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RESUMO

A Organizacéo das Nacdes Unidas para Alimentacéo e Agricultura (FAO) indica que,
até 2030, a populacdo mundial passara de 7,0 bilhdes para 8,3 bilhdes. Diante desta
realidade, a comercializagcdo de peixes € uma atividade que tem aumentado de
forma expressiva, especialmente aqueles derivados de aquicultura. O Brasil, por
exemplo, é um forte candidato a se tornar o maior produtor e exportador nessa
categoria, por causa de sua grande diversidade e condicBes geoclimaticas. Um dos
principais desafios enfrentados pelos criadores é o elevado custo de producéo,
especialmente na alimentacdo que, dependendo da espécie, pode chegar a 70% do
total das despesas. A fim de compensar os custos excessivos de producéo, sugere-
se que os criadores disponham de todo o potencial de massa dos animais e nao
apenas a comercializacdo da fibra muscular. Os residuos oriundos desta atividade
possuem como caracteristica um potencial biotecnolégico bastante significativo,
como fonte de enzimas que podem ser aplicadas em varias processamentos
industriais. Dentre elas, as proteases sdo responsaveis hoje por cerca de 50% do
total das vendas industriais. Nesse trabalho isolamos a tripsina do pacama
(Luphiosilurus alexandri), peixe nativo do Rio S&o Francisco. A qual foi purificada em
apenas dois processos de purificacdo: precipitacdo com sulfato de amdnio e
cromatografia liquida de troca anibnica em DEAE-Sepharose; com recuperacdes de
86,97 e 44,91%, respectivamente. A massa molecular da tripsina foi estimada em 24
kDa, através de SDS-PAGE, apresentando apenas uma banda quando corada por
prata. A enzima purificada mostrou atividades 6timas em 50 °C e pH 9,0, assim
como manteve estabilidade até pH 11e 50 °C, apds incubacdo de 60 minutos. O
teste de inibicdo confirmou inibicdo total por PMSF, inibidor de serino protease, e
auséncia de inibicdo frente EDTA e 2-mercaptoetanol. Por outro lado, as constantes
cinéticas, km e kcat, para BApNA foram 0,517 e 5,0, respectivamente. A enzima
purificada também se mostrou ativa quando imobilizada em uma zimografia com
caseina. Por estas razdes, considera-se que a tripsina do Pacama seja uma enzima
promissora para 0S processos industriais, uma vez que, apresenta uma larga faixa
de estabilidade em pH e temperatura, bem como a atividade, mesmo para a

imobilizagcdo em matrizes solidas.

Palavras-chave: Purificagdo, Caracterizacdo, Pacama (Luphiosilurus alexandri),

Tripsina.



ABSTRACT

The Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) indicate that until
2030, world population will rise from seven billion to 8.3 billion. Facing this reality, the
commercialization of fish is an activity that has been increasing expressively in the
production chain, especially those derived from aquiculture, represented by species
grown in captivity. Brazil, for example, is a strong candidate to become the major
producer and exporter in the category because of its wide diversity and proper
geographic and climate conditions. One of the major obstacles faced by breeders is
related to production cost, especially food costs that, depending on the species, can
reach 70% of total expenses. In order to counterbalance the excessive costs of
production, breeders should dispose all of the animals’ mass potential and not only
the commercialization of muscle fiber since around 30% of the assessed weight
corresponds to innards, majorly categorized as sub-products. These residues take on
significant biotechnological potential providing, for example, a source of enzymes
that can be applied in several industries. In the past few years, searching for
proteases from different sources is an activity that has been increasing significantly;
around 50% of total industrial sales of enzymes consist of proteases. We highlight
the pioneer study of an isolated enzyme from Pacama (Luphiosilurus alexandri),
native fish from S&o Francisco River (Brazil). Trypsin of Luphiosilurus alexandri
pyloric cecum was purified with only two purification processes: ammonium sulfate
precipitation and anion exchange liquid chromatography in DEAE-Sepharose; with a
recuperation of 86.97 and 44.91 %, respectively. Trypsin mass was estimated in 24
kDa through SDS-PAGE, presenting only one band when subject to silver coloration.
The purified enzyme presented optimum temperature and pH at 50°C, and pH 9.0,
respectively, using BApNA as substrate. Stability maintained high levels of activity up
to pH 11 as well as high stability up to 50°C after a 60-minute incubation. The
inhibition test verified strong inhibition by PMSF, Serine-proteases inhibitor, and
absence of inhibition for EDTA and 2-Mercaptoethanol. Kinetic constants km and
kcat for BApNA were 0.517 and 5.0, respectively. The purified enzyme also proved
active in a zymography with casein. For these reasons, we consider it to be a
promising enzyme for industrial processes for presenting a wide range of stability in

pH and temperature as well as activity even for immobilization in solid matrices.

Keywords: Purification, Characterization, Pacama (Luphiosilurus alexandri), Trypsin.
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1 INTRODUCAO

Estudos levantados pela Organizagao das Nac¢des Unidas para Alimentacao
e Agricultura (FAO) mostram que até o ano de 2030, a populacdo mundial
aumentara dos sete bilhdes em 2011, para 8,3 bilhdes e com maior adensamento
populacional nos paises asiaticos e africanos (SIDONIO et al., 2012). Com bases
nessas estimativas, percebe-se a necessidade de se efetuar adequagdes em larga
escala na producdo de alimentos, visto que suprir todo esse contingente
representara um enorme desafio a cada pais.

Diante dessa realidade, uma atividade que vem ganhando expressivo espaco
na cadeia produtiva é a comercializacdo de pescados, principalmente aqueles
provenientes da aquicultura, representada pelas espécies cultivadas em cativeiros.
O Brasil por exemplo, se mostra como forte candidato em se tornar o maior produtor
e exportador de produtos deste setor. Sua preferéncia é decorrente da
disponibilidade de grandes extensdes de terra passiveis de serem destinadas ao
cultivo; a boa adaptabilidade das espécies destinadas a criacao; e a abundancia de
agua doce e limpa (OLIVEIRA, 2009). Além dos beneficios econdmicos assegurados
aos produtores aquicolas, outro ponto que merece destaque é a possibilidade de se
disseminar espécies nativas com reais riscos de extingdo (SEABRA, 2010). Neste
trabalho, por exemplo, utilizou-se o Pacama (Lophiosilurus alexandri), peixe nativo
do Rio Sao Francisco, que por excessivos represamentos do rio, teve sua populacéo
gradativamente reduzida.

O Pacama é um Bagre carnivoro, da familia Pseudopimelodidae, pertencente
a ordem Siluriforme, assim como o Surubim (Pseudoplatistoma fasciatum) e o
Pintado (P. corruscans) (SEABRA, 2010). Seu hébito alimentar é carnivoro,
apresenta comportamento sedentario, preferéncia por ambientes Iénticos em regifes
de fundo de areia ou de pedras (TRAVASSOS, 1959). O Pacama € bastante
valorizado por seus aspectos organolépticos, como carne saborosa e auséncia de
espinhos em seu interior muscular, o que |he confere elevado valor comercial
(SANTOS, 2011).

