derivados unipontuais, respectivamente. Ou sgja, 0s derivados

unipontuais foram 112 (tripsina) e 323 (quimotripsina) vezes mais estaveis que as

enzimas em solucéo.

Analisando-se as Figuras 4.9 e 4.10, pode-se observar ainda que o perfil de

inativacdo de ambas as enzimas aqui estudadas parece ser descrito por duas etapas
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distintas: a primeira delas caracterizada por um decaimento exponencial e a segunda,
por um decaimento linear. Este comportamento difere, por exemplo, daquele observado
para a carboxipeptidase A, onde se observa que uma simples etapa de inativacéo
(decaimento unicamente exponencial) conduz a molécula de enzima a um estado fina
com aguma atividade residual (Tardioli, 2003), ou ainda, daquele observado para a
tripsina imobilizada sobre sepabeads, que segue puramente um decaimento exponencial
de primeira ordem. Assim, 0 comportamento de uma enzima no processo de inativacéo
irreversivel parece depender diretamente da extensdo e da intensidade do enrijecimento
sofrido por esta molécula em funcdo do protocolo de imobilizagdo empregado.

A 85°C foram ensaiados apenas os derivados imobilizados. Neste caso, foi
possivel observar os efeitos produzidos pelas multiligaces estabel ecidas entre a enzima
e suporte frente aqueles ja observados quando a imobilizacdo se deu por uma ou duas
ligaghes covalentes ao suporte solido. As Figuras 4.11 e 4.12 mostram os perfis de
inativacdo térmica a 85°C, obtidos para tripsina e quimotripsina diferentemente

imobilizadas, respectivamente.
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Figura 4.11: Curvas de inativacdo térmica obtidas a 85 C e pH 8 para derivados de
tripsina preparados sobre géis glioxil-agarose com baixa e ata ativagéo.
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Figura 4.12: Curvas de inativacso térmica obtidas a85C e pH 8 para derivados de
quimotripsina preparados sobre géis glioxil-agarose com baixa e alta ativagao.

Os tempos de meiavida dos derivados uni e multipontuais, determinados
diretamente das curvas, foram de 6 e 210 minutos paraatripsinae 2 e 90 minutos paraa
quimotripsina. Esses resultados mostraram que os derivados multipontuais de tripsina e
quimotripsina foram 35 e 45 vezes, respectivamente, mais estavels que 0s unipontuais
nesta temperatura. O produto dos fatores de estabilizacdo obtidos para cada enzima
permitiu determinar quantas vezes os derivados multipontuais eram mais estéveis que as
enzimas sollveis. tripsina- 3920 vezes, quimotripsina - 14535 vezes. Estes atos fatores
de estabilizacdo obtidos devem se as multiligacfes estabelecidas entre os grupos ativos
da enzima e do suporte em decorréncia do longo periodo de interagdo a que foram
submetidos. Tempos de contato prolongados foram necessarios para o favorecimento de
ligacOes adicionais entre a enzima e 0 suporte, pois embora as primeiras ligacoes
ocorram de forma bastante répida, as demais necessitam de um realinhamento adequado
entre a enzima ja insolubilizada e o suporte sdlido, o0 que ocorre de forma lenta. Fatores
de estabilizacdo dessa mesma magnitude para estas duas proteases, mas em diferentes
condicdes de imobilizagcdo, ja foram anteriormente obtidos por Guisan (1988) e Guisan
e colaboradores (1991).

Dois novos ensaios de estabilidade térmica foram realizados nas temperaturas
de 55 e 75C, pois aqui era de interesse avaliar 0 comportamento dessas enzimas em

temperaturas que permitissem combinar velocidades consideraveis de reacdo com
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elevada estabilidade enzimética, visto que tais derivados seriam posteriormente
utilizados como catalisadores nas hidrélises das proteinas do soro de queijo.

As Figuras 4.13 (tripsina e quimotripsina sollveis) e 4.14 (derivados uni e
multipontual de tripsina) e 4.15 (derivados uni e multipontual de quimotripsing)
mostram os perfis de inativacdo térmica obtidos a 55C. Para cada situagdo em
particular, 0 modelo matematico representado pela Eqg. 3.9 [Y=100*(Yo+((1-Yo)*exp(-
X/ty))-L1* X)] foi gjustado aos dados experimentais.

o
Temperatura 55 C
o Tripsinasolavel

O Quimotripsinasolavel
Modelo matematico

Atividade Residual (%)

Tempo (min)

Figura 4.13: Curvas de inativacdo térmicaa 55 C e pH 8 (tampdo borato 25mM) para
tripsina e quimotripsina soluveis. Ajuste de modelo matemético (—) aos dados
experimentais.

o
Temperatura: 55 C

100 A Tripsina-Glioxil pouco ativado
o Tripsina-Glioxil alta ativagéo

Modelo matematico

AtividadeResidual (%)

Tempo (horas)

Figura 4.14: Curvas de inativacdo térmicaa 55 C e pH 8 (tamp&o borato 25mM) para
derivados uni e multipontual de tripsina. Ajuste de modelo matemético (—) aos dados
experimentais.
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Figura 4.15: Curvas de inativacgo térmicaa 55 C e pH 8 (tamp&o borato 25mM) para
derivados uni e multipontual de quimotripsina. Ajuste de modelo matemético (—) aos

dados experimentais.

Os paréametros do modelo (Yo, t1 € L1) e os tempos de meia-vida obtidos da
modelagem s80 mostrados na Tabela 4.15.

Tabela 4.15: Pardmetros do modelo matemético utilizado e tempos de meia-vida ( +,)
obtidos a 55°C e pH 8 para tripsina e quimotripsina solGveis e insol ubilizadas.

) t., Fator de
Enzima Yozxs t;xs L;+s (hor/as) Estabilizacio
I . 10,0654 + 0,0035 + 0,109
Tripsina Soluvel 0 0.2202 0,0006 (6,53min) 1
‘T-G-A 05841 + 0,3356 + 0,00335 +
beixaativagito | 0,0131 00391 | 033x10° | 2% 230,2
T-GA 0,6303 + 20,8173 + 0,00146 +
ata ativacao 0,0393 3,9378 0,33 x 10° 92,28 8466
*Quimotripsina 0 9,4893 + 0,0112 + 0,091 1
Sollvel 1,0809 0,0041 (5,48min)
piy
Q-GA 0,5999 + 1,6276 + 0,00268 +
baxaativagdo | 00164 02171 0,0002 37,29 4008
)
Q-GA 0,7172 £ 50373 + 0,001 +
ata ativacéo 0,0041 0,2264 03x 10* 217,18 23866

! Parametros ajustados para fornecer t., em minutos.
2T-G-A: derivado de tripsina preparado sobre gel glioxil -agarose com baixa ativaco.
3T-GA: derivado de tripsina preparado sobre gel glioxil -agarose com alta ativaco.

4 Q-G-A: derivado de quimotripsina preparado sobre gel glioxil-agarose com baixa ativacéo.

®Q-G-A: derivado de quimotripsina preparado sobre gel glioxil-agarose com alta ativagao.

Como as enzimas, em suas trés diferentes formas, foram incubadas exatamente

nas mesmas condicdes, os fatores de estabilizacdo apresentados na tabela acima podem

ser diretamente calculados como sendo a razéo entre os tempos de meia-vida dos
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derivados preparados e o tempo de meia-vida da enzima sol Gvel. No caso dos derivados
multipontualmente imobilizados também € possivel se chegar exatamente aos mesmos
valores multiplicando-se os fatores de estabilizacdo parciais obtidos. Como comentado
no inicio desta se¢do, a influéncia da temperatura na determinacéo dos tempos de meia-
vida ndo pode ser negligenciada, pois mediante os dados da Tabela 4.15, incubardo-se
as trés formas da enzima nas mesmas condic¢les, os niveis de estabilizagdo obtidos
foram inferiores aos anteriormente determinados (3920 e 14535 vezes para tripsina e
quimotripsina, respectivamente). 1sso corrobora com a tese de que esta metodol ogia réo
fornece um valor absoluto para a estabilizacdo, embora permita uma avaiacdo
qualitativa do efeito estabilizante proporcionado pelo método de imobilizagcdo
empregado.

As curvas de inativacdo térmica obtidas incubando-se os derivados de ambas
as enzimas aqui estudadas a 75 C sd0 mostradas nas Figuras 4.16 e 4.17 e os parametros
do modelo (Yo, t1 eL1) e ostempos de meia-vida obtidos da modelagem apresentados na
Tabela4.16.

110
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Figura 4.16: Curvas de inativacdo térmicaa 75 C e pH 8 (tamp&o borato 25mM) para
derivados uni e multipontual de tripsina. Ajuste de modelo matemético (—) aos dados
experimentais.
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Figura 4.17: Curvas de inativacdo térmicaa 75 C e pH 8 (tamp&o borato 25mM) para
derivados uni e multipontual de quimotripsina. Ajuste de modelo matemético (—) aos
dados experimentais.

Tabela 4.16: Par@metros do modelo matemético utilizado para ajuste dos dados
experimentais e tempos de meia-vida (t 1;) a 75°C e pH 8 para tripsina e quimotripsina
imobilizadas sobre suportes com baixa e alta densidade de grupos adeido em sua
superficie.

, t., Fator de
Enzima Yo£s tixs L.*xs (hor/as) Estabilizacio
Tripsina-Glioxil 0,4129 + 0,2908 + 0,0105 + 054 1
baixa ativacio 0,0135 0,0303 00,76 x 10° ’
Tripsna-Glioxil 0,4286 + 3,2660 + 0,0044 + 579 107
alta ativacio 0,0151 0,1740 0,57 x 10° ’ ’
QUMOPSNa- | 3008+ | 03390+ | 00075+
Glioxil baixa 00073 00105 041x10° | 042 1
ativacao
Quimotripsina- | 355, 35135 + 0,004 +
Glioxil dta 0,0437 04202 0,0014 527 126
ativacao

Os derivados multipontuais preparados mostraram se bastante estéaveis mesmo
em uma temperatura que ja ndo pode ser classificada como branda, 75C. A enzima
solivel ndo foi agui ensaiada em virtude de sua rapida desativacdo nessa condicéo.
Analisando-se os dados de inativacdo térmica obtidos, pode-se concluir que a forma
mai s adequada de se determinar a estabilizagdo de um derivado multipontual em relacéo

aenzima soluvel é incubando-se, sempre gque possivel, todas as espécies exatamente nas
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mesmas condi¢bes. Assim, garante-se que efeitos similares serdo sofridos tanto pela

enzima soltvel como pelaimobilizada.

4.3.4. INATIVACAO A pH ALCALINO PARA TRIPSINA E QUIMOTRIPSINA
SOLUVEISE IMOBILIZADAS SOBRE GLIOXIL-AGAROSE

A estabilidade a pH acalino (pH 11) das enzimas sollveis e imobilizadas foi
investigada incubando-se as solucbes e suspensdes em tampdo bicarbonato sodico
50mM, pH 11 e 25°C. Os perfis de inativagdo obtidos estédo goresentados nas Figuras
4.18 e 4.19 para as enzimas solUveis e derivados imobilizados, respectivamente. Os
parametros do modelo (Yo, t1 €L1) e os tempos de meia-vida obtidos da modelagem séo
mostrados na Tabela 4.17.

100+ pH 11
o Tripsinasolivel
&0 o Quimotripsina solvel

__ Modelo matemético

Atividade Residual (%)

L B e B O LI E m e S s e s
-10 0 10 20 30 ] 50 60 70 Y

Tempo (horas)

Figura 4.18: Perfis de inativacéo a pH acalino (pH 11) paratripsina e quimotripsina
soluveis. Ajuste de modelo matemético (—) aos dados experimentais. Condicoes
experimentais: tampao bicarbonato sodico 50mM e 25°C.

pH11
o Derivado multipontual de Tripsina
©  Derivado multipontual de Quimotripsina
0 __ Modelo matemético

Atividade Residual (%)

. . — — . .
0 0 100 150 200 250 300 30 40
Tempo (horas)

Figura 4.19: Perfis de inativagéo apH acalino (pH 11) para derivados multipontuais de

tripsina e quimotripsina. Ajuste de modelo matematico (—) aos dados experimentais.
Condigdes experimentais. tampao bicarbonato sodico 50mM e 25°C.
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Tabela 4.17: Parametros do modelo matemético utilizado e tempos de meia-vida (t ) a
25°C e pH 11 para tripsina e quimotripsina soliveis e insol ubilizadas.

, t,, Fator de
Enzima Yots tixs L.£ts (hor/as) Estabilizacio
T ; 04115+ 39440+ 0,0154 +
Tripsina Solvel 0,0396 03755 0,0018 5 1
Tripsina-Glioxil 0,8224 + 19,4824 + 0,00192 + 168 336
alta ativagso 0,0084 27529 3x10° '
Quimotripsina 04719 + 39501 + 0,00881 + 7 1
SolGvel 0,0183 02742 0,0004
Qumotipsina- 1 gg73n+ | 400264+ | 000173+
Glioxil dta 0,0095 6,5858 3x 10° 216 30,9
ativacio

Os resultados apresentados na Tabela 4.17 mostram que os derivados
preparados também sdo bastante estaveis em meio fortemente alcalino (pH 11). Esses
dados confirmam os excelentes niveis de estabilizacdo dos derivados preparados
anteriormente alcancados nos ensaios de inativacdo térmica e sugerem a possibilidade

de utilizagdo de tais espécies em condicdes drasticas de reacao.

4.35. HIDROLISE ACIDA DE TRIPSINA E QUIMOTRIPSINA SOLUVEIS E
IMOBILIZADAS SOBRE GLIOXIL-AGAROSE

Os elevados niveis de estabilizagdo (térmica e acalina) acancados pelos
derivados de tripsina e quimotripsina sugerem o estabelecimento de multiplas ligacdes
entre as enzimas e o suporte. Visando-se confirmar esta indicag@o, hidrolises écidas das
enzimas soluveis e dos derivados foram realizadas e o conteido de residuos de lisina
dessas espécies, apds este procedimento, determinado através de andlise de
aminoécidos. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 4.18.

Tabela 4.18: Concentragdes obtidas de alguns aminoacidos apds hidrdlise acida de tripsina e
guimotripsina sollveis e imobilizadas. Condigdes experimentais. HCl 6,8N, 105C e 24horas,
andlise de aminoécidos por trocaiénica (HPLC) com derivatizagdo pds-coluna com OPA.

Concentragdo (g/mL)
Aminoécido (Vaores médios de experimentos realizados em duplicata)
Tripsina Tripsina Quimotripsina Quimotripsina
Solavel Imobilizada Solavel Imobilizada

Glicina (Gly) 7,30 x 10° 7,29 x 10° 6,22 x 10° 6,16 x 10°

Alanina (Ala) 4,18 x 10° 4,18 x 10° 583 x 10° 5,64 x 10°

Valina (Val) 6,69 x 10° 6,71 x 10° 8,57 x 10° 8,38 x 10°

Fenilalanina (Phe) 1,99 x 10° 1,97 x 10° 3,80 x 10° 376 x 10°

Lisina (Lys) 5,08 x 10° 1,79 x 10° 4,92 x 10° 1,37 x 10°
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Os resultados apresentados na tabela acima mostraram que o conteido de
residuos de lisina nos derivados imobilizados, ap6s hidrdlise &cida, era, como esperado,
inferior aquele obtido apds hidrdlise das enzimas solUveis. Esta diferenca se deve ao
fato das ligagBes covalentes estabelecidas entre residuos de lisina da enzima e os
aldeidos do suporte solido ndo serem hidrolisadas nestas condic¢des. Dai os residuos que
se encontram ligados ao suporte ndo serem quantificados nesta andlise. 64,76% do total
de lisinas presente na tripsina e 72,15% do total presente na quimotripsina estdo, de
fato, envolvidas nas multiligacbes enzima-suporte. Quanto aos demais aminoécidos,
para ambos os casos, pode-se observar que praticamente ndo houve variagdo da
concentracdo nas enzimas livres e imobilizadas, o que também ja era esperado. Ensaios
similares foram anteriormente desenvolvidos para a carboxipeptidase A (Tardioli, 2003)
e, em tais experimentos, verificouse o comprometimento de apenas 30% do contelido
de lisinas nas multiligagdes enzima-suporte. Este valor concorda com o nivel restrito de
estabilizacdo desta protease frente aos obtidos neste trabalho para tripsina e

quimotripsina.

4.3.6. INFLUENCIA DA TEMPERATURA E DO pH NA HIDROLISE DOS
SUBSTRATOS SINTETICOS CATALISADA POR DERIVADOS
PREPARADOS SOBRE GLIOXIL-AGAROSE

A influéncia da temperatura e do pH na atividade de hidrdlise foi investigada
hidrolisando-se os substratos sintéticos BApNA e BTEE, especificos para as proteases
tripsina e quimotripsina, respectivamente, em espectrofotdbmetro (I de 405nm para
tripsina e 258nm para quimotripsing), para enzimas solUveis e imobilizadas. A faixa de
temperatura investigada foi de 25 a 90C para a tripsina e de 30 a 90C para a
quimotripsina. As Figuras 4.20 e 4.21 mostram os perfis temperatura/atividade obtidos

para ambas as enzimas aqui estudadas.
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Atividade (Abs/min)

—=—Tripsinasoluvel
—=—Derivado multipontual detripsina /

20 30 40 50 60 70 80 0

Temperatura ( C)

Figura 4.20: Influéncia da temperatura na determinacéo da maior atividade de hidrolise
do substrato sintético N-Benzoil- L- Arginina-p-Nitroanilida. Reagdes catalisadas por

tripsina solavel e imobilizada. Experimentos realizados por colorimetria em

Atividade (Abg/min)

0,50

espectrofotdbmetro a 405nm e pH 8.