Um dos maiores entraves enfrentados pelos criadores esta relacionado com o
custo da producdo, principalmente dos gastos destinados a alimentacdo, que
dependendo da espécie, pode atingir até 70% (SIDONIO et al, 2012). Para

compensar 0s gastos excessivos durante a produgéo, aconselha-se dispor de todo o
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potencial em massa do animal, e ndo se ater a comercializacdo da fibra muscular,
visto que aproximadamente 30% do peso referido ao animal corresponde as
visceras, 0s quais sdo na maior parte dos casos, categorizados como subprodutos
(FAO-SOFIA, 2004 apud KHALED et al.,, 2011). Estes residuos, por sua vez,
assumem forte potencial biotecnoldgico, como fonte de enzimas, aplicadas no
processamento de alimentos, detergentes, e muitos outros produtos
(KHANGEMBAM, 2015). Dentre elas, destaca-se a Tripsina (EC 3.4.21.4),
serinoprotease responsavel pela hidrélise de ligagées peptidicas nas extremidades
carboxiterminais de residuos de Lisina (K) e Arginina (R). Normalmente, tripsinas
isoladas de peixes, sejam eles de agua doce ou salgada, assumem bons niveis de
reatividade em condi¢gbes extremas, a exemplo de alta alcalinidade e temperatura,
bem como em presenca de agentes surfactantes (KHANGEMBAM, 2015).

Assim, trabalhos voltados a purificacdo e caracterizacdo destas moléculas
passaram a ser alvo de muitas pesquisas, tendo sempre como meta a ser
alcancada, metodologias de baixo custo, e com elevado nivel de recuperacao, sendo
umas das fontes biolégicas mais utilizadas as visceras dos peixes: Pseudupeneus
maculatus (SOUZA et al., 2007), Lutjanus vitta (KHANTAPHANT e BENJAKUL,
2010), Sardinella aurita (KHALED et al., 2011), Diapterus rhombeus (SILVA et al.,
2011) e Salaria basilisca (KTARI et al., 2012).

Diante destas abordagens, objetivou-se por meio do presente trabalho,
purificar e caracterizar a tripsina do ceco-pilérico do Pacama (Lophiosilurus
alexandri), espécie nativa da regido do baixo S&o Francisco.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aquicultura, Aspectos Socioecondmicos

O setor agropecuéario participa na atualidade como o principal fornecedor de
produtos alimenticios, sob a responsabilidade de distribuir no mercado econémico
produtos consumidos de forma direta, sem prévio processamento industrial, mas
também aqueles classificados como industrializados. Sob perspectivas gerais, por
traz de toda a rede econdmica envolvida nas transacfes de importacdo e exportacédo
dos produtos, ha uma preocupacdo quanto a qualidade e confiabilidade dos
diferentes alimentos comercializados, assim como, se houver um aumento
populacional, se este setor conseguird suprir e manter a demanda alimentar de
forma a garantir a qualidade dos mesmaos.

Vale ainda ressaltar que além do fator demografico em expanséo, outro ponto
que reflete de forma direta no consumo de alimentos é o aumento da renda. De
acordo com Roppa (2009), o consumo de carne tem uma forte correlagdo com o PIB
per capita, ao passo que se eleva o poder aquisitivo, aumenta-se também o
consumo de carnes, e em decorréncia, a sua producdo. Ao tracar um perfil para
ingestdo de proteina animal em suas diferentes categorias, ver-se que em escala
global, as proteinas provenientes de pescados e suinos sdo as que mostram maior

taxa de consumo (Figura 1).

Figura 1: Consumo Mundial de Proteinas Animal.

Producio Exportacio®* Consumo

(mil ton) (mil ton) (mil ton)
Pescados® 145100 32348 116.960
Suinos 100.399 12.066 100268
Aves 72293 10.733 71.860
Bovinos 57.027 9.607 56.116
Caprinos e ovinos 13.236 1.007 13.139

Fonte: Sidonio et al., 2012.

Ao observar a figura acima, no ano de 2009 o consumo de pescados chegou
a ordem de 116.960 mil toneladas, que para FAO (2010), atinge um valor superior a
17 kg por habitante, ficando acima do consumo minimo especificado pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 12 kg por habitante ao ano (MPA, 2015).

Realizando essa mesma analise na Figura 2, observa-se uma inversao para o
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cenario nacional, de forma que as carnes provindas de pescados ocupam apenas a

guarta posicéo no ranking aferido para o mesmo ano.

Figura 2: Consumo Nacional de Proteinas Animal.

Producio Exportacio Consumao

(mil tomn) (mil ton) (mil tom)
Aves 11.023 3.265,000 8.023
Bowvinos 9.180 1.422 000 7410
Suinos 3.130 643 000 2.423
Pescados®* 1241 30,000 1.723
Caprinos e ovinos 110 0,048 117

Fonte: Sidonio et al., 2012.

O valor nutricional do pescado e a divulgacdo de estudos que o associam
com melhorias para a saude tém causado, nos ultimos anos, um forte aumento no
interesse por esse alimento (SARTORI; AMANCIO, 2012). Para determinados
paises isso representa uma boa oportunidade de alavancar e diversificar a sua

economia, desde que possua, é claro, capacidade hidrica para ser explorada.

2.2 Piscicultura Brasileira

Dados divulgados pelo MPA (2015) afirmam que o Brasil, apresenta uma
costa maritima de 8,5 mil quildmetros, aproximadamente 12% de toda agua doce do
planeta, e cerca de 8,2 bilhdes de metros cubicos de agua distribuidos entre rios,
acudes, lagos e represas. Isso mostra as excelentes condi¢cdes que propiciam o pais
em se tornar o maior produtor de pescados, ao ponto de sua producado atingir a
ordem de vinte milh6es de toneladas anuais, possibilitando desta forma, o
abastecimento interno, assim como assegurar uma oferta crescente para os demais
paises, dos quais se destacam os EUA, maior comprador de pescados da atualidade
(SIDONIO et al., 2012). Antes de entrar nestas discussdes e trazer a tona novas
tematicas, € preciso entender que hd uma diferenca entre o conceito de pesca e
aguicultura. Segundo o Servigco de Apoio as Micro e Pequenas Empresas (SEBRAE,
2011), pesca € a retirada de organismos aquaticos da natureza sem previo cultivo.
Trata-se de uma atividade que pode ser operacionalizada em diferentes ambientes,
desde regibes maritimas a espacos continentais. Por outro lado, a aquicultura é

conceituada como uma atividade multidisciplinar, representada pelo cultivo de



20

diferentes organismos aquaticos (plantas aquaticas, moluscos, crustaceos e peixes).
Além disso, é necessario que haja a intervencdo ou manejo do processo de criacao,
com a finalidade de aumento na producdo. Assim, pode-se dizer que a mais
importante diferenca em relagdo ao conceito da pesca, € que a aquicultura arremete
a ideia de exploracéo de recursos feitos em confinamento (OLIVEIRA, 2009).

Contrapondo os entraves atribuidos a atividade pesqueira, como periodos de
desova, sazonalidade das espécies, e niveis de populagéo, verificam-se no Brasil, e
de forma semelhante em outros paises, um crescimento bem mais acelerado da
aquicultura do que a producao pesqueira. Segundo o Ministério da Educacao (2006)
a taxa nacional superou a média de 30%, valor superior a média mundial de 10%.
No Brasil, o aumento da producdo desta modalidade est4d atrelado ao
desenvolvimento do setor, que por sua vez, se deu pela ampliacdo de politicas
publicas (BRASIL, 2010), como incentivos por meio de financiamentos, programas
de capacitacdo, bem como o0 acesso aos programas governamentais existentes. O
mais conhecido é o Plano Mais Pesca e Aquicultura desenvolvido pelo MPA. Outra
particularidade favoravel a pratica desta atividade no pais € o fator climatico, que por
ser bastante variado, proporciona uma maior diversidade de espécies cultivadas,
favorecendo uma distribuicdo ordenada entre as diferentes regifes: No Norte
prevalecem o Tambaqui (Colossoma macropomum) e o Pirarucu (Arapaima gigas);
no Nordeste a Tilapia (Oreochromis niloticus)e o Camardo Marinho (Litopenaues
vannamei); no Sudeste a Tilapia; e no Sul prevalecem as Carpas (Cyprinus carpio),
Tilapias, Ostras (Ostreidae) e Mexilhdes (Mytilus edulis). (SILVA, 2012).

E importante salientar que por mais heterogénea que seja a fauna em sua
malha hidrogréfica, a criacdo de peixes no pais se deu inicialmente com a
implantacdo de espécies exodticas, a exemplo da Tilapia-do-Nilo e Carpas
(ZANIBONI e LUZ, 2001; BORGHETTI et al.,, 2003; FERNANDES et al., 2003).
Apenas em meados dos anos 90, a aquicultura como atividade industrial comecou a
ganhar importancia no Brasil (SEABRA, 2010), e s6 entdo na década de 70, foi que
se iniciou a implementacdo de espécies nativas (CYRINO et al., 1996). Algumas
regides, por ndo haver o controle adequado no processo de criagdo, sofreram
impactos ecologicos com a disseminacao de espécies atipicas da regido, de sorte
gue havendo a concorréncia territorial, parte delas se sobressairam, ocasionando
assim, a redugdo, e em casos extremos, a extingdo das espécies nativas (SOUZA,

2010). Diante dessa realidade, muitos pesquisadores e produtores ja visam a
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utilizacdo de espécies proprias do pais como prioridade, por ser mais segura e
oferecer menor fator de risco ao ecossistema local (SOUZA, 2010).

O crescimento exponencial metropolitano, bem como a agricultura intensiva,
exigem como suporte, elevado fornecimento hidrico, e em alguns casos, faz-se
necessario a intervencdo humana em fontes hidricas, de modo a suprir a demanda,
e ao mesmo tempo, garantir a produtividade almejada.

Quando essa intervengdo se da por meio de estudos aprofundados, e com a
preocupacdo de se evitar a agressdo ao ecossistema, alcanca-se o equilibrio
exigido, permitindo a continuidade do desenvolvimento do pais, assim como
asseguram a fauna e flora local, condi¢cdes 6timas de sua permanéncia. Por outro
lado, quando a intervencdo humana visa como prioridade exclusiva & manutencgéo
do desenvolvimento econbmico, sem levar em consideracdo 0s impactos
provocados, traz como reflexo uma série de desequilibrio ambientais, principalmente
agueles relacionados a extincdo de espécies nativas da regido.

E possivel citar como exemplo o Rio S&o Francisco, onde foi comprovado que
apos sucessivos represamentos ao longo do mesmo, espécies migratérias como o
Surubim (Pseudoplatystoma coruscans), o Pird (Conorhynchus conirostris), o
Dourado (Salminus brasiliensis), a Matrincha (Brycon lundii) e principalmente o
Pacama (Lophiosilurus alexandri), espécie de desova parcelada, tiveram seus niveis
populacionais decrescidos (TENORIO, 2003).

2.3 Pacama (Lophiosilurus alexandri)

O rio Sdo Francisco apresenta 640.000 km? de area, e uma extensdo de
2.700 km, equivalente a 8% do territério nacional (SEABRA, 2010) é bercéario de
espécies aquaticas de grande representatividade econbmica. Entre as espécies
encontradas no rio Sao Francisco, destaca-se o Pacama (L. alexandri), um bagre
carnivoro, da familia Pseudopimelodidae, pertencente a ordem Siluriforme, assim
como o Surubim (Pseudoplatistoma fasciatum) e o Pintado (P. corruscans)
(SEABRA, 2010).

O pacama (Figura 3) possui cabeca achatada, sua mandibula ultrapassa a
maxila superior, e seus dentes da mandibula ficam fora da boca quando fechada
(BRITSKI et al.,1996).
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Figura 3: Lophiosiluros alexandri

Fonte: elaborada pelo autor, 2016.

Seu hébito alimentar é carnivoro, apresenta comportamento sedentério,
preferéncia por ambientes Iénticos em regides de fundo de areia ou de pedras
(TRAVASSOS, 1959). A sua desova ocorre de forma parcelada, liberando os ovos
no substrato arenoso. Geralmente apresenta cuidado parental para com seus ovos e
larvas, e sdo considerados grandes, quando comparados a outras espécies (SATO
et al., 2003). Tal peixe é bastante valorizado por seus aspectos organolépticos,
como carne saborosa, e a auséncia de espinhos intramusculares, o que lhe confere
elevado valor agregado pela culinaria internacional (SANTOS, 2011).

Assim como outras espécies do rio Sdo Francisco, o L. alexandri, vem sendo
vitima de ac¢des mal planejadas do homem, de modo que na atualidade, é
classificado como um animal em processo de extingdo em locais de ocorréncia
natural (SANTOS, 2011). Neste sentido, a disseminacéo e incentivo em cultivar essa
espécie em cativeiro se mostra de grande valia, pois além de assegurar a
permanéncia da mesma, possibilita aos produtores locais, diversificar a sua

produgcd@o com espécies proprias da regido.
2.4 Desafios Encontrados

Dependendo do peixe que se esteja cultivando, a pratica da piscicultura pode
ser enquadrada como uma atividade de custos bem elevados, principalmente dos
encargos destinados a alimentacdo, que pode atingir até 70% do total gasto
(SIDONIO et al, 2012). Os peixes possuem extensa variedade de habitos
alimentares: podem ser herbivoros, alimentados exclusivamente por plantas,
carnivoros, que se alimentam de carnes, e 0s omnivoros, que se alimentam de

animais e vegetais vivos (BALDISSEROTTO, 2002). Além dessa divisdo, os peixes
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cuja alimentacao esta centrada a base de planctons, sdo ditos seres planctéfagos,
0s que se alimentam de detritos e materiais em decomposicdo, detriéfagos, e
aqueles que se alimentam de lama, sdo conhecidos como lliéfagos. Diferentemente
da primeira classificacdo, nada impede que seres planctéfagos se alimentem de
detritos, ou vice-versa. Na realidade, esse tipo de comportamento € bastante comum
para esses animais, € 0 que se chama de superposicdo de habitos alimentares
(BALDISSEROTTO, 2002).

Outra caracteristica € que durante a evolugdo, algumas espécies modificam a
sua alimentacdo. Quando alevinos, podem se alimentar de zooplanctons, por
exemplo, e na fase adulta, se alimentarem preferencialmente de plantas (ROTA,
2003). Sobre isso, nao h4 uma ordem predefinida, se trata de particularidades
desenvolvidas a cada espécie. Desta forma, € de fundamental importancia que os
piscicultores conhecam com exatiddo a fisiologia dos animais criados, pois uma
racdo preparada para um animal com habito alimentar herbivoro (por exemplo),
dificilmente obtera bons resultados se utilizados em peixes de habitos alimentares
diferentes. Assim, o uso de ra¢bes devidamente balanceadas e de boa qualidade €,
de certa forma, fundamental para o alcance de altas taxas na produtividade, bem
como elevacédo na taxa de conversao alimentar.