0,45
0,40
0,35 ]
0,30 ]
0,25 ]
0,20 ]
0,15 —
0,10 ]
0,05 ]
0,00 —

1 —°—Quimoripsinasoltvel °
] —e— Derivado multipontual de quimotripsina \.

30 40 50 60 70 80 €0

Temperatura ( C)

Figura 4.21: Influéncia da temperatura na determinacdo da maior atividade de hidrdlise

do substrato sintético N-Benzoil- L-Tirosina-Etil- Ester. ReagBes catalisadas por

quimotripsina sollvel e imobilizada. Experimentos realizados por colorimetria em

espectrofotdmetro a 258nm e pH 8.

Como pode ser observado analisando-se as Figuras 4.20 e 4.21, as temperaturas

que conduziram a maior atividade de hidrélise foram 60 e 85C para tripsina solGvel e

imobilizada, respectivamente, e 50 e 70C para quimotripsina soltvel e imobilizada,

respectivamente. Apesar de se ter obtido temperaturas consideravel mente altas para as

maiores atividades de hidrélise utilizando-se proteases imobilizadas, deve-se ter em
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mente que uma solucdo de compromisso entre atividade maxima e estabilidade
enzimética a altas temperaturas deve ser estabelecida.

A determinacdo do pH no qua se obtém maior atividade de hidrdlise para as
enzimas tripsina e quimotripsina soltveis e imobilizadas foi realizada seguindo-se
metodologia similar aguela empregada para determinacdo da influéncia da temperatura.
Nesses ensaios, variou-se o pH de 6 a 11,5, mantendo- se temperatura constante de 25 C.
As Figuras 4.22 e 4.23 mostram os perfis pH/atividade obtidos para tripsina e

quimotripsina soltveis e imobilizadas.

00404 —=—Tripsinasollvel
{ —=—Derivado multipontual detripsina /E/E\a
0,035
5 —a
E 0030 — A
z /:/
< | e
- a
L 005 / /
S |
h=i
2 00204 o /
< ]
0,015
] [n}
0,010 T T T T T T
6 7 8 9 10 1 12
pH

Figura 4.22: Influéncia do pH na determinacéo da maior atividade de hidrélise do
substrato sintético N-Benzoil- L-Arginina-p-Nitroanilida. ReacOes catalisadas por
tripsina solUvel e imobilizada. Experimentos realizados por colorimetria em
espectrofotdmetro a 405nm e 25 C.

0,050 )
%07 ./\
’C\ 0,045 o, / \
5 000 o
é::, 0’040'_ °/°/. -
2 0035 o/
T / /
2 00301 o
Z | . /
002 ] /o/ —o— Quimoripsina sol Gvel
o004 @ —e— Derivado multipontual de quimotripsina
6 7 8 9 10 1 n
pH

Figura 4.23: Influéncia do pH na determinacdo da maior atividade de hidrélise do
substrato sintético N-Benzoil- L-Tirosina-Etil- Ester. Reagdes catalisadas por
quimotripsina sollvel e imobilizada. Experimentos realizados por colorimetria em
espectrofotdmetro a 258nm e 25 C.
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Com base nas Figuras 4.22 e 4.23, observa-se que o pH 9 foi aquele que
conduziu a maior atividade enzimética utilizando-se proteases solUveis. Estes resultados
estdo em concordancia com os obtidos por Custddio (2001) que trabalhou com hidrdlise
das proteinas do soro de leite catalisada por tripsina e quimotripsina exclusivamente na
forma livre. No caso das enzimas imobilizadas, os pHs que resultaram em maior
atividade de hidrolise foram 11 e 10,5, para tripsina e quimotripsina, respectivamente.
Embora estes valores também tenham sido maiores do que o0s observados para as
proteases solGveis, similarmente a0 que ocorreu com a temperatura, optouse por se
trabalhar em condicBes mais suaves de reac&o, temperatura de 55°C e pH 8, pois, nestas
condicdes, obedece-se convenientemente aos critérios de velocidade de reagdo e
estabilidade, necessarios ao perfeito desempenho das enzimas por periodos prolongados
de tempo, requeridos em condigdes reais de processo. Estes dados reforcam as
vantagens de se trabalhar com enzimas imobilizadas, uma vez que o0 uso de atas
temperaturas é permitido, evitando-se contaminacdes no meio reaciona e reduzindo-se

custos de operagéo.
4.4. HIDROLISE DASPROTEINASDO SORO LATICO
4.4.1. ENSAIOSINICIAISDE HIDROLISE

44.1.1. TRIPSINA E QUIMOTRIPSINA LIVRES E |[IMOBILIZADAS,
DIFERENTES TEMPERATURASE RELACOESE/S

Apbs preparacdo de derivados imobilizadog/estabilizados de tripsina e
quimotripsina era conveniente avaliar o desempenho desses derivados re hidrolise das
proteinas do soro de queijo e comparé-10 ao das proteases sollveis. Estes ensaios foram
desenvolvidos em pHstato e os graus de hidrélise calculados segundo Adler-Nissen,
1986 - EQ. 3.8. Trés diferentes relacbes enzima-substrato (E/Smassico de 1/20, 1/50 e
1/100), duas temperaturas (55 e 65 C) e diferentes tempos de reacdo foram empregados.

Inicialmente, soro de queijo 10g/L foi hidrolisado nas seguintes condicdes:
55°C, pH 8, E/Smassco de 1/100 e 4 horas de reacdo. Os resultados obtidos encontram se
na Tabela 4.19, apresentada a seguir.
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Tabela 4.19: Graus de hidrdlise obtidos ao longo de 4 horas de reagdo usando tripsina e
quimotripsina solveis e imobilizadas: soro 10g/L, 55°C, E/Spassco de 1/100 e pH 8.

Tempo Tripsina Tripsina *Quimotripsina |  Quimotripsina
(horzs) Sollvel Imobilizada Sollvel Imobilizada
Grau de Hidrdlise (%)
1 751 212 (28,23%) 553 4,08 (73.78%)
5 7.91 3,08 (38,94%) 6,51 5,85 (89,86%)
3 818 3,81 (46,58%) 715 7,00 (97,90%)
4 843 4,39 (52,07%) 7.65 7,83 (<100%)

Os graus de hidrdlise obtidos com as enzimas solGveis foram tomados como referéncia para efeito de
comparacéo.

Anadisando-se os dados apresentados na Tabela 4.19, percebe-se que no
decorrer das hidrolises catalisadas pelas enzimas imobilizadas ocorrem atrasos em
rlacdo a0 desempenho das enzimas na forma sollvel, sendo este efeito mais
significativo no periodo inicial da reacdo, quando o substrato ainda estd com massa
molecular elevada. Na medida em que a reacdo avanca diminui a massa molecular do
substrato, com o sistema sendo controlado cineticamente. A velocidade de hidrdlise
catalisada por tripsina solivel é maior do que a catalisada pela quimotripsina (maior
grau de hidrélise no mesmo tempo de reacdo), sendo, portanto, mais afetada pelo
transporte de massa, com menores relagdes entre as velocidades no sistema imobilizado
e no sstema livre. Dessa forma, observa-se, para a quimotripsina, que o efeito
difusional é superado atingindo-se graus de hidrélise similares a partir da terceira hora
de reacdo. Ja para tripsing, embora a diferenca entre o desempenho da enzima
imobilizada em relacéo ao da enzima livre diminua com o avango da reacédo, ele ainda
permanece bem inferior ao da enzima livre. E possivel que no caso da tripsina também
estejam ocorrendo efeitos estéricos, com orientacdo desfavoravel do sitio ativo da
enzima apos imobilizagdo. Haveria assim, trechos de proteina inacessiveis a um grande
nimero de moléculas de enzima imobilizada, 0 que atrasaria ainda mais 0 sistema
imobilizado, pois a concentragdo real de enzima imobilizada disponivel seria menor que
a existente no sistema livre. Como esses experimentos mostraram que as condicoes
empregadas ndo conduziriam a graus de hidrdlise similares aos obtidos com a enzima
livre empregando-se tempo de reacdo igua ou inferior a quatro horas, optou-se, aqui,
por se promover um aumento na concentracdo enzimética no meio reacional. Com isso,
eram esperados aumentos nas velocidades de reacdo e obtencdo de graus de hidrélise
semelhantes para sistemas livre e imobilizado. Os resultados encontram-se na Tabela
4.20.
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Tabela 4.20: Graus de hidrélise obtidos ao longo de reacfes catalisadas por tripsina e
quimotripsina apés aumento da carga enzi mética no meio reacional (E/Smassco de /100
para 1/50): soro 10g/L, 55C e pH 8.

Tempo Tri psina Tripsina 1Qui motripsin | Quimotripsina
(horas) Soluvel Imobilizada ' QSOI avel Imobilizada
Grau de Hidrdlise (%)
1 9.41 3,07 (34,75%) 7.08 5,02 (70,909%)
5 10,68 4,50 (42,13%) 7,90 6,82 (86,33%)
3 11,56 5,38 (46,54%) 843 7,94 (94,19%)
4 12,18 6,13 (50,33%) 8,84 8,72 (98,64%)

Os graus de hidrélise obtidos com as enzimas sol(veis foram tomados como referéncia para efeito de
comparagéo.

Os resultados obtidos para a quimotripsina apds aumento da concentracéo
enzimatica (dobro de enzima), confirmaram os resultados anteriores mostrando que o
sistema deixou de ser limitado pelo transporte de massa a medida que ocorreu
diminuicdo da massa molecular do substrato e, como consequéncia, 0 sistema
imobilizado atingiu conversdes semelhantes ao sistema livre. Para tripsina, pode-se
observar que o sistema livre alcangou grau maximo de hidrélise (GHt em torno de 12%
- Galvao et al., 2001) nas novas condigdes empregadas. Contudo, para 0 sistema
imobilizado, um significativo atraso ainda podia ser observado. Buscando-se atingir o
mesmo grau de hidrdlise com ambas as formas de tripsina, aumentouse
simultaneamente a concentracdo de enzima no sistema imobilizado e a temperatura do
meio. Combinando-se estes dois efeitos, esperava-se que o grau de hidrdlise desejado
(~12%) fosse atingido. Os resultados obtidos sGo mostrados na Tabela 4.21.

Tabela 4.21: Graus de hidrdlise obtidos com tripsina nas seguintes condi¢cdes de
operacdo: 55°C e E/Shassico de 1/50; 55°C e E/Snassico de 1/20 (aumento da concentragéo
enzimatica) e 65°C e E/Smasico de 1/20 (aumento simultdneo da concentracdo
enzimatica e da temperatura do sistema).

Tripsina Solvel Tripsina Imobilizada
Tempo T=55C T=55C T=55C T=65C
(horaS) E/Snsssico =1/50 E/Snassico =1/50 E/Snassico =1/20 | E/Sqsssico =1/20
Grau de Hidrdlise (%)
1 9,41 3,27 5,39 8,50
15 - 3,94 6,77 10,60
2 10,68 4,50 8,14 12,14
3 11,56 5,38 10,95 -
3,42 - 5,71 12,11 -
4 12,18 6,13 - -

Obs: Experimentos realizados com soro de queijo 10g/L.
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Os resultados apresentados na Tabela 4.21 mostraram que se utilizando
relacdo enzima/substrato de 1/20, o grau de hidrélise atingido com a enzima livre é
iguamente obtido apds aproximadamente 3,5 horas de reacdo com a enzima
imobilizada. Um aumento de 10°C na temperatura, mantendo-se a relacio E/Smassico de
1/20, tornou finalmente o sistema imobilizado mais rapido que o livre. Uma vez que a
enzima imobilizada é reutilizdvel e adtamente estavel operacionalmente, tanto o
aumento da temperatura de operacdo quanto da concentracdo de enzima sdo &oes
economicamente vidveis para se atingir conversdes do sistema imobilizado semelhantes

ou até mesmo superiores ao do sistemalivre.

4.4.2. HIDROLISES SEQUENCIAIS COM TRIPSINA E QUIMOTRIPSINA
IMOBILIZADAS

Neste item serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos nos ensaios de
hidrolise seqiencia das proteinas do soro de queijo catalisada pelas enzimas tripsina e
quimotripsina imobilizadas sobre gel glioxil-agarose, visando-se investigar quais
condicbes operacionais forneceriam o melhor substrato para a acdo subsequiente da
carboxipeptidase A, ou sgia, uma mistura de oligopeptideos com o maior nimero
possivel de residuos hidrofébicos na posicdo carboxi-terminal. Assim, a hidrdlise inicial
com tripsina deveria ser suficiente para promover a abertura da estrutura das proteinas
de interesse (que sdo globulares) de modo a disponibilizar todas as ligagdes peptidicas
contendo aminoécidos hidrofébicos, principamente a fenilaanina (Phe), no lado
carboxilico da ligacdo. A hidrdlise posterior com quimotripsina disponibilizaria
fenilalanina e demais aminoécidos hidrofdbicos também como carboxilicos terminais,
que sdo 0s substratos especificos para a terceira etapa de hidrolise com CPA. Ha que se
recordar, porém, que a tripsina e a quimotripsina sdo endopeptidades, enquanto a
carboxipeptidase A € uma exopeptidade. O grau de hidrélise ideal com uma e outra
protease deverd, portanto, ser uma solucdo de compromisso entre a disponibilizacdo do
maximo numero possivel de residuos hidrofébicos, em especial a fenilalanina, para
posterior acdo da carboxipeptidase A, com menor reducéo possivel no tamanho dos
oligopeptideos gerados. Essa Ultima condicdo é importante para facilitar a posterior
separacdo da fenilalanina por ultrafiltracdo, apds o que os oligopeptideos seréo
submetidos a hidrdlise fina com uma endopeptidase de baixa especificidade

(Alcalaseo) visando obtenc&o do hidrolisado protéico constituido de pequenos peptideos
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e livre de fenilalanina. Vale ressaltar que, neste trabalho, a etapa de hidrdlise com a
carboxipeptidase A representou apenas um método analitico, utilizado como parametro
para avaliacdo da eficiéncia das hidrdlises seqlienciais com tripsina e quimotripsina.

Um céculo tedrico do nimero de residuos de fenilaanina e demais
aminoécidos presentes nas proteinas do soro de queijo pode ser obtido a partir do
conhecimento das estruturas primérias das principais proteinas do soro. Sdo valores
aproximados, contudo, pois a composicdo do soro varia com sua procedéncia e, aqui,
ndo estdo sendo consideradas todas as proteinas presentes, tais como imunoglobulinas e
peptonas. Apesar disso, esses dados sdo interessantes parametros para acompanhamento
da eficiéncia da hidrélise. Apds cada etapa de hidrélise, os hidrolisados obtidos eram
submetidos a andlise de peptideos (para determinacdo da distribuicdo de massa
molecular dos oligopeptideos resultantes) e aminoécidos (para se determinar a possivel
presenca de aminoacidos livres (indesgjados) apds acdo individual de cada protease).
Embora a presenca de aminoacidos ndo fosse esperada, uma vez que o substrato estava
sendo submetido a agdo de endoproteases especificas, era importante se controlar essa
variavel. O contelido de aminoécidos liberado foi calculado como porcentagem em
relacdo ao valor tedrico de cada aminoécido existente no soro de queijo, segundo Adler-
Nissen (1986).

4.4.2.1. PRIMEIRA BATELADA DE HIDROLISES SEQUENCIAIS

Iniciamente foram realizados ensaios de hidrdlise sequencial de soro 10g/L
com tripsina (55°C, pH 8, relacio E/Smassco de 1/50 e tempos de reacdo para se atingir
graus de hidrélise de 0,5; 1; 2; 3 e 5%), quimotripsina (55C, pH 8, relacdo E/Smassco de
1/50 e 4 horas de reagdo) e carboxipeptidase A (45C, pH 7, 50Uy.pHe/gProteinae 1 ou 3
horas de reagdo). A Tabela 4.22 mostra os graus de hidrélise atingidos nas etapas
desenvolvidas com tripsina e quimotripsina, bem como o grau de hidrélise total apos
acao sequencia dessas duas enzimas. Amostras de todos os hidrolisados sequienciais
obtidos foram analisadas quanto ao contelido de aminoacidos liberados no meio
reacional. A Tabela 4.23 mostra os dados de liberagdo de Phe, nosso aminoacido de

interesse, apds cada etapa de hidrdlise realizada.
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Tabela 4.22: Graus de hidrélise obtidos ap0s cada etapa realizada e grau de
hidrdlise total apds acéo seqiencial de tripsina e quimotripsina imobilizadas.
Condic¢es operacionais: soro 10g/L, 55 C, pH 8 e E/Smassico de 1/50.

Hidrélise inicia Hidrdlise sequencial
com tripsina com quimotripsina 3GH o (%0)
'GHr (%) “GHo (%0)
0,57 8,24 8,81
1,25 4,22 547
2,09 5,02 7,11
3,21 5,55 8,76
5,06 4,13 9,19

12Graus de hidrélise atingidos com tripsina e quimotripsina, respectivamente.
3Grau de hidrélise atingido apés agdo seqiencial de tripsina e quimotripsina (GH + GHo).

Tabela 4.23. Porcentagem de Phe liberada ap6s acdo sequencial de tripsina (Novo
Nordisk), quimotripsina (Sigma) e CPA. Condi¢hes operacionais nas etapas com
tripsina e quimotripsina: soro 109/L, 55C, pH 8 e E/Smasico de 1/50. Condicbes
operacionais na etapa com CPA: 45 C, pH 7 e carga enzimética de 50Uy.pne/gProteina.