As espécies mais baratas no mercado, muitas vezes possuem ciclo curto de
producéo, o que requer baixo investimento, e assim, pouco capital investido (SILVA,
2012). A Tilapia—do-Nilo por exemplo, tem um ciclo produtivo extremamente rapido,
seis meses aproximadamente, quando comparado a outros animais, em que esses
atingem a fase adulta e alcancando o peso adequado para abate a partir de um ano,
e em alguns casos, até mais. Na intencdo de compensar 0s gastos excessivos
durante a producao, aconselha-se dispor de todo o potencial em massa do animal
(carne, visceras e outros), e ndo se ater com exclusividade, a comercializacdo da
fibra muscular, pois cerca de 30% do peso aferido ao peixe corresponde as visceras
e escamas, que sdo na maior parte dos casos categorizados como subprodutos
(FAO-SOFIA, 2004 apud KHALED et al, 2011).

Sobre as visceras, estudos mostram forte potencial biotecnolégico destas, por
serem fontes de enzimas digestivas de interesse comercial, como para a Industria
alimenticia, farmacéutica, producdo de detergentes e muitos outros
(KHANGEMBAM, 2015). Desta forma, muitos foram os trabalhos desenvolvidos nos

altimos anos, tendo em vista a possibilidade de se isolar e purificar enzimas a partir
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de visceras de espécies aquaticas, as quais pudessem ser viabilizadas em escalas
industriais. A exemplo, citam-se: Sepia officinalis (BALTI et al., 2009), Siniperca
chuatsi (LU et al., 2008), Oncorhynchus masou (KANNO et al., 2010), Colossoma
macropomum (BEZERRA et al., 2001; MARCUSCHI et al., 2010), Oncorhynchus
tshawytscha (KURTOVIC, MARSHALL e SIMPSON, 2006), Thunnus albacores
(KLOMKLAO et al.,, 2006), Sardinops sagax caerulea (CASTILLO-YANEZ et al.,
2005), além de outros.

Uma das principais proteases digestivas detectadas no ceco pildrico e
intestino de peixes € a Tripsina (EC 3.4.21.4), que além do seu importante papel em
catalisar a hidrdlise de proteinas, é responsavel também pela ativacdo de enzimas
pancreaticas, sendo que entre as caracteristicas fisico-quimicas mais relevantes da
tripsina destacam-se: a estabilidade frente a temperaturas moderadamente
elevadas, pH moderadamente alcalinos, bem como em presenca de agentes
surfactantes (SILA et al.,2012). Ndo obstante, estudos destinados a purificacdo e
caracterizagcdo de enzimas a partir de subprodutos da atividade aquicola, se
mostram como importantes ferramentas de fortalecimento do setor, uma vez que,
descentralizam as linhas de comércio, bem como favorecem a maximizagdo dos
lucros por meio do reaproveitamento dos subprodutos antes inutilizados, e quando

utilizados, convertidos em materiais de baixo valor econdémico.

2.5 Aspectos Enziméticos na Digestéo dos Peixes

Assim como qualquer espécie de seres vivos, 0S peixes necessitam de
nutrientes bdasicos, os quais fomentem energia e metabdlitos essenciais as vias
catabdlicas e anabolicas. A capacidade digestiva pode ser definida como a
habilidade do animal em secretar enzimas no trato digestivo, a fim de hidrolisar as
macromoléculas presentes nos alimentos até suas respectivas unidades
monoméricas. Os nutrientes dos alimentos, antes de serem absorvidos, devem
passar por processos de digestdo e absorcdo. Tais processos dependerdo da
disponibilidade de enzimas, como a tripsina, quimotripsina e pepsinogénio, as quais
podem ser encontradas em locais especificos ao longo do trato gastrintestinal
(CHONG et al., 2002; JUN-SHENG et al., 2006; KUMAR et al., 2007).

Para que haja um efetivo processo de digestdo, deve ocorrer uma

cooperacao entre as enzimas digestivas, com 0s mecanismos fisicos de 0Orgaos
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como a cavidade bucal, esbéfago, estbmago (quando existente), intestino, além de
outros. O tubo digestivo pode ser subdividido em cavidade bucal ou bucofaringeana,
intestino anterior (eséfago e estdbmago), intestino médio (intestino propriamente dito)
e intestino posterior (reto) (ROTTA, 2003). Os véarios tecidos e érgaos relacionados a
ele estdo envolvidos com a apreensdo, mastigacdo e degluticdo, seguidas da
digestdo e absorcdo dos nutrientes, como também a excrecdo. Sobre as enzimas,
verifica-se que a distribuicdo e intensidade da atividade variam muito com o habito
alimentar e morfologia dos 6rgdos que as secretam (HOFER e SCHIEMER, 1981,
SABAPATHY e TEO, 1993; TENGJAROENKUL et al., 2000).

Sabendo que os peixes sédo classificados como carnivoros, herbivoros e
onivoros, a depender do ambiente que estejam inseridos, e principalmente da
natureza do alimento disponibilizado, estes animais podem naturalmente sofrer
readaptacdo alimentar, a qual influenciara de forma direta na quantidade e tipo de
enzimas produzidas. Assim, o valor nutricional de uma dieta ndo s6 depende de um
balanco adequado entre nutrientes como também a capacidade digestiva do peixe,
associada a atividade de enzimas do trato gastrintestinal (EUSEBIO e COLOSO,
2002).

Da mesma forma que a fonte de alimento pode induzir comportamentos
moleculares diferenciados, 0 mesmo ocorre para a morfologia dos tecidos, que sao
altamente adaptaveis e modificaveis, ao menos em termos evolutivos. O estémago,
cuja dimenséao correlaciona-se ao tamanho das particulas ingeridas, e frequéncia da
alimentacdo, assume o papel inicial na desconstrucdo macromolecular dos
alimentos, onde se detecta como principais substancias secretadas o pepsinogénio
e 0 &cido cloridrico (HCI), que agem na hidroélise inicial de proteinas e mantém o pH
do meio em condi¢cdes acidas, respectivamente (ROTTA 2003). De acordo com
Baldisseroto (2002), o intestino € um tubo relativamente simples, que possui
glandulas digestivas e um suprimento abundante de vasos sanguineos e linfaticos. E
nele onde se completa a digestao iniciada no estbmago.

H4 uma ampla variedade de estruturas associadas ao intestino. Uma das
mais importantes sdo 0s cecos piléricos, que sao diverticulos cegos de formato
digitiforme que se encontram na regiao pilérica e na porcdo anterior do intestino
médio, estando livres entre si ou fundidos a parede do estbmago. Espécies onivoras
e herbivoras, comparadas com carnivoras, possuem um maior trato digestivo, o que

permite que o alimento passe menos tempo em contato com o baixo nivel de
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proteases (HOFER e SCHIEMER, 1981). Essa caracteristica fisiologica associada
com a ampla distribuicdo das enzimas aumenta em grandes quantidades absorcao
dos diferentes componentes nutricionais existentes na dieta (TENGJAROENKUL et
al., 2000). Sob perspectivas gerais, a digestdo de proteinas envolve a acdo de
diferentes moléculas hidroliticas, com acbOes especificas ao longo da cadeia
polipeptidica. No caso dos peixes, destacam-se pepsina, tripsina e quimotripsina as
quais apresentam acdo intestinal. Estas assumem elevada relevancia catalitica,
disponibilizando ao fim do processo, oligopeptideos e peptideos passiveis de serem

absorvidos pela mucosa intestinal dos peixes e redistribuidos pelos demais 6rgaos.

2.6 Proteases

Os seres vivos tém como caracteristica em comum, ainda que sendo de
diferentes reinos, o processamento de reacfes bioquimicas intermediadas por
enzimas cataliticas, de forma que sem elas, ndo seria possivel a manutencdo da
vida (COX, DOUDNA e ODONNELL, 2012). Existem na atualidade uma infinita gama
de enzimas catalogadas, as quais se distinguem quanto a sua fun¢ao, tamanho, e
estabilidade quimica (Tabela 1). Estas por sua vez, alcancam como ponto de
convergéncia a sequéncia fundamental de residuos de aminoacidos
correspondentes, que a depender da cadeia lateral, poderdo ser guimicamente
enquadrados como aminoacidos aromaticos (Fenilalanina, Tirosina, Triptofano),
aminoacidos alifaticos (Glicina, Alanina, Prolina, Valina, Leucina, Isoleucina,
Metionina) (HARVEY e FERRIER, 2012), aminoacidos carregados positivamente
(Lisina, Arginina, Histidina), aminoacidos carregados negativamente (Aspartato,
Glutamato) e aminoacidos ndo carregados (Serina, Treonina, Cisteina, Asparagina,
Glutamina) (CAMPBEL, 2003).

Tabela 1: Classificacdo Internacional das Enzimas

Classe n® Nome Bl Reacao Catalisada
Classe
1 Oxirredutases Transferéncia de Elétrons
2 Transferases Transferéncia de Grupos
3 Hidrolases Reacbes de Hidrdlise
4 Liases Adicao de grupos e liga¢gbes duplas
5 Isomerases Transferéncia de grupos de uma mesma molécula
6 Ligases Formacéao de Ligacdes

Fonte: elaborada pelo autor, 2016.
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Dentre estas classes de enzimas, as de maior uso na atualidade sdo as
hidrolases. Essas enzimas efetuam quebras de ligagcdes covalentes através da
adicdo de moléculas de agua. Fazem parte deste grupo as lipases, celulases,
amilases e proteases, sendo que esta ultima, abrange por si s, cerca 40% do total
de enzimas comercializadas no setor industrial (GUPTA, 2002). Tais moléculas
clivam especificamente ligacbes peptidicas de proteinas e peptideos, e estdo
presentes de forma universal em todos os seres vivos, representando cerca de 2%
do total de proteinas existentes em todos os organismos (SILVA, 2013).

A renovacao de proteinas € um importante processo em sistemas vivos. Uma
vez que as proteinas cumprem seus propositos, elas devem ser degradadas, de
modo que 0s aminoacidos constituintes possam ser reutilizados em vias anabdlicas.
Além disso, as proteinas adquiridas por meio da dieta tém de ser degradadas a
peptideos e aminoacidos para melhor absorcéo intestinal (STRYER et al., 2008).
Sob esses aspectos, as proteases sao liberadas em meios intra e extracelulares,
agindo em vias metabdlicas, vias de sinalizacdo celular, assim como na digestao de
proteinas. Algumas sdo expressas na forma inativa (zimogénio), e apos a ativacdo
por protedlise parcial, € que elas conseguem efetuar suas funcdes cataliticas.

A depender do sitio de acdo no substrato, as proteases podem ser
classificadas em Endopeptidases e Exopeptidases. As Exopeptidases agem
preferencialmente nas extremidades C (Carboxipeptidases) ou N (Aminopeptidases)
da cadeia (MACIEL MENDES,2007), enquanto que as Endopeptidases hidrolisam
ligacdes peptidicas alocadas no interior da molécula.

Embora estas enzimas basicamente clivem ligacdes peptidicas, existem
diferencas entre elas individualmente no que diz respeito a posicao da ligacao
hidrolisada e a sequéncia de aminoacidos adjacentes a essa ligacdo (VERMELHO et
al., 2008). O referido autor ainda cita que por consequéncia, em 1960 o cientista
Hartley prop6s um tipo de classificacdo onde as enzimas seriam divididas de acordo
com 0s grupos quimicos do centro ativo envolvidos ho mecanismo catalitico. Desta
forma, comporiam as carboxipeptidases: as cisteino, metalo e serino
carboxipeptidases. As aminopeptidases, em funcdo do numero de residuos de
aminoacidos removidos, recebem a terminacdo de aminopeptidases (um residuo),
aminodipeptidases (dois residuos) aminotripeptidases (trés residuos). Por fim, as
endopeptidases se dividiiam em serino, cisteino, metalo e asparticoproteases
(MACIEL MENDES, 2007).
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Devido a variedade de reacOes catalisadas pelas enzimas, elas encontram

diferentes aplicacdes biotecnoldgicas nas mais diversas areas.

2.6.1 Aplicagdes biotecnologicas

O uso de enzimas em processamentos tecnologicos sdo datadas de muitos
anos, sendo que as varias aplicacdes das enzimas conhecidas hoje sdo resultados
de grandes investimentos, principalmente nas quatro Ultimas décadas, as quais
estdo associadas a implementacdo da biotecnologia moderna (KIRK, BORCHERT e
FUGLSANG, 2002). E importante salientar que essa evolucdo se deu pela
contribuicdo mutua de diferentes linhas de pesquisa. A saber, exploracdo genética,
associada a estratégias de recombinacdo génica, assim como 0S avan¢os na area
da protedmica, onde foi alcancado maior esclarecimento sobre as funcdes
estruturais de cada macromolécula, assim como a énfase em estratégias de
purificagao.

Sabe-se que a maior parte da comercializacdo envolvendo a producao de
enzimas esta centrada na comercializacdo de proteases. O sucesso no uso destas
moléculas se deve a fatores como maior degradacdo, quando comparadas aos
catalisadores sintéticos, elevada atividade catalitica, seletividade a substratos
especificos, assim como a diversidade de producdo uma vez que sao sintetizadas
por organismos mono e pluricelulares. Em se tratando dos beneficios econémicos,
percebe-se que a adequacao destas enzimas a insumos processuais favorecem em
grandes proporcdes a economia local, principalmente pelo valor atribuido a molécula
comercializada. Comparando os valores de importacdo e exportacdo de proteases
no Brasil no ano de 2011, vé-se que os saldos da balanca comercial foram de US$
9,05 milhdes de importagéo, e US$ 20,69 de exportacdo (SILVA, 2013). Esse efeito
tem como reflexo maior investimento do Brasil no setor, o que induz maior
competitividade diante de outros paises também envolvidos nessa linha de
comércio. Além do mais, confirma-se também por meio desses valores o grande
avango em pesquisa tecnolégica associados a estratégias de purificacéo e producéo
de proteinas desenvolvidas pelo Brasil nos ultimos anos.

Tratando da distribuicdo de enzimas nos diferentes seguimentos, a analise da
Figura 4 mostra que o setor tecnoldgico, dominado pelos detergentes, industrias

téxteis, combustiveis, farmacos e industria quimica, sdo responsaveis pelo maior
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consumo de enzimas, seguido da industria alimenticia. Esse tipo de organizacao
esta também muito fortemente associado aos avancgos tecnoldgicos destinados a
producdo, bem como inovacdo que cada um deles sofreram ao longo dos ultimos
anos. Em ambos os casos, o critério levado em consideragdo apontam como
prioridade uma maior efetividade de uso. A adicdo de proteases na criagcdo de
detergentes, por exemplo, além de reduzir a niveis mais significativos a agressao
ambiental que muitos produtos induzem ao ser expostos ao meio ambiente,

assegura seletividade entre a enzima e o substrato que se deseja hidrolisar.