Ensao

GH Total

(%) Treacio COM CPA

Liberacdo de Phe (%)

8,81

Acdo Seqguencid:

Tripsina(T)

5,47

+
Quimotripsina (Q) 3
+

1 hora

7,11

CPA

8,76

(T)- 039
(Q) - 43,06
CPA - 46,07

(T)-0
Q) -288
CPA - 4036

(T)-0

Q-2
CPA - 3901

(T)-22
(Q)-12.34
CPA - 64,01

5

9,19 3 horas

(T) - 2261
(Q) - 4342
CPA - 8593

“Grau de hidrélise atingido ap6s acéo seqiiencial de tripsina e quimotripsina.

Os resultados obtidos mostraram que a agéo da tripsina surpreendentemente ja

conduzia a grande liberacéo de aminoacidos hidrofdbicos, inesperados j& que se trata de

uma endoprotease e com especificidade para residuos altamente polares (lisina e

arginina). Porém, a enzima doada pela Novo Nordisk, segundo manual informativo

fornecido juntamente com o produto, contém tragos de outras enzimas, inclusive

qguimotripsina e exoproteases. Assim, além dos objetivos anteriormente colocados, a

hidrélise segliencial devera também minimizar, se possivel, essa acdo indesgjada da
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tripsina utilizada, pois a separagdo da Phe de um meio rico em aminoécidos livres é
dificil e implica perda significativa de substrato.

Os dados obtidos da andlise de aminoécidos mostraram, principalmente,
liberacdo de leucina, tirosing, fenilalanina, histidina e arginina e, independentemente do
grau de hidrdlise final atingido, o aminoacido mais liberado foi histidina. Para a Phe, a
maior porcentagem de liberacdo foi atingida no ensaio 5 (85,93%). No entanto, este
resultado ndo parece adequado, pois embora se tenha alcancado uma liberacdo
significativa do aminoécido de interesse nestas condigdes, aproximadamente 43% do
vaor fina alcancado ja havia sido obtido apds hidrolise com quimotripsing, o que
representa um problema visto que esta enzima esta executando uma tarefa que ndo lhe é
devida e que juntamente com a liberacdo da Phe outros aminoécidos sdo igualmente

liberados apds sua acéo.

4.4.2.2. SEGUNDA BATELADA DE HIDROLISES SEQUENCIAIS

Com base nos dados anteriormente obtidos, nova estratégia experimental foi
montada. Nesses ensaios, visava-se ampliar a faixa de graus de hidrélise com tripsina,
submetendo-se, a seguir, os hidrolisados resultantes a hidrélises maximas com
quimotripsina e, finalmente, a 8 horas de reacdo com CPA. Ressdte-se que hidrdlise
maxima com quimotripsina significa ndo se observar qualquer adicdo de NaOH pelo
pHstato para manutencéo do pH no valor previamente programado (set point - pH 8).
Assim, o primeiro experimento realizado teve por objetivo determinar 0 maximo grau
de hidrdlise possivel de se alcancar com tripsina; os demais, de atingir porcentagens
deste valor méximo determinado. A Tabela 4.24 mostra os graus de hidrdlise atingidos

com tripsina.
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Tabela 4.24: Graus de hidrolises propostos e atingidos apds acéo da
tripsina sobre as protefnas intactas do soro de queijo (10g/L, pH 8, 55°C,
E/Smassico de 1/25 e NaOH 0,1M).

Hidrolises com tripsina
Ensaio GHproposto (%0) GHatingido (%0)
1 Maximo (max) 13,6
2 70% do max 9,52
3 65% do max 8,84
4 50% do max 6,80
5 30% do max 4,08
6 20% do max 2,72
7 15% do max 2,04
8 10% do max 1,36
9 6% do max 0,82

Apbs cada experimento, uma aliquota do hidrolisado obtido foi coletada e
analisada quanto ao contelido de aminoé&cidos liberados. Ja nesta etapa inicia de
hidrélise se observou presenca de tirosina (Tyr), fenilaanina (Phe), histidina (His) e
triptofano (Trp) como aminoé&cidos livres.

A etapa sequiencial de hidrdlise com quimotripsinafoi desenvolvida a 55°C, pH
8, E/Smassico de /20, NaOH 100mM e tempo reacional suficiente para que ndo houvesse
mais adicdo de NaOH pelo pHstato, evidenciando que o processo hidrolitico havia
cessado. Obtido os hidrolisados sequienciais, amostras foram igualmente analisadas para
determinacdo/quantificacdo do teor de aminoacidos. Apés esta etapa também foi
possivel detectar presenca de aminoécidos livres.

A etapafinal de hidrélise com CPA foi realizada a 45°C, pH 7, 8 horas e carga
enzimética de 50Uy.pue/gProteina. A Tabela 4.25 mostra o contelido de aminoacidos

liberados apds acdo sequiencial das trés enzimas aqui utilizadas.




Taobela 4.25: Graus de hidrélise obtidos ap6s acdo seqiiencial de tripsina (GHr - Condicdes: 55C, pH 8, E/Smasico de 1/25 e NaOH 0,1M), quimotripsina (GHg - Condigoes:
55C, pH 8, E/Snasico de 1/20 e NaOH 0,IM) e CPA (45C, pH 7, 50U/gProteina e 8 horas de reacdo) e concentracdo final dos hidrolisados resultantes. Contetido de
aminoécidos liberados apds acdo seqiiencial das trés enzimas utilizadas.

Ensaio 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Condigo GH Ti0’82% GH Ti1’36% GHT_:2,4% GH Ti2,72% GH Ti4’08% GH Tf6'80% GH Ti8,84% GH Ti9’52% GH T=_13,60%
Experimental | OH0=992% | GHg=9.05% | GHo=8,27% | GHg=8,16% | GHo=7,97% | GHg=6,10% | GHo=503% | GHg=4,69% | GHo=4,07%
CPA=8h CPA=8h CPA=8h CPA=8h CPA=8h CPA=8h CPA=8h CPA=8h CPA=8h
Cina subsrato(9/) 7,27 741 7,89 7,14 721 7,69 8,01 748 7,82
Alr_niik?;riggo Porcentagem de Liberacdo de Aminoéacidos (%)
Asp 7,06 52 573 6,9 6,1 7,3 91 11,3 14,3
Asn/Thr 6,69 4,31 6,2 42 38 17,7 8 10,2 6
Ser 3,36 38 4772 4,02 4 5 14,4 34 16
Glu 3,87 5,45 5,94 3,6 4 37 42 32,2 446
Gly 1854 22,9 46,17 18 18,3 20,5 34,2 49,2 56,6
Ala 7,1 4,19 16,98 - - - - 70,6 87,6
val 20,89 22,9 21,2 13,9 13,3 - - 441 65,6
Met 20,97 24,93 26,5 19,7 17,1 30,2 35,4 42,2 58,2
lleu 9,51 1454 16,7 93 7,7 16,1 15,2 37,6 60,1
Leu 29,68 29 274 28,3 25,7 25,6 25,5 39,6 64,5
Tyr 71,67 52,32 58,6 55 59,2 55,5 56,8 42,4 68,1
Phe 40,56 35,3 40,1 40,7 43,7 51,2 48,1 38,7 57,1
His 23834 18,96 19,3 13,3 18,8 43,7 49,5 27,4 544
Trp 1554 18,61 14,2 23,8 28 &4 102 22,1 275
Lys 4,35 19,71 19,7 3 6,5 39 4,82 28,6 50,1
Arg 7,78 - 15,6 12 33 - - 12,7 14,5
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Analisando-se os dados da Tabela 4.25 pode-se observar que a medida que se
aumenta o grau de hidrélise com tripsina (Novo Nordisk), o grau de hidrdlise com
quimotripsina diminui. Este é um efeito totalmente indesgjado, pois € exatamente a acéo
da quimotripsina que fornece o substrato ideal paraa CPA. E possivel que a acéo prévia
da tripsina esteja conduzindo as moléculas de proteina a uma conformacdo na qual os
residuos que representam substrato para a quimotripsina se tornam inacessiveis. Outra
possibilidade seria que a tripsina estaria hidrolisando ligacfes peptidicas pelas quais,
teoricamente, ndo tem afinidade, em consequiéncia dos contaminantes presentes na
preparacdo fornecida pela Novo Nordisk e, assim, indisponibilizando ligacOes
potencialmente hidrolisaveis pela quimotripsina.

Os dados tabelados também permitem observar liberacdo ja bastante
significativa de praticamente todos os aminoécidos, em todas as situacfes investigadas.
Isso n&o parece de todo surpreendente, pois segundo Barber & Fisher (1992) e Abeles e
colaboradores (1992) a CPA remove Tyr, Phe, Trp, Leu, lleu, Met, Thr, GIn, His, Ala,
Val, aém de Asn, Ser, Lys, gly Asp e Glu, dado tempo reaciona suficiente. Ainda
assim, a maior porcentagem de liberacéo de fenilalaninafoi de apenas 57,1%, no ensaio
onde tempo de reagdo longo com cada protease foi empregado. O valor médio de
aproximadamente 40% de liberacdo de fenilaanina, apesar de muito aguém do
desgjado, esta em concordancia com o obtido por Tardioli (2003), cujo objetivo era
estudar as etapas de hidrolise das proteinas do soro catalisadas por CPA e Alcalase®
nesse mesmo projeto global no qual se insere esta tese de doutoramento. Como
nenhuma das condictes ensaiadas até 0 momento conduziu a obtencdo de hidrolisados
com teor reduzido ou eentos de aminoacidos livres, resolveuse utilizar a partir deste
ponto tripsina adquirida da Sigma Chemica Co., com grau de pureza declarado de 99%.
No entanto, antes de serem testadas novas condicOes experimentais, uma analise
eletroforética das trés enzimas de interesse foi realizada e o resultado obtido encontra-se

apresentado na Figura 4.24.
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Figura 4.24: Eletroforese SDS-PAGE desnaturante de tripsinag, quimotripsina e CPA
usando gel de poliacrilamida 15%. Vials1 e 6: padrdes de massa molecular Pharmacia
(fosforilase b - MM 97.000Da; Soro albuminabovina - MM 66.000Da; Ovoalbumina -

MM 45.000Da; Anidrase carbdnica- MM 30.000Dg; Inibidor detripsina- MM
20.100Da e a-lactalbumina- MM 14.400Da); Vials 2 e 3: CPA Sigma; Vial 4: tripsina
Sigmae Vial 5: quimotripsina Sigma. Em cada vial foi aplicado 0,004-0,0115mg de
proteina. Tempo de operacdo: 1h e 50min a 20 mA por placa

O resultado obtido desta andlise mostrou que as enzimas tripsina e
quimotripsina adquiridas da Sigma apresentam bandas comuns. Isto ndo parece
totalmente inesperado, pois estas preparagdes sdo muito similares e extraidas da mesma
fonte (pancress bovino). E possivel, assm, que tragos de tripsina possam ser
encontrados na preparacdo de quimotripsina e vice-versa, ainda que essas enzimas
apresentem alto grau declarado de pureza. As bandas comuns presentes nas preparacoes
de tripsina e quimotripsina podem estar associadas a presenca de tracos de exoproteases
com baixa massa molecular, em consequéncia dos resultados que vém sendo gerados.
No caso da CPA, a andlise eetroforética mostrou que esta enzima apresenta massa
molecular acima de 30KDa, valor muito proximo ao reportado na literatura (32 a
34,5KDa - Tardioli, 2002), e que, de fato, tracos das proteases tripsina e quimotripsina
podem ser detectados nesta preparacdo, indicando concordancia com a descricdo de

rétulo desta enzima
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4.4.2.3. TERCEIRA BATELADA DE HIDROLISES SEQUENCIAIS: USO DE
ENZIMASCOM ALTO TEOR DE PUREZA

Esta batelada de ensaios previa a utilizagdo de tripsina Sigma para obtencéo
dos seguintes graus de hidrdlise: 2%, 4%, 6%, 8%, 10% e 12%. E/Smassico de 1/25, Vro
de 50mL, NaOH 0,2M, 55C e pH 8 foram condices operacionais empregadas nesses
ensaios. Com este procedimento, esperava-se que a liberacéo de aminoéacidos apds esta
etapa fosse eliminada ou, pelo menos, significativamente reduzida e que custos
advindos da utilizagdo de enzima com maior grau de pureza fossem compensados pela
minimizagdo da perda de substrato (aminoécidos livres e pequenos peptideos) na etapa
de separacdo da Phe por ultrafiltracdo. Apds esta etapa inicial, amostras de todos os
hidrolisados foram submetidas a andlise de aminoacidos e distribuicdo de massa
molecular dos peptideos resultantes. Esses resultados estdo detalhadamente
apresentados no Anexo A-1.

As andlises de aminoacidos redizadas confirmaram que mesmo tendo-se
utilizado tripsina com alto grau declarado de pureza ndo foi possivel evitar liberacéo de
aminoé&cidos livres. Em todas as situagdes investigadas a histidina continuou sendo o
aminoacido mais liberado. No entanto, os niveis de liberacéo atingidos situaram-se em
patamares bem mais razodveis que nos obtidos em bateladas anteriores. As analises de
distribuicdo de massa molecular mostraram que a porcentagem de polipeptideos com
MM < 1046Dafoi igual ou inferior a 8% paratodas as situacdes investigadas, inclusive
em condicdes de hidrdlise méxima com tripsina (GHr de 12%).

A etapa posterior de hidrdlise, efetuada com quimotripsina, foi desenvolvida a
55°C, pH 8, E/Smassco de 1/18, NaOH 0,2M e tempo reacional fixo de sete horas. A
Figura 4.25 mostra graficamente 0 avanco da reacdo catalisada pela quimotripsina apos
acdo prévia datripsina e apresenta os graus de hidrdlise obtidos em cada ensaio.
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Figura 4.25: Representacdo grafica do avango da hidrdlise seqiiencial com
quimotripsina apds acdo prévia de tripsina. Condigdes experimentais; 55°C, pH 8,
E/Smassico de 1/18, NaOH 0,2M e 7 horas de reacéo.

Analisando-se a Figura 4.25, percebe-se que na sétima hora de reacdo com a
quimotripsina ainda ndo se havia atingido grau de hidrélise constante com esta protease,
ou sgja, tempos reacionais mais longos e/ou maiores concentracdes de enzima no meio
reacional deverdo conduzir a graus de hidrolise superiores aos aqui obtidos. Esta
hipétese é reforcada pelo fato de ndo se ter alcangado grau de hidrdlise tedrico maximo
para acdo sequencial de tripsina e quimotripsina (16,5% - determinado por Galvéo et al.,
2001) em nenhum dos experimentos realizados, embora a condicdo de 12% de hidrdlise
com tripsina e 3,99% com quimotripsina tenha conduzido a um valor muito proximo do
maximo tedrico. Os dados apresentados na Figura 4.25 também confirmam o ja
discutido fato de que a medida que o grau de hidrélise com tripsina aumenta, o grau de
hidrélise final com quimotripsina diminui, para mesmos tempos de reacdo Seguindo
procedimento padréo, no decorrer do periodo reacional com quimotripsina aliquotas
foram coletadas e submetidas a andlises de aminoacidos e peptideos. Os resultados
destas analises mostraram liberacdo de praticamente todos os aminoécidos, sendo os
liberados em maior quantidade foram Tyr (~ 13%), His (~ 50%), Trp (~ 11%) e Arg (~
13,5%), e porcentagem de polipeptideos com massa molecular inferior a 1046Da na
faixa de 12 a 17%. Os resultados completos dessas andlises estdo apresentados no
Anexo A-1.

A terceira etapa do processo foi desenvolvida submetendo-se os hidrolisados
sequienciais previamente obtidos a agdo da CPA nas seguintes condicdes experimentais:

45°C, pH 7, concentragdo enzimética de 50Un.pne/gProteina e sete horas de reagdo. As
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Tabelas 4.26 e 4.27 mostram o conteiido de Phe liberada e o contetido de peptideos com
massa molecular menor que 1046Da ao longo das sete horas de hidrdlise com CPA,
respectivamente. Os dados de liberacdo de todos os aminoécidos e a distribuicdo de

peptideos em faixas determinadas de massa molecular estdo mostrados no Anexo A-1.

Tabela 4.26: Porcentagem de Phe liberada ao longo das sete horas de hidrdlise com
CPA. 45°C, pH 7 e 50Uy.prE/gProteina.

- X % de Liberacdo de Fenilaanina
Condigo do Substrato Tempo de Reagdo com CPA (horas)

(Tripsina+
Quimotripsing) 1 2 3 4 5 6 !
J.(.:JHTZZO/O

+ 3850 ! 3967 | 4378 - 48,32 i 50,05 ! 50,78
?GH=8,22%
GHr =4%

+ 4228 | 4415 4554 | 47,00 | 4825 | 56,14 | 6245
GHo=7,91%
GHT:G%

+ 3425 | 38591 4203 | 4384 | 4483 i 4545 | 48,74
GHo=6,78%
GHr=8%

+ 3596 {4121 4148 | 4289 | 44,78 | 4584 | 47,24
GHo=5,22%
GHy = 10%

+ 2417 1 27,03 ¢ 3302 ! 3510 ! 36,39 | 44,80 ! 4536
GHQ:4,04%
GHr =12%

+ 1957 {36561 3843 | 4154 | 4365 | 4640 | 4891
GHo=3,99%

Grau de hidrdlise atingido com tripsina;
2Grau de hidrélise atingido com quimotripsina apds acéo préviadatripsina.

Anaisando-se os dados da Tabela 4.26 observa-se que a maior liberagdo
(62,45%) de Phe pela acéo da CPA, ocorreu quando foram previamente atingidos GHr
de 4% e GHq de 7,91%. Até este ponto, este valor representa o0 melhor resultado obtido,
tanto se comparado aos demais ensaios mostrados nesta prépria tabela quanto se
comparado aos ensaios apresentados na Tabela 4.25. Em todos os ensaios realizados o
teor de Phe ainda n&o havia atingido um patamar, pois a cada hora de reagdo aumentos

ainda que peguenos na variavel de interesse podiam ser observados.
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Tabela 4.27: Porcentagem de peptideos com MM < 1046Da gerada ao longo de
sete horas de hidrdlise com CPA.

CondicZo do Substrato % de Peptideos com MM < 1046Da
Tempo de Reagdo com CPA (horas)

(Trip. + Quimo) 1 2 3 4 5 6 7
J-GHTZZO/O

+ 1398 114,76 | 14,76 11483 1488 1592 | 1940
GH,=8,22%
GH: =4%

+ 1695 12033 {2036 21,16 2119 !21,23 {2139
GHo=7,91%
GH: =6%

+ 1656 11665 {1761 {1791 1833 |1848 | 1912
GHq=6,78%
GH:=8%

+ 1464 11470 | 14,77 11499 1511 !1563 | 1574
GHo=5,22%
GH = 10%

+ 1203 11308 | 1360 {1368 1393 |1422 | 1442
GHo=4,04%
GH: = 12%

+ 1585 11661 ! 17,31 17,94 {1882 1897 {1940
GHo=3,99%

Grau de hidrdlise atingido com tripsina.
2Grau de hidrélise atingido com quimotripsina ap6s ag&o prévia da tripsina.

Os resultados apresentados na Tabela 4.27 mostram que o conteldo de
peptideos com MM < 1046Da variou de 14,5 a 21,5%. Este valor ndo difere muito
daguele encontrado apos hidrdlise seqiiencial com tripsina e quimotripsina, que variou
de 12 a 17%. E provavel que este processo seqilencia de hidrolise (trés enzimas) esteja
sendo regido pelatripsing, o que quer dizer que é a forma como esta protease age sobre
0 substrato inicial (quais ligagbes peptidicas sdo primeiramente hidrolisadas e que
configuracéo os polipeptideos adquirem depois deste processo) que determina como as
enzimas subsequientes agirdo. Uma vez que prever ou determinar como ocorre a agao
desta enzima € uma tarefa extremamente complexa ndo ha como relacionar diretamente
0 grau de hidrdlise atingido na etapa inicial com tripsina e a porcentagem final de
peptideos pequenos apos acdo da CPA. Outro ponto que ainda pode ser observado dos
dados desta tabela é que o conjunto de hidrdlises seqlienciais que forneceu a maior
liberacdo de fenilalanina (62,45% de Phe com GHr de 4%, GHq de 7,91% e sete horas
de reacdo com CPA) também foi aguele que resultou na maior porcentagem de
peptideos pequenos (21,39%). Uma vez que a liberacdo de Phe devera ser priorizada, se
necessario, a perda de reagente na etapa de separacdo devera ser tratada como um

problema secundério. Espera-se, contudo, que novas estratégias experimentais ainda
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possam conduzir a maximas liberacBes de Phe com menor quebra de peptideos, pois 0
maximo obtido até 0 momento ainda ndo se equiparou ao maximo tedrico possivel.

Como neste ponto do trabalho uma ampla faixa de condi¢bes de operacéo ja
havia sido investigada e ainda n&o se havia obtido os resultados dessjados, resolveuse
realizar uma hidrdlise &cida do soro de queijo para quantificacdo do contelldo maximo
de fenilalanina que se conseguiria determinar neste substrato e, assim, comparé 1o com
0 maximo tedrico previsto por Adler-Nissen (1986), que neste trabaho vem sendo
utilizado como referéncia. Desta forma, seria possivel confirmar se os 50% que vém
sendo obtidos na média dos ensaios realizados correspondiam, de fato, a metade do
contelido capaz de ser determinado ou se esta porcentagem ja representava a quantidade
maxima deste amino&cido no substrato aqui utilizado. Os resultados obtidos estéo
mostrados na Tabela 4.28.

Tabela 4.28: Contelido (g aminoacido/100gProteina) de alguns aminoécidos
determinado apds hidrdlise acida de soro de queijo utilizado como substrato.
HCI 6,8N, 105°C e 24 horas de incubacdo. Comparacdo com os valores tedricos
previstos por Adler-Nissen (1986).

Aminoacido % de aminoacidos no soro Referéncia:
(vaelor médio de doisensaios) | Adler-Nissen, 1986.

Serina (Ser) 4,69 4,76
Glicina (Gly) 1,93 1,92
Vdina(Va) 6,22 6,42
Isoleucina (I1eu) 7,02 6,92
Fenilalanina (Phe) 3,84 3,82
Histidina (His) 2,01 2,05
Arginina (Arg) 2,96 3,01

Os dados apresentados na tabela acima mostram estreita concordancia com os
valores tedricos previstos por Adler-Nissen (1986). Estes resultados evidenciam que a
porcentagem de liberagdo de Phe obtida até entdo ainda estava longe do méximo teorico
possivel (100%), indicando que novas condi¢cdes operacionais (maior concentracdo
enzimatica no meio ou tempos reacionais prolongados) deveriam resultar em maiores
niveis de liberacéo de Phe.

Em conseqiiéncia da relevancia do resultado obtido para liberagdo de Phe
empregando-se GHr de 4% e GHg=7,91%, dois nowos ensaios (replicatas) foram
realizados e estes confirmaram que, de fato, nas condicdes de operacdo ensaiadas chega-

se a aproximadamente 62,5% de liberacdo deste aminoécido.
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Utilizando-se os dados de liberacdo de Phe e porcentagem de peptideos com

MM < 1046Da, apresentados nas Tabelas 4.26 e 4.27, respectivamente, realizou-se um
estudo exploratorio utilizando-se redes neurais com o intuito de se estimar as duas
variaveis de interesse deste trabalho em condi¢cdes ndo ensaiadas experimentalmente.

Para isso, foi feita uma interpolagdo cubica desses dados. Este procedimento foi

realizado dividindo-se as faixas de GHr (de 2 a 12%) e tempo de hidrélise com CPA (de
1 a7 horas) em intervalos de 0,5% e 0,5 hora, respectivamente, tendo sido dai gerados
273 pontos (13 x 21). Na etapa de treinamento das redes foram utilizados 232 pontos
(273 pontos obtidos da interpolacéo - 41 pontos experimentais = 232 pontos) e na etapa
de validagdo foram utilizados os 41 pontos obtidos experimental mente, tendo-se fixado
o tempo de hidrélise com quimotripsina em sete horas. A topologia das duas redes aqui

utilizadas para treinamento/validacéo dos dados era constituida de duas entradas (%oGHr
e tempo de reacdo com CPA, ja que antes das hidrolises com CPA os substratos foram
invariavelmerte hidrolisados com quimotripsina por sete horas), 18 neurdnios na
camada oculta e uma saida (porcentagem de liberacdo de Phe ou porcentagem de

peptideos com MM < 1046Da). As Figuras 4.26 e 4.27 mostram, respectivamente, os
resultados gerados pelas redes reurais para porcentagem de liberacgo de fenilalanina e

porcentagem de peptideos com MM < 1046Da.

W m m
o o o o

% Liberagéo de PHE
=]

(Resposta da Rede)

Tempo com CPA 2 1
(horas) oz % GH Tripsina

Figura 4.26: Superficie-resposta obtida do treinamento da rede neural paraliberacéo de
Phe ao longo das 7 horas de reacéo com CPA.




Catitulo IV - Resultados e Discussao

140

% Peptideos < 1046 Da
(Resposta da Rede)

Tempo com CRPA

e
E ® @ &

oS

(horas)

% GH Tripsina

Figura 4.27: Superficie-resposta obtida do treinamento da rede para porcentagem de
peptideos com MM inferior a 1046Da ao longo das 7 horas de reacéo com a CPA.

Apos treinamento das redes neurais, era de interesse conhecer a diferenca

(erro) entre a predicdo feita pela rede e os pontos experimentais, para ambas as

varidveis-resposta. As Figuras 4.28 e 4.29, apresentadas a seguir, ilustram as diferencas

percentuai s detectadas.

Erro Percentual

Terpo com CPA - 2

(horas)

% GH Tripsina

Figura 4.28: Erros percentuais obtidos da comparacéo entre pontos experimentais e
pontos gerados pela rede para porcentagem de Phe liberada com CPA.
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Erro Percentual

Tempo com CPA
(haoras)

% GH Tripsina

Figura 4.29: Erros percentuais obtidos da comparacéo entre pontos experimentais e
pontos gerados pela rede para porcentagem de peptideos com MM inferior a 1046Da
nas 7 horas de reagdo com a CPA.

Analisando-se as Figuras 4.28 e 4.29, pode-se observar que 0s erros advindos
do uso das redes neurais foram, em média, menores que 2%, o que justifica plenamente
sua utilizacdo.

A utilizacdo de redes neurais neste trabalho se deveu ao fato de que com esta
ferramenta seria possivel estimar a porcentagem de liberacdo de Phe e distribuicdo de
peptideos com MM < 1046Da de forma continua dentro dos dominios de %GHrt e
tempo de hidrélise com CPA investigados, ou sgja, seria possivel estimar as variaveis-
resposta em condicbes experimentais ndo ensaiadas e também ndo previstas pela
interpolacdo; este procedimento se mostra mais completo que a utilizagdo direta da
interpolacéo cubica, que fornece dados apenas nos pontos da malha. Outro ponto a ser
ressaltado refere-se a menor quantidade de parametros a ser armazenada para
representar satisfatoriamente as superficies de resposta. No caso da interpolacdo cubica,
para cada superficie de resposta se faz necessario guardar todos os 273 valores
resultantes da interpolacao; ja ro caso das redes neurais aqui utilizadas, este nimero se

reduz a apenas 73\, relativos aos pesos gjustados durante a fase de treinamento.

@ Este valor é calculado da seguinte forma:

N = (nimero de entradas da rede + 1)* (nimero de neurdnios ha camada oculta) + (nimero de neurdnios
na camada oculta+ 1) * (nimero de saidas darede)

N=(2+1)*18+(18+1)* 1=(3* 18) + 19=73.
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Com as redes neurais inferindo os valores das variaveis-resposta de forma
continua em todo o dominio experimental seria possivel utilizar esta ferramenta em
rotinas de otimizacéo, que buscariam as condicdes 6timas de operacéo (%oGHr e tempo
de hidrélise com CPA), ou sga, aguelas que resultariam em uma solucdo de
compromisso entre maior porcentagem de liberacdo de Phe e menor porcentagem de
peptideos pequenos (< 1046Da). Fazia-se necessario, contudo, mais experimentos para
se determinar o intervalo de busca. Decidiu-se assim aumentar a concentracdo de
enzima no meio e o tempo de reagdo com quimotripsina e CPA, buscando-se atingir
100% de conversdo do substrato. Uma andlise visual das superficies de resposta obtidas
indicava que uma boa regido de busca seria graus de hidrélise com tripsina menores que
6% e novas condigdes dentro dessa regido foram assim incluidas. Além disso, como as
condic¢des de hidrdlise com quimotripsina e CPA seriam alteradas, 0s experimentos com
o0s graus de hidrdlise com tripsina ja estudados anteriormente foram repetidos, visando-

se confirmar a tendéncia observada.

4.4.2.4. QUARTA BATELADA DE HIDROLISES SEQUENCIAIS

Nesta quarta batelada, o tempo de reacdo com quimotripsina e CPA foi
estendido de sete para dez horas, a concentragdo de quimotripsina no meio passou de
0,7 para 1,73mgEnz./mL de solugdo e a concentracéo de CPA foi aumentada de 50 para
aproximadamente 138Uy.pne/gProteina (ver Anexo 1l). Foram incluidas hidrolises
sequenciais com GHr inicial de 1, 3, e 5% com o intuito de “cercar” condi¢cdes de
operacdo em torno de GHy inicia de 4%. A Tabela 4.29 sumariza os resultados obtidos

nesta nova batelada de experimentos.
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Tabela 4.29: Porcentagem de liberacdo de Phe e de peptideos com MM < 1046Da para
a hidrélise sequencia das proteinas do soro de queijo com tripsina, quimotripsina e
CPA, usando altas concentragoes de enzima e tempos prolongados de reacdo nas etapas
desenvolvidas com quimotripsina e CPA.

“Tripsna { “Quimotripsina “CPA Phe Peptideos com
Ensao 0 0 E/S | Treno E/S Liberada | MM < 1046Da
CHr (%) 1+ CHo () & () | (horas) | (D) | (%) (% plp)
il 1 11,8 847+0,1 145
2 2 11,6 69,4 16,7
3 3 112 50,7 173
4 4 10,5 68,7 17.0
5 5 98 7 10 1367 | 874+0,1 18,7
6 6 94 65,3 18,0
7 8 77 69,5 179
8 10 59 54,0 176
9 12 47 52,7 16,5

T E/Smésioo = 1/25, 55°C € pH 8.
255°C, pH 8€ 10 horas de reagéo.
3 45°CepH7.

4 Ensaios realizados em duplicata.

Uma andlise do conteldo de peptideos com MM < 1046Da, apresentado na
Tabela 4.29, nos permite observar que praticamente ndo houve alteragdo com relacdo ao
valor médio obtido nos ensaios anteriormente discutidos (média dos ensaios anteriores
de 18,2% e média atua de 17,3%). Comparando-se os ensaios 1 e 5, vé-se que
praticamente mesmo indice de liberacdo de Phe foi alcancado nesses dois ensaios,
porém, 0 ensaio 1 conduziu a menor degradacdo dos oligopeptideos gerados (14,5%).

De fato, aumentos na concentracdo enzimética e no tempo reacional nas etapas
com quimotripsina e CPA conduzem a maiores porcentagens de liberacéo de Phe. No
entanto, o ensaio desenvolvido com GHy inicial de 4%, que havia sido o melhor
resultado da batelada anterior de experimentos, ndo sofreu ganho significativo para a
variavel de interesse saltando de 62,45 para apenas 68,7% (aumento de apenas 10%),
nas novas condicdes ensaiadas. |sto indica que esta seqliéncia deve estar muito proxima
da sua capacidade maxima de disponibilizacdo de fenilalanina e, assim, aumentos de
tempo e concentracdo de enzimas (quimotripsina e CPA) ndo deverdo conduzir a
resultados muito diferentes dos obtidos. Para as sequiéncias com altos graus iniciais de
hidrélise com tripsina (10 e 12%), os aumentos sofridos (aproximadamente 19 e 8%,
respectivamente) ndo foram suficientes sequer para elevar o contelido de Phe liberada

para 55%, indicando que provavelmente ensaios desenvolvidos com baixos graus
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iniciais de hidrélise com tripsina € que deverdo permitir o cumprimento dos objetivos
deste trabal ho.

Os ensaios desenvolvidos com GHr de 1 e 5% conduziram a patamares de
liberacdo de Phe até entdo ndo atingidos (média de aproximadamente 86%), o que
representa grande avanco na busca das condic¢les experimentais que maximizem esta
variavel de interesse, embora ainda ndo se tenha atingido conversdo total (100%) em

nenhuma condi¢do investigada (ver Anexo I1).

4.4.2.5. QUINTA BATELADA DE HIDROLISES SEQUENCIAIS

Nesta batelada de ensaios, as condigdes de GHr de 1 e 5%, que apontaram na
direcdo da obtencdo de liberacdo méaxima de Phe, foram repetidas aumentando-se a
concentragdo de quimotripsina de 1,73 para 3,0omgEnz/mL de solucdo e a
concentracdo de CPA de 138 para 200Uy.pye/gProteina e mantendo-se fixo o tempo de
reacdo em ambas as etapas em dez horas. Assim, seria possivel determinar entre essas
duas condigdes qual forneceria melhor resultado para liberacdo de Phe com,
preferencialmente, menor reducdo possivel no tamanho dos polipeptideos formados.
Uma vez que o GHy de 1% é rapidamente alcancado (tempo de reacdo inferior a 5
minutos), achouse conveniente investigar também uma situacéo na qual as proteinas do
soro de queijo fossem diretamente hidrolisadas pela quimotripsina, empregando-se as
mesmas condic¢des experimentais anteriormente descritas (ensaios 1 e 5%). A Tabela

4.30 traz os resultados obtidos em tais experimentos.

Tabela 4.30: Porcentagem de liberacdo de Phe e distribuicdo de peptideos com
MM < 1046Da obtidas apds acdo seqiercial de quimotripsina e CPA ou apos
acao das trés enzimas aqui estudadas na hidrdlise das proteinas do soro. Ensaios
realizados em duplicata.

“Tripsina | “Quimotripsina “CPA Phe Peptideos com
E/S | Treaa E/S Liberada MM < 1046Da
GHr (%) | GHo (% i
OO GO | ) | horas) | (o) | (%) (% plp
0 124 98,3+ 0,17 155
1 12,2 1/6 10 1256 | 956+0,21 17,9
5 10,0 91,3+0,18 17,0

E/Smasico = 1/25, 55°C e pH 8.
255°C, pH 8;3,05mgEnz./mL de solugdo e 10 horas de reacso.
345°C, pH 7 €200Uy.pre/gProteina.
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Os resultados apresentados na Tabela 4.30 mostram que 0s aumentos
praticados na concentracdo de quimotripsina e CPA realmente elevaram o nivel de
liberacdo de Phe para patamares superiores a 91%, nos ensaios com GHyt de 1 e 5%,
mantendo-se praticamente inaterado o patamar de porcentagem de polipeptideos com
MM < 1046Da. Hidrdlise direta com quimotripsina atingiu GHg de aproximadamente
12% e, nesta condicdo, a conversdo obtida foi muito préxima de 100% (98,3%) para
remocdo de residuos de Phe carboxi-terminais. Também se constatou uma menor
degradacéo das cadeias protéicas (15,5%) em relacéo aos ensaios onde foram feitas
hidrolises prévias com tripsina. Estes resultados indicam gque a quimotripsina parece ter
maior afinidade por moléculas com massa molecular mais elevada e, deste modo, a pré-
hidrdlise com tripsina desfavorece a agcéo posterior da quimotripsina. Vé-se assim que a
hipétese inicial deste projeto, de que um atague prévio com tripsina disponibilizaria
residuos hidrofébicos e facilitaria a acdo da quimotripsing, ndo era verdadeira. Do ponto
de vista do processo esse resultado foi muito bom, pois elimina uma etapa de hidrélise e

conseqlientemente reduz custos.