Figura 4: Perfil de Distribuigdo das Enzimas
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Fonte: Kirk, Borchiert e Fuglsang, 2002

Sabendo que a industria alimenticia e de detergentes sdo as areas de maior
destaque na utilizacdo de proteases (RAO et al., 1998), sera mais amplamente

discutido sobre as mesmas a seguir.

2.6.1.1 Proteases na industria de detergentes

A estrutura quimica das moléculas de detergentes possuem como
similaridade a constituicdo de um sal organico, com uma longa cadeia alquilica
hidrofébica, e uma extremidade hidrossollvel. Assim, as moléculas de detergentes
sao classificadas como anfipaticas, por possuirem uma regido polar (hidrossoluvel),
e outra apolar (ndo soluvel). Esse arranjo molecular faz com que as manchas de

gordura, geralmente enriquecidas de conteudo proteico, sejam retiradas e
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engaioladas pela porcéo alquilica do detergente, e posteriormente retiradas atraves
do fluxo de agua.

Os detergentes comerciais mais simples sao formados por Alquilbenzeno
sulfonato, Sab&o, Perborato, Tripolifosfato, Branqueador 6ptico e Perfume (MACIEL
MENDES, 2007); que em conjunto, favorecem a descoloracdo dos tecidos, evita a
producdo excessiva de espuma, facilita a retirada de sujeira das roupas, reduz o
efeito de encardimento, e disfarca o mau odor dos demais componentes do produto.

A partir da década de 60, passou-se a incrementar nessas solu¢des enzimas
proteoliticas, as quais atuavam em manchas especificas ao degradarem os residuos
organicos de origem proteica, permitindo assim a substituicdo ou a reducdo de
produtos causticos, acidos e solventes toxicos, que agridem o meio ambiente e
promovem o desgaste de tecidos e equipamentos (MITIDIERI et al., 2002). As
principais vantagens em se utilizar enzimas proteoliticas como aditivos em
detergentes sdo: a alta economia energética e baixa emissdo de CO: (visto ser
possivel lavagens a baixas temperaturas), por substituirem outros compostos como
agentes surfactantes e por serem biodegradaveis. Acredita-se que 0 uso destes
materiais modificados favoreceria a lavagem de roupas a 30, em vez de 40 ou 60°C,
possibilitando uma economia energética e reducao de emissdo de CO2 na Europa de
12 milhdes de toneladas, valor equivalente a emissdo de 3 milhdes de automoveis
(www.novozymes.com.br,2015).

Apesar das proteases poderem ser obtidas de diferentes fontes, as mais
utilizadas como aditivos em detergentes sdo aquelas extraidas de bactérias. Foi na
década de 60 que teve o inicio do uso de enzimas oriundas de bactérias, e as
primeiras impostas foram Bacillus amyloliquefaciense e Bacillus licheniformis
(MAURER,2004). Hoje, os microrganismos sao responsaveis pelo fornecimento de
dois tercos da producdo comercial (KUMAR; TAKAGI, 1999), mas com toda
exigéncia de eficiéncia catalitica, e rentabilidade no processo de produc¢édo, o uso de
outras fontes como matéria prima se mostra de grande valia, dentre elas destacam-
se as visceras de peixes como fonte alternativa e de grande potencial de enzimas
proteoliticas. Como exemplo cita-se as proteases alcalinas de intestino de Tambaqui
(Colossoma macropomum), que apresentam caracteristicas favoraveis a sua
utilizacdo como aditivos de detergentes comerciais, especialmente por serem

estaveis diante de agentes surfactantes e oxidantes (ESPOSITO, 2006).
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O Brasil, em conformidade com outros paises, passou a exercer grande
investimento tecnoldgico, com a finalidade de otimizar seus produtos, assim como
aprimorar a eficiéncia dos mesmos. Esses avangos se deram em diferentes escalas
e setores industriais. Com relacdo ao enfoque desta se¢ao, por exemplo, tem-se que
aproximadamente 80% dos detergentes comercializados apresentam pelo menos
uma enzima proteolpitica como aditivo biotecnoldgico, e obviamente, com eficiéncia
imensuravelmente superior aos outros produzidos de forma tradicional

(www.novozymes.com.br,2015).

2.6.1.2 Proteases na industria alimenticia

O uso de proteases em processos industriais destinados a fabricagcdo de
alimentos e bebidas sdo uns dos mais observados. Como exemplo cita-se a
fabricacdo de cervejas, maturacao de queijos, amaciamento de carnes, producao de
hidrolisados funcionais, panificacdo, producdo de adocantes artificiais e na
recuperacao e aproveitamento de residuos e subprodutos (RAO et al., 1998). Entre
os efeitos positivos que se espera no processamento de alimentos, ha aqueles
relacionados com o valor nutricional e funcional, incluindo maior absorcéo,
modificacdes sensoriais (textura e sabor) assim como melhoria na capacidade
antioxidante ou reducéo de compostos alergénicos (VAN BOEKEL, 2010).

No inicio, quando a enzimologia estava ainda em ascensao, as estratégias
escolhidas como forma de modificacdo das propriedades funcionais das proteinas
eram através de tratamentos com substancias acidas, que por sua vez,
ocasionavam alteracdes quimicas em parte das moléculas constituintes,
principalmente de moléculas proteicas (THYS, 2004). Em contra partida, o uso
inovador de enzimas proteoliticas assumiram indmeras vantagens, quando
comparado a esses outros agentes, as quais se destacam: especificidade, auséncia
de toxicidade e baixas concentracdes sao necessarias. Na realidade, a hidrélise
proteica € uma estratégia imposta com a finalidade de agregar valor, funcionalidade,
e ampliagao do leque de aplicacdes para materiais de pouca utilizacado convencional,
subprodutos e residuos da industria alimenticia (THYS, 2004). Sob aspectos
nutricionais, representa a oportunidade de conferir textura a proteina, alterar a
capacidade espumante, de coagulacdo e emulsificacdo, assim como remoc¢éo de

sabores e odores indesejaveis (LLORENTE ET AL., 2014). Além do mais, nao altera
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o valor nutricional do composto, sendo as modificagdes ocasionadas durante o
processo decorrentes da maior ou menor especificidade da enzima pelo substrato
empregado.

A acado hidrolitica nas moléculas de proteina faz também com que os
peptideos e aminoacidos gerados assumam maiores niveis de solubilidade. Isto, por
sua vez, se deve ao fato dos produtos da hidrélise serem menores, quando
comparados com a proteina original, assim como maiores quantidades de grupos
passiveis de efetuarem ligacdes de hidrogénio. Segundo Zhao et al. (2011), o
tratamento enzimatico com alcalases de um extrato proteico de amendoim resultou
no aumento da solubilidade do material, ao passo que favoreceu uma diminui¢cdo no
critério de hidrofobicidade da amostra. Outros artigos também comprovam o0s
mesmos resultados (CHEN, 2012; PANYAM e KILARA 1996).

Uma das aplicacBes inovadoras de proteases esta também relacionada a
hidrolise de proteinas de soja, de forma a torna-la solluvel para a utilizacdo em
bebidas refrescantes (WISEMAN, 1991). Bernardi et al. (1991) verificaram um
aumento bem significativo na solubilidade da proteina, capacidade de formacéo de
espumas, assim como em sua estabilidade. Além disso, observaram que a acéo
hidrolitica das proteases extraidas de bactérias se mostraram bem mais efetivas
quando comparadas com as enzimas extraidas de fungos. Este evento € muito
comum, visto que modificacdes na cadeia principal das proteinas acarretam em
perfis de hidrélise diferenciados tanto em pH, como em temperaturas diferentes.