4.5. ESTUDO CINETICO DA HIDROLISE DAS PROTEINAS DO SORO DE
QUEIJO CATALATISADA PELA QUIMOTRIPSINA IMOBILIZADA EM
GLIOXIL-AGAROSE 6%

A hidrdlise enzimética de proteinas € reconhecidamente um processo
complexo. O grande nimero de espécies presentes simultaneamente no meio reacional
(enzima livre, enzima ligada a inibidores competitivos, enzima ligada a produtos da
reacdo, entre outros), seja em reagdes em série ou em paralelo, estabel ece uma limitacéo
natural & possibilidade de estimativa de pardmetros cinéticos basicos. Este é um
problema geral na determinacdo de modelos cinéticos que descrevam a hidrdlise de
substratos macromoleculares. Se o0 modelo for demasiadamente simples, sua
representacdo inadequada do mecanismo verdadeiro limitara sua aplicabilidade geral;
se, por outro lado, 0 modelo for muito complexo, onde 0 nimero de pardmetros
cinéticos envolvidos é muito grande, ndo podera ser anaisado estatisticamente com
precisao suficiente a partir de dados experimentais obtidos de ensaios cinéticos simples.
Estas sdo as principais razdes pelas quais modelos cinéticos empiricos sao
freqlientemente encontrados na literatura para representacdo de hidrdlise de proteinas -
Méarquez & Vézquez, 1999; Margot et al., 1997; Gonzales-Tello et al., 1994.
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Em consequiéncia desta complexidade, optou-se aqui, por se trabalhar com um
modelo no qual a concentragéo de substrato (N) fosse definida em termos de ligagoes
peptidicas com aminoacidos arométicos na sua porcdo carboxilica. A determinagdo

desse parametro (N) foi feita de acordo com a equagéo 4.1.

N :CSoro* htot* (GH Méax - GH Dadolnstante) (Eq' 4'1)

Onde: N é a concentracdo de ligacOes peptidicas hidrolisaveis pela quimotripsina em um
dado instante, em mmol Lig./Lieaor; Caxo € @ concentracdo inicia do soro de queijo, em
g/L; hiot € a concentracdo total de ligacOes peptidicas nas proteinas do soro (8,8 mmol
Lig./gProteina); GHroar € 0 grau de hidrélise méximo que se pode obter pela acdo da
quimotripsina nas proteinas do soro de queijo; € GHpadoinstante € 0 grau de hidrolise
atingido com quimotripsina em cada experimento, no mesmo instante.

Ensaios de hidrélise em pHstato utilizando o método das velocidades iniciais
foram desenvolvidos visando-se determinar a concentracdo de enzima a ser utilizada
nos demais ensaios cinéticos. Assim, soro 15g/L (concentracdo inicial de substrato (No)
de 25,74mmol Lig./Lreator) fOi hidrolisado por um periodo de 3 minutos, variando-se a
concentracdo inicial de enzima no reator (Cgn,. de 0,5 a 6,4gEnz./L eqor - derivado
contendo 40mgEnz/gGel). A Figura 4.30 mostra a variacdo das velocidades iniciais
(obtidas das curvas de concentracdo de ligacbes hidrolisadas, em mmol Lig./L esor,

ver sus tempo, em minutos) em funcdo da concentracdo de enzima no reator.

25
Regido Linear ¢——

2 4 o —
15 1

11

0.5 1

Vi (mmol Lig. / Lreator * min)

0 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7
Cenzima (g Enz./L reator)

Figura 4.30: Variagéo da velocidade inicial de reagdo (Vi) com a concentracdo de
enzima (Cgnz) no reator. Condigdes de operagdo. Soro 15g/L, 55°C, pH 8 e
3 minutos de reacéo.
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A Figura 4.30 mostra variacdo linear da velocidade com a concentracéo de
enzima aé o limite de aproximadamente 4gENz./Lreaor, COMportamento tipico do
modelo de Michaelis-Menten. Acima desta concentracdo, a hipétese de estado pseudo-
estacion&rio ndo deve mais estar sendo observada e modelos hiperbélicos ndo devem
mais representar 0 processo reativo. Assim, a Ge,,. escolhida para ser utilizada nos
ensaios para determinacdo dos parametros cinéticos foi 3gENZ/L earor. O UsO do método
de velocidades iniciais elimina efeitos como inibicdo pelo produto ou inativacdo da
enzima, em conseqiéncia do tempo de reacdo ter sido bastante curto. Tempos curtos de
reacdo eram utilizados e, deste modo, baixas conversdes eram atingidas, portanto,

nessas condigOes apenas a concentracdo inicial de substrato influencia a velocidade da

reacao.

4.5.1. DETERMINACAO DA EFETIVIDADE DA REACAO (h)

O uso de altas cargas de enzima por volume de gel ira conduzir a provaveis
efeitos difusionais no sistema, pois havera aumento da velocidade de reacéo por volume
de catalisador. Além disso, maiores cargas enzimaticas implicam ainda em diminuigdo
da difusividade efetiva do substrato. Uma vez que a efetividade diminui com o aumento
do médulo de Thiele e este € diretamente proporcional a velocidade da reacéo e
inversamente proporcional a difusividade efetiva (Eq. 2.5 ou 2.6 do item revisdo
bibliogréfica), espera-se diminuicéo da efetividade com o aumento da carga enzimatica.

Experimentalmente, a efetividade da reacéo foi determinada hidrolisando-se
soro de queijo 50g/L com concentracdo de enzima fixa e igual a 1,5gENnz/L eqor, Mas
utilizando-se derivados de quimotripsina com diferentes cargas. 5, 10, 20, 30 e
40mgEnz./gGel. Com esses experimentos seria possivel detectar a presenca de
limitagOes difusionais através de medidas de velocidades iniciais de reagdo. Admitindo-
se gue a velocidade medida utilizando o derivado contendo baixa carga enzimética
(5mgEnz./gGel - derivado-padréo) era correspondente a velocidade real do sistema, ou
segja, medida na auséncia de limitagOes difusionais, a efetividade da reacéo foi calculada
como sendo a razédo entre as velocidades medidas utilizando-se cada derivado
individualmente e a velocidade real do sistema. A Figura 4.31 mostra o perfil da

efetividade em funcéo da carga enzimatica de cada derivado utilizado.
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Figura 4.31: Efetividade (raz&o entre as vel ocidades aparente, medida na presenca de
efeitos difusivos, e real, medida na auséncia de efeitos difusionais) em funcéo da carga
enzimética do derivado utilizado. Condicfes. Soro 50g/L, V soro de 25mL, NaOH 0,5N e

concentragdo de enzima no reator de 1,5gEnz./L rexor -

Para o derivado contendo 5mgEnz./gGel de fato ndo deve haver efeitos
difusivos, pois a utilizacdo do derivado com 10mgEnz./gGel também conduziu a
efetividade unitéria. Para as demais situagles, observa-se que a efetividade da reacéo
diminui com o aumento da carga enzimética do derivado, até atingir 78% para o
derivado com 40mgEnz./gGel. Se a velocidade aparente esta sendo limitada pela
velocidade de transferéncia de massa intraparticula, este efeito sera tanto mais
pronunciado quanto mais carregado estiver o suporte. No entanto, a utilizagdo desses
catalisadores € de fundamental importancia a nivel industrial, orde suportes com
méxima atividade observada sdo requeridos, mesmo que uma fragdo da enzima
imobilizada néo esteja de fato atuando. A utilizacgo de tais suportes implica em elevada
estabilidade operacional aparente do biocatalisador, pois a medida que a carcga
enzimética rea imobilizada vai inativando, a atividade aparente permanece constante,

permitindo operacdo continua do reator.

452. DETERMINACAO DOS PARAMETROS CINETICOS APARENTES
VE KPP E KD

Os parametros cinéticos aparentes foram estimados hidrolisando-se 10mL de
soro de queijo, nas concentragbes de 2; 5; 12,15; 20; 30; 40; 50 e 56,33g/L, com
concentracdo fixa de quimotripsina em 3gENz./L;eaor (derivado com 40mgEnz./gGel).

Para cada concentracdo de substrato utilizada uma velocidade inicia (Vi) era
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determinada e um grafico de V; em funcdo da concentracdo inicial de substrato, aqui
descrita em termos de ligagBes peptidicas hidrolisdveis por esta enzima, construido. Os
dados obtidos estéo apresentados na Tabela 4.31.

Tabela 4.31: Velocidades iniciais de hidrdlise das proteinas do soro para
diferentes concentracbes iniciais de substrato, mas Cg,, fixa e igua a
39ENZ./L earor- Condigdes: 55°C, pH 8 e trés minutos de reacdo. Experimentos
realizados em duplicata.

Concentragdo inicia de ligaghes
Csoro (0/L) hidrqjisﬁveis pelaquimotripsina | Vi (mmol Lig./Lyeator*min)
No (mmol Lig./Lyestor)
0 0 0
2 3,43 0,99
5 8,58 1,19
12,15 20,85 1,51
20 34,32 1,74
30 51,48 1,82
40 68,64 1,77
50 85,80 1,68
56,33 96,66 1,61

Calculado pela Eq. 4.1, com GHpago instante igual @ zero no inicio da reagéo.

Anadisando-se a Tabela 4.31, observa-se que 0 aumento da concentracao
inicial de substrato (No) conduz ao aumento na velocidade inicial de reagdo até N, igual
a51,48mmol Lig./ Lreaor (30g/L). A partir desta concentragdo, as velocidades diminuem
com o aumento de No,. Como pode ser visto na Figura 4.32, este comportamento
demonstra claramente um efeito de inibic¢&o pelo substrato, razéo pela qual o modelo de

Michaelis-Menten considerando tal efeito (Eq 4.2) foi gjustado aos dados experimentais

para determinacdo dos parametros cinéticos aparentes V.25 | K& e K - Figura4.32.

__ AN _dP__ Kcu*E*N (Eq. 4.2)
dtdt N
Kn +N(1+Kap)

Onde: N € a concentracdo molar de ligagdes peptidicas hidrolisévels pela quimotripsing;
Kcar (€m mmol Lig/gEnz.*min), K& (em mmol Lig./Lreaor) € K& (em mmol

Lig./Lreator) SB0 parémetros do modelo cinético e E é a concentragdo de enzima no

reator, em gENZz./L eator-
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Figura 4.32: Ajuste do modelo de Michaelis-Menten com inibic¢&o pelo substrato aos
dados experimentais de velocidade inicia de hidrolise de ligacOes peptidicas
hidrolisaveis pela quimotripsina. Condigdes: 55°C, pH 8 e 3gENz./Lrexor. (M) Dados
experimentais e (%) Modelo gjustado por busca direta dos parametros.

Pode-se observar que o modelo utilizado gjustouse adequadamente aos dados
experimentais de V; versus N,. Os parametros foram determinados utilizando-se busca

direta através do programa Origi n° 6.

DVE = 24+ 007 mmol Lig/Lreor * Min
Vmax = Kgq * E, como E = 3gENZ./Lrestor, tEM-SE!
Kea = 08mmol Lig/gEnz. * min

2KY = 84+ 0,82 mmol Lig./Lrestor

DKP = 2582+ 41,32 mmol Lig/Lrestor

4.5.3. DETERMINACAO DO PARAMETRO CINETICO K

Obtidos os parametros cinéticos V.55, , K& e K& através de ensaios de curta

duracdo, ensaios em batelada de longa duracdo foram realizados visando-se verificar se
0 modelo de Michadis-Menten com inibicio pelo substrato representaria

adequadamente a formagdo de produto ao longo do tempo (até altas conversdes). Assim,
guatro diferentes concentragoes de soro de queijo (25mL), 4; 12,15; 30 e 50g/L, foram
hidrolisadas pela acéo da quimotripsina por um periodo de 10 horas - Tabela 4.32.
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Tabela 4.32: Concentracdes iniciais de substrato utilizadas nos
experimentos de longa duragdo — 10 horas.

C L Concentragdo inicia de ligagdes hidrolisaveis
soro (9/L) pelaquimotripsina- “No (mmol Lig./L rector)

4 6,86
12,15 20,85
30 51,48
50 85,80

Calculado pelaEq. 4.1, com GHpggo instante igua @ zero no inicio da reagéo.

Nesses experimentos foi utilizada uma concentracdo enzimética de

4gENnz./Leator, POr esta ainda se encontrar na regido linear do grafico representado na

Figura 4.30, e, portanto, novo valor de Vrfgx foi calculado:

VA = Kca* E = E=4gENZ./Lrestor € Kca = 0,8 mmol Lig/gEnz. * min
V2 = 3,2mmol Lig/Lrestor * Min

As Figuras 4.33 (A) e (B) mostram a formagdo de produto ao longo das 10
horas de reacdo para as quatro concentragcdes de soro utilizadas e 0 guste do modelo de
Michaelis-Menten com inibi¢cdo pelo substrato para uma das concentragdes investigadas
(50g/L), respectivamente Ressalte-se que as barras de erro associadas aos pontos
experimentais ndo foram mostradas em consequiéncia da grande concordancia entre as
duplicatas realizadas.
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Figura 4.33: (A) Representacdo das hidrélises em bateladas de longa duragéo para as
guatro concentragdes de soro utilizadas. (D) No = 6,86 mmol Lig./Leaor; (?) No = 20,85
mmol Lig./Lreator; (?) No = 51,48 mmol Lig./Liesor € (0) No = 85,8 mmol Lig./Lieator € (B)

gjuste do modelo de Michaelis-Menten com inibicéo pelo substrato aos dados
experimentais obtidos no ensaio com Cgyro de 50g/L e N, de 85,8mmol Lig./ Lieaor-
Condic¢oes. 55°C, pH 8 e Cgp,. de 4gENZ./L restor-
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Como pode ser observado na Figura 4.33 (B) as concentragbes de produto
preditas pelo modelo foram  Significativamente superiores as medidas
experimentalmente, sugerindo que a reacdo de hidrolise de ligagbes peptidicas
catalisada pela quimotripsina estaria sendo inibida tanto pelo substrato quanto pelos
produtos de reacdo. Assim, o0 modelo de Michaglis-Menten com inibicdo simultanea
pelo substrato e pelo produto, baseado no mecanismo apresentado na Eq. 4.3, foi
gjustado aos dados experimentais apresentados na Figura 4.33 (A):

s\zs
E+S— E|s— EP—E+P (Eq-43)
__dN _dP_ Kea * E* N (Eq. 4.43)
deat Knip(1+Kl?)+N(1+%)
y=.dN_dP_ Keat* EX N (Eq. 4.4b)
dt  dt

P N
ap
KRP(L+—5 )+ N1+ -0

ap
I KS

Onde: | é a concentracio molar de inibidor, em mmol Lig./Liexor, € K™ um pardmetro

cinético do modelo, em mmol Lig./Lieaor. AQui Se considerou que para cada ligacéo
peptidica rompida uma molécula de inibidor era gerada, ou sgja, concentracdo de
inibidor (1) igua a concentracéo de produto (P).

A Figura 4.34 mostra o guste do modelo com inibicdo simulténea pelo

substrato e pelo produto aos dados experimentais obtidos para Csoro de 4g/L.

N-No (mmol/l)

0 100 200 300 400 500 600
Tempo (min)

Figura 4.34: Ajuste do modelo de Michaelis-Menten com inibic¢&o pelo substrato e pelo
produto aos dados experimentais obtidos no ensaio realizado com Ceoro de 4g/L.
Condicgoes: N, de 6,86 mmol Lig./Lreator, 55°C, pH 8 € Cen,. de 4gENZ./L restor -
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O modelo de Michaglis-Menten com inibicdo simultanea pelo substrato e pelo
produto (EQ. 4.4a ou 4.4b) representou satisfatoriamente os dados experimentais para a
condico testada, fornecendo um valor de K® de 0,039 mmol Lig./Lyexor. Este valor foi

entdo utilizado para gjuste do modelo aos dados obtidos para as demais concentracoes
iniciais de substrato estudadas. O resultado dos ajustes esta apresentado na Figura 4.35.
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Figura 4.35: Hidrdlises em batel ada de longa duracéo das proteinas do soro de queijo
catalisadas pela quimotripsina (derivado contendo 40mgEnz./gGel) a 55°C, pH 8 e Cgpz.

de 49ENZz./Lrezor. (0) No = 6,86 mmol Lig./Lreaor; (N) No = 20,85 mmol Lig./Lreator;
(?) No = 51,48 mmol Lig./Lyesior € (¥¢) No = 85,8 mmol Lig./Lyeaor;
(- ) Ajuste do modelo de Michaelis-Menten com inibicdo pelo substrato e pelo produto

com K =0,039 mmol Lig./L rexor-

Analisando-se a Figura 4.35, observa-se que o0 modelo de Michaelis-Menten
com inibicdo pelo substrato e pelo produto utilizando um dnico valor de K&

(determinado para N, = 6,86 mmol Lig./Lreator) N80 prediz adequadamente a formagéo
de produto ao longo do tempo para todas as concentragOes iniciais de substrato
investigadas. De acordo com o0 modelo de Michaelis-Menten, a velocidade da reacéo
varia hiperbolicamente com o aumerto da concentragdo do substrato, sendo uma funcdo
linear deste apenas para concentragdes de substrato bem menores que Kn,. Isto significa
que se aumentando a concentracdo de substrato de N para 5N, a velocidade da reacéo

ndo aumenta de cinco vezes, como pode ser observado a seguir (Eg. 4.5):
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N*Kea*E 3 = 5* N* Ky * E

N2 N2 £ 24N 2 U
K+ N+— K +N+——+@N + U
"R "UUKE R kP

O termo destacado na Eq. 4.5 impede o aumento proporciona da velocidade

V= (Eqg. 4.5)

com a concentracao de substrato. No entanto, pode-se constatar nos experimentos aqui
realizados que todas as curvas [(No-N)/No] versus tempo ou conversio versus tempo
praticamente se sobrepdem quando os dados experimentai s s80 representados em termos
de conversdo ou grau de hidrélise, como mostra a Figura 4.36. Vale salientar ainda que
as curvas experimentais seguem uma ordem aeatoria, 0 que mostra que a dispersao dos

pontos se deve a variagOes dos experimentos.
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Figura 4.36: Dados experimentais expressos em termos de conversao para as quatro
batel adas de longa duracéo realizadss.

O comportamento dos ensaios realizados, representado na Figura 4.36, seria
esperado para uma reagdo de primeira ordem (V = k*N), onde a velocidade da reacéo
aumenta proporcionalmente a concentracdo de substrato. Nesse caso, a conversao (X =
(No-N)/No) seria funcdo apenas do tempo (X = 1-e™). No entanto, mesmo para 0 modelo
hiperbdlico simples de Michaelis-Menten (sem inibicdo) a conversdo em funcdo do
tempo € uma fungdo mais complexa, dependente de N, e N, conforme mostrado a

seguir. Usando-se a expresséo integrada do modelo de Michaelis-Menten (Eg. 4.6), tem
se - Bailey, 1986:
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_No' N_Vmé\x*t &In
N N N

o o} (o}

No

X ,onde X = f (t, No, N). (Eq. 4.6)

O aparente comportamento de primeira ordem deve, pois, resultar de uma
combinagdo de efeitos difusivos e cinéticos. Contudo, tentativas de ajuste do modelo de
primeira ordem foram insatisfatorias e, portanto, descartadas. A partir da constatacdo de
que os dados experimentais obtidos para diferentes valores de No, quando expressos em
termos de conversdo praticamente se sobrepunham foi testada uma mudanca de variavel
na qual N e P foram substituidos por N/No, e P/No,, em um modelo empirico com
estrutura similar a do modelo de Michaelis-Menten com inibicdo pelo substrato e pelo
produto (Eq. 4.4a ou 4.4b). Neste modelo, o comportamento da velocidade da reacdo
segue linearmente 0 aumento da concentracéo de substrato, razéo pela qual este modelo
foi representado pela Eq. 4.7. Este fato permite que os dados experimentais
representados na Figura 4.36 sejam adequadamente representados.

& 0
g -
g -
* N N
_-dN_ © Kea” B DAL : (Eq. 4.7)
v dt _Nog e P o @ N/ 6-
CKap +A°_+Ng+/\l,3
o

Os vaores utilizados para os parametros K, , K¥ e K& foram

numericamente iguais agueles de K K e K determinados anteriormente. Um

cat’

fato que apontou nesta direcéo foi a constatacdo que os valores de velocidade fornecidos
pela Eq. 4.7 deveriam ser 0os mesmos que agueles fornecidos pela Eq. 4.4b quando N,

fosse igual a 1 mmol Lig./Lieator. Vale ressaltar, contudo, que as unidades destes dois

grupos de parametros ndo sao iguais. O gjuste do parametro K f‘p " foi efetuado de modo

aminimizar o erro quadratico entre a resposta do modelo e os dados experimentais. Os

valores dos parametros utilizados foram:

Kea = 0.8 L/gENZ. * min
K2 = 8,4 [adimensional]
K" = 258,2 [adimensional]

K& =57 x 10 [adimensional]
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Foram a seguir calculadas as velocidades para as diferentes concentragbes
iniciais, 0 que permitiu (apbs integracdo da Eq. 4.7) o calculo das curvas No-N =
f(tempo). A Fig. 4.37 (A) compara os resultados obtidos nessa simulagdo com os pontos
experimentais. Na Figura 4.37 (B) estéo representadas as quatro bateladas em termos de
conversdo. E interessante notar que este modelo gera apenas uma curva padrdo (linha
vermelha) que representa satisfatoriamente as quatro curvas experimentais no gréfico

conversao versus tempo.

No-N (mmol/l)

12,159/ |1
—— 309/l
—— 509/l |
’ —— Modelo
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
Tempo (min) Tempo (min)
(A) (B)

Figura 4.37: (A) Ajuste do modelo matematico representado pela Eq. 4.7 aos dados
experimentais obtidos nas quatro bateladas de longa duracéo e (B) gjuste do modelo aos
dados expressos em termos de conversio. (0) No = 6,86 mmol Lig./Lreator; (N)No =
20,85 mmol Lig./Lreator; (?) No =51,48 mmol Lig./Lesior €
(%) No =85,8 mmol Lig./Leaor-

Conforme pode ser observado (Figura 4.37) o modelo representa de forma
satisfatoria os dados experimentais para todas as bateladas ensaiadas. No entanto, uma
melhor representacdo talvez pudesse ser obtida considerando-se a formagéo do produto
reversivel, diferentemente do modelo anteriormente testado. Assim, um novo modelo
empirico baseado na Eqg. 4.7 e na consideracdo de reversibilidade da formacéo do
produto foi proposto. Este modelo esta representado na Eq. 4.8 a seguir:

o) o] 0
¢ c'at*E*‘?N/ //:
ven S B = (Eq. 4.8)
e % :
(; ;
K (1+ N°)+N<1+ °)—
8 KI No Kgp
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Quando comparado a0 modelo expresso pela Eqg. 4.7, nota-se que esse novo
modelo possui dois novos parametros, K2 e Keq. Os parametros K, , K& e K
utilizados neste modelo foram os mesmos do modelo anterior; Keq foi calculado

utilizando-se 0 méximo grau de hidrélise atingido com quimotripsina (17,7%)® e
Klap' e KJap' foram determinados através do gjuste do model o aos dados experimentais.

As Figuras 4.38 (A) e (B) mostram o gjuste do modelo representado pela Eq.
4.8 aos dados experimentais ((No-N) versus t) e o guste feito para representar os dados

em termos de conversdo ((No-N)/N, versust), respectivamente. Os valores de Keg, K f‘p '
e K3 obtidos foram:

Keg = 9,83 [adimensional]

K& = 7,8x 10°® [adimensional]

K%' = 0,36 [adimensional]
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10 4g/l —— 50g/I |
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0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600

Tempo (min) Tempo (min)
(A) (B)

Figura 4.38: (A) Ajuste do modelo matemético representado pela Eq. 4.8 aos dados
experimentais obtidos nas quatro bateladas de longa duracéo e (B) g uste do modelo aos
dados expressos em termos de conversdo. (0) No = 6,86 mmol Lig./Lrezor; (N)No =
20,85 mmol Lig./Lrestor; (?) No =51,48 mmol Lig./Lesior €
(%) No =85,8 mmol Lig./Leator-

(@ Céculo do Keq em termos de grau de hidrélise:

K :[GH]Méximo :17y =083
&« ([ GH 1 max-Tesrico = [ GH I maximo) (195- 177) ™
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Analisando-se a Figura 4.38 percebe-se que o modelo da Eq. 4.8 gusta-se de

forma bastante satisfatria aos dados experimentais, utilizando-se apenas um valor para

Klap' e um para K?p' . Comparando-se os resultados mostrados na Figura 4.38 com os
apresentados na Figura 4.37, pode-se observar que o gjuste feito pelo modelo da Eqg. 4.8
conseguiu representar de forma mais adequada os 100 primeiros minutos de reacdo. No
entanto, apesar dos bons gjustes utilizando estes dois model os, outras abordagens foram
também investigadas. A primeira delas tratava o sistema reaciona em questdo como
sendo de ordem variavel e, neste caso, 0 modelo era representado pela seguinte equacdo
- Levenspiel, 1974:

V =k,N" +k, (Eq. 4.9)

Plotando-se a concentracdo de substrato (N) em funcdo do tempo (Figura

4.39), obtinha-se o0 seguinte comportamento:
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Figura 4.39: Comportamento de um sistema com ordem variavel caracterizado pela
mudanca de alta ordem para baixa ordem quando a concentragéo de substrato diminui.
Teste feito para N = 20,85 mmol Lig./Leator-

A determinacao da ordem superior foi feita para tempo reacional inferior a 270
minutos, a partir da metodologia exposta a seguir - Levenspiel, 1974:
V =kN" (Eq. 4.10)
Por separacéo e integracéo chega-se a
N " N, "=(n- 1)kt para nt1 (Eq. 4.12)
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Rearranjando-se a Eqg. 4.11, obtém-se:
1- 1-
=N "oN,T"
n-1

A Eq. 4.12 mostra dependéncia linear do termo a direita com o tempo. Assim,

(Eq. 4.12)

plotando-se essas duas grandezas seria possivel determinar a ordem superior da reagéo.
Foram testadas ordens de 2 a 5, mas serdo apresentados apenas os resultados obtidos
para ordens 3 e 4 - Figura 4.40 (A) e (B). Recorde-se, porém, que este modelo deveria
ser gjustado apenas para os primeiros 270 minutos de reacdo, pois a partir dai, a reacéo

comporta-se como de ordem zero.

x 10 x 10"
8 T T T T T 25 T T T T T

1.5p

n-1 1
2 3
0.5¢
0¥ . . . . . cr . . . . .
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Tempo (min) Tempo (min)
(A) (B)

Figura 4.40: (A) Investigacdo da ordem 3 e (B) ordem 4. N, = 20,85 mmol Lig./Lreator-

Como pode ser visto nas figuras acima, empregando-se ordem trés ndo se
obtém uma reta passando pela origem, o que ocorre quando ordem 4 é testada. Deste
modo, a ordem superior da reacdo foi agui determinada como sendo 4 e o modelo

matematico utilizado foi definido como apresentado na Eq. 4.13:

V=kN"+k,, comn=4 (Eq. 4.13)

Assim, como descrito anteriormente para o0 modelo de Michaelis-Menten com
inibicdo simultanea pelo substrato e pelo produto, no modelo representado pela Eq. 4.13
também foi feita mudanca de varidvel de N para No/N. A Eq. 4.14 mostra 0 novo

model o empirico obtido:

+ky (Eq. 4.14)
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As Figuras 4.41 (A) e (B) mostram os gjustes feitos utilizando-se o0 modelo da
Eqg. 4.14. As constantes k; e ko foram determinadas de modo a minimizar o erro

quadrético de todos 0s ensaios e tém 0s seguintes valores:

ki = 0,046 min*
ke =253x 10 min*
80 T T T T v T 0.9
2ok 0.8
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0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
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Figura 4.41: (A) Ajuste do modelo matemético representado pela . 4.14 aos dados
experimentais obtidos nas quatro bateladas de longa duracéo e (B) gjuste aos dados
expressos em termos de conversio. (0) No = 6,86 mmol Lig./Lreaor; (N)No = 20,85

mmol Lig./Lreator; (?) No = 51,48 mmol Lig./L eqor €
(%) No =85,8 mmol Lig./Leaor-

Observando-se as Figuras 4.41 (A) e (B), percebe-se que este modelo
representa de forma muito adegquada os dados experimentais obtidos ao longo de todo o
periodo reacional ensaiado, utilizando os mesmo valores de ki e k, em todos os ensaios.
O guste feito aos dados representados em termos de conversdo confirmou que, de fato,
a utilizacdo deste modelo conduz a boas estimativas da concentracéo de produto para
todas as situagoes.

Outra abordagem utilizada seguiu procedimento gera recomendado por
Levenspiel (1974), considerando-se que a conversdo (X) era apenas funcdo do tempo (e

ndo de N). Assim, supds-se que:
X =k t", sendo X a conversio da reagio (Eg. 4.15)
Como X é definido como sendo (No—N)/No, tem:-se:

N, - N

(o]

=kt" > Ni:kltn > P=Nkt" (Eq. 4.16)

Assim, aplicando o In a equagéo 4.16, obtém-se:
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In(P)=1In(N;)+nIn(t) (Eq. 4.17)

Plotando-se In(P) versus In(t), determinouse o vaor de n através do

coeficiente angular das retas representadas na Figura 4.42.
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Figura 4.42: Determinacdo do valor n (Eq. 4.17) através dos coeficientes angulares das
retas de In(P) versus In(t), para as quatro bateladas de longa duragéo realizadas: (0) No
= 6,86 mmol Lig./Lreator; (D) No = 20,85 mmol Lig./Lresor; (?) No=51,48 mmol
Lig./Lreator € (7¢) No = 85,8 mmol Lig./Leaor-

A linearizacdo dos dados obtidos para as quatro bateladas ensaiadas permitiu

determinar um valor médio paran de 0,2. Assim, voltando a Eq. 4.16, tem-se:

P =Nkt" -)——( )", fazendok, = k"

= oy

= Eq. 4.18
gN (Eq. 4.18)

Comon=0,2; 1/ n=1/0,2. Substituindo 1/0,2 na Eq. 4.18, resulta:
P § ki (Eq. 4.19)

gNoﬂ )

Diferenciando a Eq. 4.19 e agrupando os valores constantes que surgem em
uma nova constante ko, obtémse finalmente o modelo matemético:

v =3P _ KeNo (Eq. 4.20)
dt 4
9
i
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Obtido 0 modelo matemético, este foi gustado aos dados experimentais. O
valor de ks foi determinado, ko = 1,51 x 10 min?, e os resultados dos gjustes estdo

apresentados nas Figuras 4.43 (A) e (B):
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Figura 4.43: (A) Ajuste do modelo matematico representado pela Eq. 4.20, para tempos
reacionais superiores a5 minutos, aos dados experimentais nas quatro batel adas de
longa duragdo e (B) ajuste aos dados expressos em termos de conversdo. (0) N, = 6,86
mmol Lig./Lreator; (N)No = 20,85 mmol Lig./Lreator; (?) No = 51,48 mmol Lig./Lrexor €
(%) No =85,8 mmol Lig./Leator-

Como observado nas Figuras 4.43, o modelo representado pela Eq. 4.20
gusta-se pefeitamente aos dados experimentais. Utilizando-se este modelo para
representar os dados de conversdo da reacéo, Figura 4.43 B, observa-se que o gjuste
aproxima-se muito da curva dos valores médios dos experimentos. Ressalte-se que
foram utilizados apenas dois parametros neste modelo, sendo um deles No.

Devido a0 fato de existir no denominador o termo do produto, P, a
aplicabilidade do modelo fica restrita a valores de P ndo muito préximos a zero. Em
consequéncia dessa limitacdo, buscou-se uma outra abordagem para modelar os cinco
primeiros minutos de reacdo. Uma vez que nesse periodo as proteinas apresentam massa
molecular elevada uma provavel situacéo seria o processo difusivo-reativo estar sendo
controlado pela difusdo. Nesse caso, como o fluxo difusivo é proporciona a N, o que
explicaria uma aparente cinética de primeira ordem para a reagdo. Assm 0 modelo
composto que representaria a reacdo em toda sua extensdo é dado pelas duas equagdes a
Seguir:

V =KkN para tempo < 5min (Eq. 4.21)
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k,No

paratempo > 5min (Eq. 4.22)
&P 94

V =

N, &
onde ky= 0,0503 min* e k,=1,51 x 10°* min*

Os resultados obtidos combinando-se estas duas equagdes estdo mostrados nas
Figuras 4.44 A e B:
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Figura 4.44: (A) Ajuste do modelo matemético representado pelas Egs. 4.20 e 4.21 aos
dados experimentais nas quatro bateladas de longa duracéo e (B) ajuste aos dados
expressos em termos de conversio. (0) No = 6,86 mmol Lig./Lreaor; (N) No = 20,85
mmol Lig./Lreator; (?) No = 51,48 mmol Lig./Lreator € (%) No =85,8 mmol Lig./Leator-

A combinag&o das equagdes 4.20 e 4.21 resultou em um modelo que fornece
excelentes gjustes aos dados experimentais para todo o periodo reacional ensaiado (10
horas de reacdo). Acredita-se que esse model o sgja perfeitamente aplicavel em situagcdes
reais de processo (reatores com grande volume), onde a concentracdo inicial de
substrato seja conhecida e se encontre dentro dos limites aqui estudados.
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5. CONCLUSOES