Outro importante uso de proteases em insumos alimenticios provém dos
processamentos de leite e seus derivados, principalmente aqueles destinados a
coagulacdo. Segundo Rao et al.,, (1998), a acao inicial das proteases seriam
promover a hidrélise da ligacéo peptidica de Phel05 - Met106, gerando p-k-caseina,
e macropeptideos, além da participacdo de proteases no enriquecimento proteico do
Whey (subproduto da fabricacdo de queijos), através da maior taxa de solubilizag&o
das proteinas hidrolisadas.

Como abordagem final da acgéo proteolitica, retrata-se a formagdo de
peptideos bioativos. De acordo com Biesalski et al. (2009), sédo obtidos da natureza,
e fazem parte da cadeia alimentar de todo o individuo, direta ou indiretamente. Além
dos beneficios nutricionais, pode-se dizer que estas substancias promovem outras

importantes contribuigcdes, como equilibrio no estado oxidativo.
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Dentre as possiveis moléculas enquadradas nessa categoria destacam-se 0s
peptideos bioativos, oriundos da hidrélise de macromoléculas proteicas com
sequéncias de aminodcidos bastante particular. Hoje j& se conhece inUmeras
correlagbes da acdo destes com o melhor funcionamento fisiologico: acao
cardiovascular, nos sistemas imunoldgico, nervoso e digestivo (SIRTORI et al, 2009;
HERNANDEZ-LEDESMA, 2011). Basicamente, o processo metabdlico envolvido na
formacdo de peptideos bioativos oriunda da acdo de protases, tanto aquelas
envolvidas em processos digestivos, quanto as participantes da fermentacéo
(TAVANO, 2013).

2.6.2 Tripsina

De todas proteases mencionadas na se¢do anterior, as Serinoproteases sao
amplamente estudadas, por estarem envolvidas em varios processos fisioldgicos,
tais como a digestdo, a apoptose, transdugcéo de sinal, controle do ciclo celular e
coagulacdo do sangue (NEURATH, 1986). As Serinoproteases s&o assim
denominadas, por possuirem um mecanismo catalitico que envolve um residuo de
serina ativado, particularmente reativo em seu sitio catalitico (MINAYA, 2012). Além
disso, enzimas enquadradas nessa categoria, possuem em comum a participacao
de outros aminoacidos, que séo a Histidina (His) e Aspartato (Asp) (YANG, 2015). A
depender da especificidade com seus substratos, as serinoproteases digestivas
podem ser subdivididas em trés categorias: tripsina, quimotripsina e elastase, como

pode ser visto na Figura 5.

Figura 5: Subdivisdo das Serinoproteases Digestivas
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Fonte: Yang, 2015



34

A tripsina contém um residuo de aspartato carregado negativamente no sitio
ativo da molécula, o qual favorece a hidrélise de ligacGes peptidicas na extremidade
carboxiterminal de residuos de lisina (Lys) e arginina (Arg), 0S quais sao
aminoacidos carregados positivamente. As enzimas, assim como as demais
proteinas séo inteiramente dependentes da estrutura primaria de sua cadeia
polipeptidica, de modo que uma unica modificagdo num residuo de aminoécido,
podera culminar em uma drastica alteragdo funcional. Com relacdo a hidrélise de
ligagbes peptidicas dos residuos anteriormente citados, a ocorréncia de prolina nas
regides adjacentes a estes aminoacidos dificulta o acesso do substrato ao sitio ativo
da tripsina (www.novozymes.com.br,2015), ja que se trata de um aminoacido mais
rigido, tornando a estrutura menos especifica ao estado de transicdo do complexo
enzima substrato.

A quimotripsina, por sua vez, age seletivamente em residuos hidrofébicos
como o triptofano (Trp), fenilalanina (Phe) e tirosina (Tyr). Por fim, tem-se a elastase,
que por seu sitio catalitico ser menor que os da tripsina e quimitripsina, agem
preferencialmente em aminoacidos pequenos como alanina (Ala), glicina (Gly) e
valina (Val) (YANG, 2015).

O mecanismo de hidrélise envolvendo serinoproteases pode ser observado

por meio da Figura 6 a seguir:

Figura 6: Mecanismo de Hidrélise de Serinoproteases
intermediario acil-enzima intermediario
tetraédrico tetraédrico

Serl85  Gly193
./"\N/
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195

g
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Fonte: Reis, 2009.

Através do mecanismo € possivel ver que o ataque nucleofilico ocorre a partir

da hidroxila do aminoacido Serina, na posicdo 195. E importante mencionar que
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essa hidroxila protonada precisa ser “ativada”’, caso contrario, formaria um
intermediario extremamente instavel (oxigénio com trés valéncias acomoda carga
parcial positiva, extremamente instavel nesse elemento eletronegativo). Assim, a
aproximacgdo deste aminoacido com o residuo de histidina na posicdo 57 faz com
que a hidroxila da serina seja desprotonada, tornando este oxigénio da hidroxila com
carga elétrica parcialmente negativa.

Em termos de reatividade, esta carga negativa em um &tomo eletronegativo,
como o oxigénio, faz com que a energia do orbital molecular ocupado (HOMO) deste
residuo de aminoacido aumente consideravelmente, tornando-o ainda mais propicio
ao ataque nucleofilico (CAREY, 2007). Por si s6, o anel imidazélico da histidina
possui expressiva basicidade, em decorréncia do par de elétrons livres em um dos
atomos de nitrogénio. No entanto, ao se aproximar do terceiro aminoacido envolvido
na triade catalitica, aspartato (posicdo 102), o mesmo pode efetuar uma ligacdo de
hidrogénio com a histidina, o que acarretaria em um aumento no pKa para a mesma,
tornando-a ainda mais basica, e consequentemente, promovendo uma interacéo
mais efetiva entre ela e a hidroxila da serina.

A medida que o substrato se aproxima da triade catalitica, o oxigénio da
hidroxila efetua um ataque nucleofilico no grupo carbonil, formando um intermediéario
tetraédrico, e 0 oxigénio da carbonila assume uma carga parcial negativa. Esta
carga por sua vez, pode sofrer efeito estabilizador por meio de ligagcbes de
hidrogénio de outros aminoacidos posicionados num bolsdo da enzima denominado
de oxianion (STRYER, BERG e TYMOZKO, 2006). O intermediario formado é
extremamente instavel, e ao reestabelecer a ligacdo dupla da carbonila, ocorre uma
ruptura no intermediario entre o carbono e o grupo amino, facilitada também pela
protonacdo do aminoacido histidina. A agua que entra é também desprotonada e a
hidroxila gerada ataca a carbonila, mais uma vez formando um intermediario
tetraédrico. Por fim, a ligacdo dupla da carbonila é reestabelecida, e
consequentemente regenerando o estado inicial da enzima para mais uma reagao.

Nos seres humanos, a tripsina € produzida no pancreas, na forma inativa,
chamada de tripsinogénio (zimégeno). Sua molécula (Beta) consiste em uma Unica
cadeia polipeptidica formada por dois dominios de estruturas similares unidos de
forma assimétrica, que em cuja interface estéo inseridos os residuos de aminoacidos
cataliticos (REIS 2009). A estrutura tridimensional da B-tripsina pode ser vista na
Figura 7.
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Figura 7: Estrutura Tridimensional da B-tripsina Pancreética Bovina.

Fonte: Reis, 2009.