O projeto global que previa a obtencdo de um hidrolisado a partir das proteinas
do soro de queijo através de hidrélises seqlenciais e controladas com tripsina,
guimotripsing, carboxipeptidase A (CPA) e Alcalaseo, imobilizadas em gel glioxil-
agarose, mostrou-se plenamente factivel. As etapas enfocadas neste trabalho, hidrdlises
com tripsina e quimotripsina, foram estudadas variando-se o grau de hidrélise (GH)
inicial com tripsina de 0 a 12% e submetendo-se, em seguida, esses hidrolisados a acéo
da quimotripsina. Esse estudo mostrou que hidrdlise prévia com tripsina desfavorece a
acao sequencial da quimotripsina, contrariamente ao que se havia previsto inicialmente.
A quimotripsina parece ter maior afinidade por moléculas dimensionalmente grandes e,
desta forma, sua acéo direta sobre as proteinas do soro (55°C, pH 8, ata concentracéo
de enzima no reator (3,05mgEnz./mL de solucéo), tempo reaciona prolongado (10
horas) e GH de 12,4%) permitiu disponibilizacdo de praticamente 100% dos residuos de
Phe na porcéo carboxilica terminal dos peptideos gerados, que representam o substrato
para a CPA, terceira etapa de hidrélise do projeto global. Nesta etapa, aqui utilizada
como método analitico para acompanhamento da eficiéncia da hidrélise com
quimotripsing, também se utilizou alta concentracdo enzimética no reator (200Uu.
pue/gProteind) e tempo reaciona de 10 horas. Nessas condicBes, toda a Phe
disponibilizada pela acdo da quimotripsina foi removida das cadeias protéicas,
resultando em um hidrolisado contendo aproximadamente 85% de polipeptideos com
massa molecular superior a 1046Da e 15% de uma mistura de pequenos peptideos e
aminoacidos livres. Os principais resultados obtidos em cada etapa deste trabalho seréo

apresentados a seguir na seqiiéncia com que os experimentos foram realizados.
5.1. Preparacéo e Caracterizacéo de Derivados Tripsina-Sepabeads

A preparacdo de derivados de tripsina sobre sepabeads a 25°C, pH 8 e 24 horas
de tempo de contato enzima-suporte, utilizando-se um processo congtituido de duas
etapas (adsorcdo fisica seguida de imobilizacdo covaente), conduziu a rendimentos de
imobilizacdo de 100% e completa recuperacdo da enzima nos trés diferentes suportes
utilizados (Sepabeads-IDA-Glicina, Sepabeads-|DA-Cu®*-Glicina e Sepabeads-Ida-
Cu**-pH=9,5-Glicina). Fatores de estabilizacso a 55°C de aproximadamente 133, 89 e

137 vezes, foram obtidos para tripsina imobilizada sobre os trés suportes anteriormente
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citados, respectivamente, em relacdo a enzima sollUvel. Esses valores mostram que
houve consideravel enrijecimento da molécula de enzima através das ligacdes
multipontuais estabelecidas durante o processo de imobilizacdo empregado. O
desempenho do melhor derivado preparado, tripsina-(Sepabeads-IDA-Glicina), na
hidrélise da caseina (substrato macromolecular) foi comparado ao da enzima soluvel e
ao do derivado tripsina-glioxil-agarose (sabidamente eficiente na hidrélise de proteinas),
tendo-se observado que a enzima solUvel promove compl eta degradacéo da molécula de
substrato. Este fato, porém, ndo foi observado quando a reacdo foi catalisada pelas
enzimas imobilizadas, onde uma fragdo do substrato permanece intacta até o final da
reacdo, embora maior fracionamento do substrato tenha sido obtido quando o derivado
tripsina- (Sepabeads-IDA-Glicina) foi utilizado. Esses resultados indicam que a
utilizacdo desses derivados na hidrdlise de macromoléculas parece depender do tipo e
da constituicdo do substrato a ser hidrolisado, e ndo apenas de sua massa molecular.
Esta indicacdo é reforcada pelo fato de derivados tripsina-glioxil terem sido
satisfatoriamente empregados na hidrélise das proteinas do soro, atingindo-se em tais
ensaios mesmos graus de hidrélise com enzima solivel e imobilizada. Assim, o
emprego do derivado tripsina-sepabeads deve ser estudado caso a caso, considerando-se

as caracteristicas especificas de cada sistema.

5.2. Preparacéo e Caracterizacdo de Derivados Tripsina-Quitosana

O protocolo utilizado paraimobilizac&o de tripsina sobre matrizes de quitosana
ativadas com glutaraldeido (coagulacdo em NaOH de 0,1 ou 1IN e ativacdo em pH 7 ou
10) conduziu a rendimentos de imobilizagdo de 100%. No entanto, quando o protocolo
de preparacdo de gel glioxil-agarose foi utilizado para preparacdo de uma matriz de
quitosana, apenas 60% da atividade inicial oferecida para imobilizagdo desapareceu do
sobrenadante, embora toda a atividade desaparecida tenha sido recuperada no gel apos
imobilizagdo. Derivados preparados sobre matrizes ativadas com glutaraldeido a pH 7
permitiram 100% de rendimento e completa recuperacéo da enzima nos géis até carga
enzimé@tica de 40mgEnz./gGel. Porém, ndo se determinou com 0S experimentos
realizados a carga enzimatica necessaria para saturar os diferentes géis preparados.
Fatores de estabilizacdo em torno de 460 vezes foram dotidos a 40°C para derivados
quitosana- glutaraldeido (1IN e pHs 7 e 10) em relacdo a enzima soltvel. A 70°C, o

derivado quitosana-glioxil mostrou-se aproximadamente 13 vezes mais estavel que
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derivados quitosana-glutaraldeido. Ja em meio fortemente acalino (pH 11) este
derivado apresentou estabilidade em relacdo a enzima soltvel (30 vezes) muito proxima
daguela observada para o derivado tripsina- glioxil-agarose (34 vezes). Esses resultados
indicam que o derivado tripsina-quitosana-glioxil é bastante promissor, visto que a
estabilidade operaciona das enzimas imobilizadas € um dos principais requisitos para
sua utilizagdo a nivel industrial. N&o foram observados efeitos de particio de fons H'
nas matrizes de quitosana, pois tanto a enzima solUvel quanto a imobilizada apresentou
maxima atividade de hidrélise em pH 9. Contudo, a estabilizacdo alcangada pelos
derivados tripsina-quitosana permitiu deslocamento de 10°C na temperatura para
méxima atividade de hidrélise (enzima soltvel 40°C). O melhor derivado tripsina-
quitosana preparado (coagulagdo em NaOH O,AN e ativagdo a pH 7) mostrou
desempenho similar ao da enzima soltvel na hidrélise das proteinas do soro, atingindo

ap0s aproximadamente 8,5 horas de reacdo grau de hidrélise méximo (GH de 12%).

5.3. Preparacéo e Caracterizacao de Derivados Tripsina e Quimotripsina sobre
Gel Glioxil-Agarose

Rendimentos de imobilizacdo e recuperacdo das enzimas no ge de
aproximadamente 100% foram obtidos ap6s imobilizacdo de tripsina e quimotripsina
sobre agarose ativada com glicidol e oxidada com NalO4 para obtengdo de 75umoles de
aldeido/mL de gel, a 25°C e pH 10,05. A utilizagdo deste protocolo promoveu um
significativo enrijecimento das moléculas de enzima, permitindo obtencéo de fatores de
estabilizacdo da ordem de 3920 e 14535 vezes para tripsina e quimotripsina,
respectivamente. Esse alto grau de estabilizagdo foi devido a formagdo de grande
nimero de ligagdes multipontuais estabelecidas entre a enzima e o suporte, o que pdde
ser confirmado por resultados obtidos através de hidrélises &cidas das enzimas solUveis
e derivados estabilizados. Esses experimentos mostraram que 64,76% e 72,15% do total
de lisinas presentes na tripsina e na quimotripsina, respectivamente, estavam envolvidas
nas multiligagcbes enzima-suporte. Em conseqiiéncia dos atos fatores de estabilizacéo
obtidos, os derivados apresentaram elevacdo na temperatura e no pH para maxima
atividade de hidrélise dos substratos sintéticos: 85°C e pH 11 para tripsina e 70°C e pH

10,5 para quimotripsina.
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5.4. Hidrdlises Sequienciais das Proteinas do Soro

Estudo da hidrélise sequiencial das proteinas do soro mostrou que acdo direta
da quimotripsina (55°C, pH 8 e GH quimatripsina de 12,4%) sobre essas proteinas seguida de
hidrolise com carboxipeptidase A (CPA), a 45°C e pH 7, empregando-se tempos
prolongados de reagdo (10 horas) e atas concentragdes de enzima no meio reacional
(quimotripsina: 3,05mgEnz./mL de solucdo e CPA 200Uy.pHe/gProteing), séo condicoes
gue conduzem a liberacdo de praticamente 100% dos residuos de fenilalanina das
cadeias protéicas e geracdo de 15,5% de peptideos com massa molecular (MM) inferior
a 1046Da. Essas condigbes sd0 possiveis, visto que as enzimas apresentam alta

estabilidade na temperatura e pH empregados.

55. Estudo Cinético da Hidrélise das Proteinas do Soro Catalisada pela
Quimotripsina

Experimentos de velocidades iniciais utilizando concentragdo fixa de enzima
(3mgEnz./mL de solucéo) e diferentes concentracdes iniciais de substrato (soro 2; 5;
12,15; 20; 30; 40; 50 e 56,33g/L) foram realizados e a estes dados 0 modelo de
MichaglissMenten com inibicdo pelo substrato foi gustado, permitindo determinacéo

dos parametros cinéticos Kcar , K&e KEP, cujos valores sio:

Kca = 0,8 mmol Lig./gEnz. * min
K3 =84+ 0,82 mmol Lig./Lreator

K& =258,2 + 41,32 mmol Lig./Lrestor

Cinética de Michaglis-Menten considerando apenas inibicdo pelo substrato e
combinando inibi¢cdes pelo substrato e pelo produto ndo se mostraram adequadas para
representar os dados experimentais de formagdo de produto ao longo do tempo, em
ensaios em batelada de longa duragéo (10 horas).

O modelo empirico representado pela Eq. 4.7, que se assemelha ao modelo de
Michaelis-Menten com inibicdo simultanea pelo substrato e pelo produto, embora tenha

representado de forma razoavel o periodo final da reacdo, ndo forneceu um bom gjuste

para as primeiras horas da mesma. O valor do Kl""p' utilizado foi de 57 x 103

[adimensional].
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Ja 0 modelo representado pela Eq. 4.8, que considera reversivel a formacéo de
produto, envolve dois parémetros a mais que o modelo da Eq. 4.7, K2 e K. Este
modelo forneceu um gjuste um pouco melhor aos dados experimentais para toda a

extensdo da reacdo utilizando os seguintes valores para 0s parametros envolvidos:
Keg = 9,83 [adimensional]

K& = 7,8x 10" [adimensional]

K 2" = 0,36 [adimensional]

Um modelo empirico de ordem varidvel empregando apenas trés parametros
(Eg. 4.14) também foi investigado seguindo sugestdo encontrada na literatura. Este
modelo indicou mudanca de quarta ordem para ordem zero ao longo das 10 horas de
reacao, tendo-se obtido um bom gjuste aos dados das bateladas de longa duracéo. Os
valores dos parametros utilizados neste modelo séo:

n=4

ki = 0,046 mint

ke =2,53x 10 min'*

A Ultima abordagem utilizada para determinacé@o da cinética da hidrdlise das
proteinas do soro vaeuse da constatacdo que quando expressos em termos de
conversao todos os dados experimentais podiam ser representados por uma Unica curva,
uma vez que a conversao (X) era apenas fungdo do tempo (e ndo de N). Ressalte-se que
0 modelo obtido (Eqg. 4.20) possui apenas dois parametros, sendo um deles No. Esta
abordagem resultou em um perfeito guste aos dados experimentais para tempo de
reac8o superiores a cinco minutos. Esta limitagcdo se deveu a presenca do termo do
produto no denominador da equacéo citada. Assim, um modelo composto foi gerado de
modo a permitir representacdo detoda a extensdo da reacdo e, neste caso, 0s 5 primeiros
minutos foram representados por uma cinética de primeira ordem (periodo onde a
velocidade da reagdo estava sendo controlada pela difusdo externa) e o periodo restante
pelo modelo da Eq. 4.20. Os dados experimentais de bateladas de longa duragéo (10
horas) foram perfeitamente gustados utilizando-se a combinacdo de duas diferentes

equages de velocidade: V =k /N para tempos menores que 5 minutos e
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.4
V =k,N, aeig para tempos superiores a 5 minutos, onde k; = 0,0503 mint e k, =
0@
1,51 x 10* miri*,

O excelente gjuste fornecido por este modelo leva a crer que ele possa ser
perfeitamente aplicavel em situagdes reais de processo (reatores com grande volume),
onde a concentracdo inicial de substrato sga conhecida e se encontre dentro dos limites
aqui estudados.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Considerando-se os resultados obtidos durante a realizagdo deste trabalho, algumas
atividades podem ser sugeridas:

% Redlizagdo de novos ensaios de hidrdlise da caseina utilizando derivados de
tripsina preparados sobre gel glioxil-agarose e sepabeads. Nesses experimentos
condicdes de operacdo mais drésticas como altas concentraces de enzima imobilizada
(em ambos os suportes), temperatura e/ou tempos reacionais prolongados deveriam ser
empregadas visando-se confirmar se em tais condi¢des a fragdo de caseina ndo atacada
pelas moléculas de enzima imobilizada nos ensaios aqui realizados ainda permaneceria
intacta. Uma vez que a eficiéncia do derivado tripsina- glioxil-agarose na hidrélise de
proteinas ja foi devidamente confirmada, esperava-se completo fracionamento desta
proteina pela acéo deste derivado.

& Completa caracterizagcdo das matrizes de quitosana preparadas com relacdo a
distribuicdo de tamanho de poros, &rea superficia e morfologia (através de microscopia
eletrbnica de varredura - MEV), para melhor compreensdo do comportamento dessas

matrizes no processo de imobilizagdo de enzimas.

& Estudo da preparacdo de matrizes quitosana-glioxil visando obtencdo de um
protocolo otimizado para producéo de derivados estabilizados sobre este suporte, uma
vez que a Uutilizacdo de condigbes ndo otimizadas ja conduziu a derivados com
estabilidade apreciavel. Acredita-se que protocolo devidamente modificado devera
resultar em melhores rendimentos de imobilizacdo e producdo de derivados com

estabilidade comparével aquela observada para derivados tripsina-glioxil-agarose.

% Investigagdo da carga méxima capaz de ser imobilizada nas matrizes de
quitosana ativadas tanto com glutaraldeido quanto com glicidol, uma vez que a nivel

industrial € desgjavel a utilizagdo de derivados altamente carregados.
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& Ensaios cinéticos para determinagdo de parametros como Vimax € Ky para as
diferentes formas da enzima poderiam ser realizados ja que a comparacdo entre tripsina
soltvel, derivados tripsina-sepabeads ou tripsina-quitosana e derivados tripsina-glioxil-
agarose foi baseada apenas na estabilidade térmica e na atividade proteolitica frente a

substratos macromol ecul ares.

& Imobilizagdo e estabilizagdo de outras enzimas, como a quimotripsina, sobre gel
quitosana-glioxil, que agui se mostrou um suporte bastante promissor. A obtencéo
desses derivados permitiria execucdo do projeto global no qual esta inserido este
trabalho, com reducdo de custos, ja que a quitosana é um suporte barato e amplamente
disponivel em territério nacional.

& Otimizacdo das hidrolises sequienciais com quimotripsina e carboxipeptidase A
no que se refere a concentracdo de enzimética no meio reacional, pois atas
concentragdes de enzima no meio conduziriam a méximas conversdes em menor tempo
de reacdo, 0 que, por suavez, conduziria a reducdo nos custos globais do processo. Este
procedimento é plenamente possivel, uma vez que as enzimas imobilizadas envolvidas

mostraram:se bastante estaveis nas condic¢des de pH e temperatura aqui empregadas.
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ANEXO |

TERCEIRA BATELADA DEHIDROLISES SEQUENCIAIS: USO DE
ENZIMASCOM ALTO TEOR DE PUREZA

Experimentos foram realizados utilizando E/S de 1/25, Vsro de 50mL, NaOH
0,2M, 55°C e pH 8 para obtenco dos seguintes graus de hidrdlise com tripsina: 2%, 4%,
6%, 8%, 10% e 12%. A Tabela A1-1 mostra o contelido de aminoéacidos liberados ap06s

acao datripsina sobre as proteinas intactas do soro de queijo.

Tabela Al-1: Conteldo liberado de aminoécidos ap6s hidrélise com tripsina nos seis
ensaios realizados. Cromatografia de troca ibnica com derivatizacdo pos-coluna com
OPA - 72 minutos de andlise.

Aminoadido “Porcentagem de Liberacao de Aminoacidos
2GHT =2% GHt = 4% GHT = 6% GHt = 8% GH+ = 10% GHt = 12%

Asp 7,26 151 2,97 2,98 1,79 1,84

Asn/Thr 0,24 0,10 0,16 0,27 0,17 0,19
Ser 1,11 0,33 0,56 1,42 0,41 0,51
Glu 0,21 0,43 0,31 0,51 0,43 0,47
Gly 8,57 2,65 4,07 4,34 2,69 2,72
Ala 0,27 0,15 0,18 0,26 0,18 0,13
Va - 0,15 - 0,08 0,15 0,14
Met - 0,03 - - - -
Ileu 0,59 - 0,23 - - 0,34
Leu 0,25 0,12 254 2,56 3,12 3,17
Tyr 5,45 2,05 2,18 2,18 1,09 1,09
Phe - 1,09 - - 0,08 0,12
His 10,97 8,45 16,83 23,87 26,86 33,35
Trp - 9,36 8,83 1,04 - 10,03
Lys - - - 1,85 6,99 1,75
Arg 1,23 0,75 1,36 1,28 151 -

!Célculos realizados com base nos val ores fornecidos por Adler-Nissen, 1986.
2Grau de hidrdlise atingido com tripsina GHr.

Os dados acima apresentados confirmam liberagcéo de aminoéacidos apos acéo
individual da tripsina, mesmo tendo-se aqui utilizado tripsina com alto grau declarado
de pureza. E possivel observar também que a liberagiio de aminoécidos parece néo
seguir regras pré-estabelecidas do tipo "aumentando-se 0 GHr aumenta-se a liberacéo
de aminoécidos ou vice-versa', pois os dados da tabela acima mostram claramente
liberacéo a eatoria ou independente do grau de hidrolise atingido.
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A Figura Al-1 mostra os cromatogramas resultantes das andlises de
distribuicdo de massa molecular (peptideos) dos hidrolisados obtidos e a Tabela A1-2 a

quantificacdo das fragbes em faixas previamente determinadas.

1.0 4

0.8 )

0.6

04

Volts (Normalizado)

0.2 4

0.0 -

Tempo de Reteng&o (min)

Figura A1-1: Fracionamento do soro de queijo apos ser submetido a diferentes graus de
hidrdlise com a endopeptidase tripsina. Cromatografia de exclusdo por tamanho.

Tabela A1-2: Distribuicdo da massa molecular dos polipeptideos gerados apds acéo
individual da tripsina sobre proteinas intactas do soro de queijo. Fracionamento
desenvolvido por cromatografia de exclusdo por tamanho (SEHPLC).

Massa Molecular *Porcentagem Massi ca de Peptideos

(Da) 2GHr=2% | GHr =4% i GH; =6% ! GH; =8% ! GH;=10% | GH; =12%

MM 2 5000 73,23 73,78 70,23 60,38 48,05 48,48

5000 >MM 3 16721 14,13 16,11 19,71 28,31 35,33 35,09

1672 >MM 3 1046 5,63 4,32 6,66 4,84 8,61 9,02

1046 >MM 3 555 2,73 1,93 2,40 1,66 2,45 2,31

MM < 555 4,28 3,86 1,00 4,81 5,56 510

Total 100 100 100 100 100 100

MM > 1046 92,99 94,21 96,6 93,53 91,99 92,59

MM < 1046 7,01 5,79 34 6,47 8,01 7,41

1Cél cul os efetuados segundo metodol ogia descrita por Sousa Jr. et al, 2002.
%Grau de hidrdlise atingido com tripsina.

De acordo com os dados tabelados, pode-se observar que em todos 0s ensaios
realizados a porcentagem de oligopeptideos com MM > 1046Da foi igual ao superior a
92%, inclusive em condi¢Bes de hidrolise maxima com tripsina (GH de 12%), e que,
consequentemente, a fracdo com MM < 1046Da, parcela que passa pela membrana com

corte de 1000Da no processo de separacao, foi menor ou igual a 8%. Esses resultados
parecem satisfatorios, visto que em nenhum ensaio até o momento realizado foi possivel
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evitar a liberacdo indesgada de aminoéacidos livres e que nesta etapa do processo ndo
era esperada degradacdo significativa das cadeias protéicas.

A etapa posterior de hidrdlise com a quimotripsina foi desenvolvida a 55°C, pH
8, E/Smassico de 1/18, NaOH 0,2M e tempo reacional fixo de sete horas. A Tabela A1-3
apresenta os graus de hdrdélise obtidos em cada etapa e o grau de hidrélise total apos

acao sequencia de tripsina e quimotripsina

Tabela A1-3: Graus de hidrolise obtidos apés acdo sequencial da
quimotripsina sobre os polipeptideos gerados nas hidrolises
prévias com tripsina.

Ensaio 'GHr (%) “GHo (%) *GHrota (%0)
1 2 8,22 10,22
2 4 7,91 11,91
3 6 6,78 12,78
4 8 5,22 13,22
5 10 4,04 14,04
6 12 3,99 15,99

Grau de hidrdlise atingido com tripsina.

%Grau de hidrélise atingido com quimotripsina apés ag&o préviada tripsina.

3Grau de hidrélise total atingido ap6s acéo seqiiencial de tripsina e quimotripsina

Os dados apresentados na Tabela A1-3 mostram que a medida que o grau de

hidrélise com tripsina aumenta, o grau de hidrdlise final com quimotripsina diminui,
para mesmos tenpos de reacdo. Seguindo procedimento padréo, no decorrer do periodo
reacional com quimotripsina aliquotas foram coletadas e submetidas a andlises de
aminoécidos e peptideos. A Tabela Al-4 mostra os resultados das andlises de

aminoécidos dos hidrolisados obtidos apds agdo sequiencial de tripsina e quimotripsina.
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Tabela Al-4: Conteldo liberado de aminoacidos apds acdo sequencial de
quimotripsina. Cromatografia de troca iénica com derivatizagcdo pos-colunacom OPA -
72 minutos de andlise.

“Porcentagem de Liberacdo de Aminoacidos
Aminoécido 2GH=2% GH=4% GH=6% GH=8% | GH=10% | GH=12%
+ + + + + +
%GHu=8,22% ! GHo=7,91% ! GHo=6,78% ! GHo=5,22% ! GHo=4,04%! GHg =3,99%
Asp 7,46 1,73 317 310 1,94 2,05
As/Thr 0,35 0,22 0,29 0,91 0,2 0,29
Ser 1,43 0,56 0,81 1,89 0,57 0,79
Glu 0,28 0,41 0,35 0,54 0,54 0,63
Gly 8,65 2,83 42 4,63 2,80 3,09
Ala 0,32 0,18 0,21 0,38 0,19 0,23
Val - 0,07 - 0,23 0,17 0,21
lleu 0,59 - 0,23 - - 0,47
Leu 2,42 2,98 3,29 3,14 375 4,17
Tyr 15,52 12,29 9,93 11,76 13,36 14,81
Phe - 0,44 - 0,14 0,33 0,84
His 33,48 41,84 48,06 54,61 55,93 66,82
Trp 17,46 5,99 15,42 4,59 22,54 -
Lys - 1,83 3,0 591 12,75 18,72
Arg 5,85 9,44 14,23 15,2 14,87 20,78

Célculos realizados com base nos val ores fornecidos por Adler-Nissen, 1986.
“Grau de hidrdlise atingido com tripsina.
3Grau de hidrélise atingido com quimotripsina apés ag&o préviadatripsina.

A presenca de aminoacidos livres nos hidrolisados obtidos apds acéo das duas
endopeptidases utilizadas continuou sendo observada nas novas condi¢des de ensaio. A
Figura A1-2 mostra os cromatogramas obtidos das andlises de peptideos realizadas apos
acao sequencial dessas duas enzimas e a Tabela A1-5 apresenta a distribuicdo da massa

molecular dos peptideos obtidos.
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Figura A1-2: Fracionamento dos hidrolisados obtidos apds acdo seqliencia detripsinae
quimotripsina: (A) GHt de 2% e GH, de 8,22%; (B) GH+ de 4% e GH, de 7,91%; (C) GH+ de
6% e GHq de 6,78%; (D) GH+ de 8% e GH, de 5,22%; (E) GH+ de 10% e GHq, de 4,04% e (F)

GH+ de 12% e GH, de 3,99%. Cromatografia de exclusdo por tamanho.

Tabela A1-5: Distribuicdo da massa molecular dos polipeptideos gerados apds acéo
sequencial de tripsina e quimotripsina (7 horas de reacdo).

Porcentagem M &ssica de Peptideos

Massa Molecular “GHr=2% GHr=4% | GHr=6% ; GH{=8% GH: =10% GH: =12%
(Da) + + + + + +
3GH,=8,22% | GH,=7,91% | GHo=6,78% | GH,=522%| GHo=4,04% | GHo=3,99%
MM 3 5000 36,85 36,50 35,60 36,68 35,21 34,86
5000> MM 3 1672 37,26 35,13 34,53 36,40 38,58 36,35
1672> MM 3 1046 13,44 11,52 14,39 13,10 14,26 13,11
1046 > MM 3 555 6,49 5,68 5,84 4,54 4,58 6,93
MM < 555 5,96 11,17 9,64 9,28 7,37 8,75
Total 100 100 100 100 100 100
MM > 1046 87,55 83,15 84,52 86,18 88,05 84,32
MM < 1046 12,45 16,85 15,48 13,82 11,95 15,68

1Cél culos efetuados segundo metodol ogia descrita por Sousa Jr. et al, 2002.
2Grau de hidrdlise atingido com tripsina.
3Grau de hidrélise atingido com quimotripsina apds agéo préviadatripsina.
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Os resultados acima apresentados mostram que todas as situacdes investigadas
resultaram re geracdo de peptideos com massa molecular superior a 1046Da entre 83 e
88%, ou sgja, nas condicdes operacionais empregadas ndo foi possivel preservar a
maxima integridade das cadeias protéicas como desgjado e que com base nesses dados,
perder-se-ia aproximadamente de 12 a 17% de proteinas na forma de pequenos
peptideos e aminoacidos na etapa de separacao.

A terceira etapa do processo foi desenvolvida submetendo-se os hidrolisados
sequienciais a agdo da CPA por um periodo de sete horas. Ao longo desses ensaios
amostras foram recolhidas e analisadas quanto ao conteldo de aminoacidos e
distribuicdo de peptideos gerados, como realizado nas etapas anteriores de hidrdlise.
Estes experimentos foram realizados a 45°C, pH 7 e concentragdo de enzima
imobilizada de 50Uy.pye/gProteina. A Tabela A1-6 mostra a porcentagem de liberacéo
de aminoécidos ap06s acdo sequencia de tripsina, quimotripsina (7 horas de reacéo) e
carboxipeptidase A (7 horas de reaco).

Tabela A1-6: Porcentagem de aminoécidos liberados apds acdo sequéncia de tripsina,
quimotripsina e carboxipeptidase A (45°C, pH 7, 50Uy.pre/gProteina e 7 horas de
reacdo).

*Porcentagem de Liberacdo de Aminoacidos
“GHr=2% GHt = 4% GH=6% GH: =8% GHy=10% ! GH;=12%
Amino&cidot . * -t -t - N *
GHg=8,22% 1| GHg=7,91% 1 GHqg=6,78% | GHg=522% 1| GHqg=4,04% 1| GHo=3,99%
+ + + + + +
7 horas CPA 7 horas CPA 7 horas CPA 7 horas CPA 7 horas CPA | 7 horas CPA
Asp 8 2,81 3,47 3,59 2,50 2,86
Asn/Thr 5,06 6,57 3,61 4,35 6,12 5,67
Ser 1,68 2,36 1,86 3,01 4,45 2,58
Glu 0,55 2 0,82 1,48 1,70 2
Gly 8,89 4,27 4,86 521 6,50 3,43
Ala 1,30 3,09 1,14 164 3,62 2,09
Val 11,67 17,80 11,11 10,59 18,70 14,55
Met 7,04 28,18 18,73 - - -
lleu 10,40 16,55 11,23 12,64 17,94 13,53
Leu 24,54 41,48 20,90 19 29,79 26,66
Tyr 61,69 75,11 58,33 55,95 62,35 64,95
Phe 50,78 62,45 48,74 47,24 45,36 48,91
His 41,82 57,87 50,82 56,66 5747 68,82
Trp 84,16 84,55 97,87 41,48 85,42 98,14
Lys - 5,01 6,33 9,93 20,08 20,12
Arg 7,24 14,90 14,81 19,02 22,66 22,96

Célculos realizados com base nos val ores fornecidos por Adler-Nissen, 1986.
2Grau de hidrdlise atingido com tripsina.

3Grau de hidrélise atingido com quimotripsina apds acéo prévia datripsina.
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Analisando-se os dados da Tabela A1-6 observa-se que a CPA promoveu a
liberacdo em porcentagens bastante significaivas de grande nimero de aminoécidos.
Porém, ha que se recordar que, como ja comentado em secOes anteriores deste trabal ho,
dado tempo suficiente a esta protease ela remove com diferentes velocidades grande
nimero de aminoacidos das cadeias polipeptidicas Porém, uma andlise consistente dos
dados obtidos da agéo sequencial de tripsina, quimotripsina e CPA nos ensaios
realizados deve considerar também a extensdo da degradacdo promovida ao longo
dessas trés etapas de hidrélise a que foram submetidas as proteinas do soro. A Figura
Al-3 mostra os perfis de distribuicdo de massa molecular apds cada situacéo
investigada e a Tabela A1-7 mostra quantitativamente os dados de distribui¢do de massa
molecular obtidos.
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Figura A1-3: Fracionamento dos hidrolisados obtidos apds acdo seqiencia de tripsing,
quimotripsina e carboxipeptidase A: (A) GH+ de 2%, GHq de 8,22% e 7ThCPA; (B) GH+ de 4%,
GHgq de 7,91% e 7hCPA; (C) GHt de 6%, GHq de 6,78% e 7ThCPA; (D) GH+ de 8%, GHq de
5,22% e 7ThCPA; (E) GH+ de 10%, GHq, de 4,04% e 7hCPA e (F) GH+ de 12%, GH, de 399% e
7hCPA. Cromatografia de exclusdo por tamanho (SE-HPLC).

Tabela A1-7: Distribuicdo da massa molecular dos polipeptideos gerados apds acéo
sequencia de tripsina, quimotripsina (7 horas de reagdo) e CPA (7 horas de reagéo e
50Uy.pye/gProteing).

Porcentagem M éssica de Peptideos

“GH:=2% GHr=4% | GH{=6% ! GH;=8% GH: =10% GH: =12%
Massa Mol ecul ar + + + + + +
(Da) 3GHQ:8,22% GHg=7,91% 1 GHu=6,78% 1| GHq=5,22% 1 GHg=4,04% | GHo=3,99%
+ + + + + +
7 horas CPA | 7horasCPA | 7 horasCPA | 7 horasCPA! 7 horasCPA | 7 horas CPA
MM 3 5000 20,03 34,37 30,94 35,17 28,6 31,14
5000> MM 3 1672 48,15 28,91 36,05 35,75 42,41 36,75
1672> MM 3 1046 1242 15,33 13,89 13,34 14,57 12,71
1046 > MM 3 555 2,83 4,85 5,86 44 2,65 5,55
MM < 555 16,57 16,54 13,26 11,34 11,77 13,85
Total 100 100 100 100 100 100
MM > 1046 80,6 78,61 80,88 84,26 85,58 80,6
MM < 1046 19,4 21,39 19,12 15,74 14,42 194

1Cél cul os efetuados segundo metodol ogia descrita por Sousa Jr. et al, 2002.
2Grau de hidrdlise atingido com tripsina.
3Grau de hidrélise atingido com quimotripsina apds acéo prévia datripsina.
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ANEXO |1

QUARTA BATELADA DE HIDROLISES SEQUENCIAIS

Nesta quarta batelada, o tempo de reagcdo com quimotripsina e CPA foi
estendido de sete para dez horas; a concentragdo de quimotripsina no meio passou de
0,7 para 1,73mgEnz./mL de solucéo e a concentracdo de CPA foi aumentada de 50 para
aproximadamente 138Uy.pue/gProteina. Com relagdo ao contelido de Phe liberado apos
acao sequencia de tripsina, quimotripsina e carboxipeptidase A, uma comparacéo entre
as duas bateladas com mesmos graus de hidrdlise iniciais com tripsina, mas diferentes
tempos de reacdo e concentragdes de enzima no meio nas etapas com quimotripsina e
CPA, pode ser observada naFigura A2-1.

[ Trezo com Q e CPA de 7horas e baixas Ce
V7] Trezo com Q e CPA de 10horas e altas G

Liberacéo de Fenilalanina (%)
3
1

3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13
Grau dehidrdliseinicial com tripsina (%)

Figura A2-1: Comparagao do contetido liberado de Phe nos experimentos com mesmos
graus de hidrdlise iniciais com tripsina (2, 4, 6, 8, 10 e 12%) e diferentes tempos (7 e 10
horas) e concentracfes de enzima nas etapas desenvolvidas com quimotripsina (0,67 e
1,73mgEnz./mL de solugdo) e carboxipeptidase A (50 e 138Uy.pHe/gProteina).

Os dados apresentados na Figura A2-1 indicam que aumentos na concentragao
enzimatica e tempo reacional nas etapas com quimotripsina e CPA, conduzem, de fato,
amaiores porcentagers de liberagdo de Phe, como desgjado.

Os ensaios desenvolvidos com GHt de 1 e 5% conduziram a excelentes nivels
de liberac&o de Phe (superiores a 84%). No entanto, em consequéncia da relevancia dos

resultados obtidos nesses dois ensaios especificos, era oportuno verificar se a liberagdo
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de Phe a0 longo da reacdo com carboxipeptidase A ja havia atingido um patamar ou se
aumentos ainda podiam ser observados para o tempo reacional empregado. A Tabela

A2-1 permite 0 acompanhamento do conteido liberado de Phe ao longo do periodo
reacional empregado.

Tabela A2-1: Porcentagem de Phe liberada ao longo das dez horas de

hidrolise com CPA (aproximadamente 138Uy.pne/gProteing) para
sequéncias com GHr de 1 e 5%.

*Porcentagem de Liberac&o de Phe
Condicéo do Substrato Tempo de Reaczo com CPA (horas)
1 3 5 7 10
“GHr = 1%
+ 50,99 i 62,75 | 6550 | 72,50 | 84,66
*GHo = 11,84% (10horas)
GHt =5%
+ 50,44 : 53,84 | 55,79 72,37 | 87,38
GHg = 7,72% (10horas)

'Célcul os realizados com base nos valores fornecidos por Adler-Nissen, 1986.
“Grau de hidrdlise atingido com tripsina.
3Grau de hidrélise atingido com quimotripsina apés agéo préviada tripsina.

Analisando-se os dados acima tabelados, pode se verificar que aumentos no
conteiido de Phe liberada eram registrados a medida que a reacdo avancava, indicando
que ainda havia substrato especifico a acdo da CPA a ser consumido e que
concentracbes de quimotripsina e CPA ainda mais elevadas poderiam responder de
forma bastante satisfatoria, conduzindo a liberagcdo deste aminoécido a valores muito
proximos de 100%.