Através da Figura 7 pode ser observado na estrutura da tripsina o primeiro
dominio, representado em azul (1-105aa), seguido do outro dominio em vermelho
(106-223aa). O N-terminal da molécula é mostrado em laranja, e C-terminal em cor
azul claro. Finalmente, mostra-se a triade catalitica: Ser (amarelo); His (lilas) e Asp
(verde) (REIS, 2009).

Durante a digestdo, quando os alimentos previamente degradados pela
pepsina chegam ao intestino, ocorre a liberacdo de tripsinogénio, onde sofre a acao
hidrolitica da enteropeptidase, liberando na forma ativa a tripsina (STRYER, BERG e
TYMOZKO, 2006), a qual propicia a continuidade da hidrélise das proteinas
previamente digeridas, bem como promove a ativacdo de outras moléculas
proteicas.

Esse tipo de ativacdo € estabelecido pela exposicdo do sitio catalitico da
molécula, que até entdo encontrava-se impedido. Em se tratando de outra proteina,
a definicho comumente escolhida pelos bioquimicos ao se referirem aos precursores
sdo: pro-proteinas ou pro-enzimas, dependendo da natureza da molécula (NELSON
e COX, 2013).

Para o tripsinogénio, a acao hidrolitica da enteropeptidase desencadeia a
remocao do hexapeptideo a partir da extremidade N-terminal, H2N-Val-Asp-Asp-Asp-
Asp-Lys (DELAAGE, et al., 1967), sendo que recentemente, Ogawa et al. (2014)
verificaram o efeito auto ativador do tripsinogénio intermediado por interacéo
especifica com carboidratos. Com esse estudo, os pesquisadores puderam certifica-

se de que a ativagdo secundaria do tripsinogénio, desencadeada pela acéo direta de
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moléculas de tripsina ativas estaria sofrendo efeito regulatério a partir de moléculas
glucanares, associadas a forma inativa (zimégeno). Além disso, puderam concluir
que a acdo inibitoria estaria atribuida ndo necessariamente a tripsina ativa, mas
através da mudanca estrutural do tripsinogénio, visto que a taxa de hidrélise da
tripsina ativa ndo mostrou alteracbes apods incubacdo com os carboidratos
estudados.

E de fundamental importancia que a tripsina seja disponibilizada apenas nos
momentos de interesse fisioldégico, caso contrario, favoreceria ao efeito nocivo
denominado de pancreatite (SAHIN-TOTH, 2006). Desta forma, acredita-se que a
associacao intermolecular do tripsinogénio com moléculas glicanas representa mais
um novo mecanismo enddgeno, destinado a regulacdo indireta contra a hidrélise
intermediada por tripsina (auto ativacédo do zimogénio).

Por abranger importantes processos metabodlicos, sejam em bactérias ou
vertebrados, estudos destinados a purificacdo e caracterizacdo de tripsinas tem
crescido de forma bastante consideravel. Além do isolamento em si, analises mais
refinadas puderam também testificar importantes caracteristicas a cerca da estrutura
primaria, amplo conhecimento de suas atividades, assim como estudos cinéticos
destinados ao processo catalitico desempenhado por essas moléculas. Como
exemplo, citam-se tripsina purificada de ovelhas (ZWILLING et al., 1969), céo
(PINSKY et al.,, 1985), humano (JOHNSON e TRAVIS, 1976), rato (GNDRY e
LAUNAY, 1988), porco (CHARLES et al., 1963), galinha (GUYONNET et al., 1999) e
peixe (MARCUSCHI et al., 2010).

O manejo alternativo de tripsinas como aditivo em produtos industrializados
abrange hoje uma vasta dimensao, tanto farmacoldgica, andlises quimica, quanto na
producdo de detergentes. Estima-se que neste, a tripsina foi introduzida pela
primeira vez em 1913, pelo quimico alemdo Otto R6hm (HERBOTS et al., 2008),
sendo que o primeiro produto disponibilizado no mercado com essa formulacao
ocorreu apenas 46 anos mais tarde, produzido por Gebrider Schnyder, e em 1985,
somando cerca de 80% do total de detergentes comercializados (VOJCIC et al,
2015). O enquadramento de tripsinas como um bom aditivo em detergentes esta
associado a avaliacdo de multiplos fatores. Dentre esses fatores pode-se destacar a
ampla acao da tripsina em pH alcalino, assim como em diferentes temperaturas (de
baixas temperaturas para fibra sintéticas, e de altas para fibras de algodao). Por fim,

destaca-se a sua estabilidade cinética frente aos demais constituintes do produto.
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Sobre ac¢bes farmacologicas, pode-se citar a contribuicdo da tripsina sobre
efeitos dietéticos na industria alimentar, o que reflete direta, ou indiretamente num
maior estado nutricional, bem como uma terapia alternativa para pacientes com
disfuncdo pancreética (KIM, 2014). Normalmente estas moléculas séo obtidas a
partir de extratos de pancreas bovinos e suinos, sendo que a série de epidemias
configuradas nos ultimos anos tem despertado um estado de alerta por parte dos
profissionais da é&rea, visto o risco de contaminagcdo ser de certa forma real apos
administracéo clinica com esse material. Como uma das solu¢des alternativas, tem-
se pensado na técnica de recombinacdo com células vegetais, por exemplo, a partir
do milho transgénico (zeamays) (WOODARD,2003). No entanto, um dos maiores
entraves relacionados a esta técnica refere-se ao custo beneficio associado a
purificagéo, podendo atingir cerca de 80% do custo total (KUSNADI et al.,1997; XU
et al.,2012; TIAN e at., 2011; SCHILLBERG et al., 2005).

Em estudos desenvolvidos com células de arroz transgénico, Kim et al. (2011)
e colaboradores obtiveram 15 mg/L de tripsina de pancreas bovino até o quinto dia
de cultivo das células, compreendendo cerca de 7,5% do total de enzimas
secretadas por estas células em meio de cultura.

Em andlises quimicas, a tripsina purificada € usualmente empregada na
espectrometria de massas, como forma elucidativa da massa molecular de
proteinas, assim como aferir o sequenciamento de alguns dos peptideos
constituintes. Nesta andlise, as bandas das proteinas contidas no gel de eletroforese
devem ser retiradas antes de serem investigadas. Em seguida sao hidrolisadas por
meio de um tratamento enzimatico com tripsina. Assim, a depender do perfil de
fragmentacdo, torna-se possivel correlacionar os resultados obtidos com alguns
bancos de dados apropriados, e consequentemente determinar a classe e subclasse
da proteina em questdo (UPADHYAY et al., 2015; BAJAJ et al., 2015 e WEI, 2009).

De forma preponderante, a biotecnologia visa cada vez mais a otimizagao,
melhor desempenho, e principalmente, o uso de produtos com elevado potencial
biotecnoldgico. Dentre as possiveis possibilidades, destaca-se o reaproveitamento
de descartes da aquicultura, ja que assumem forte potencial biotecnoldgico.

Atualmente, inUmeros trabalhos tém sido desenvolvidos com a finalidade de
isolar e purificar tripsina a partir de visceras de peixes e demais espécies aquaticas
(FRANCA. 2013; ESPOSITO, 2009. BALTI et |., e 2009 BEZERRA, 2005) Em ambos

0S casos, percebe-se estreita similaridade entre estas moléculas, com respeito a
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massa molecular (23-24 kDa), especificidade cinética (BOUGATEF et al, 2013)
enquadrando-se como serinoproteases, e estabilidade frente a mudancas de
temperatura (20-60 °C) e pH (6,0- 10,0).

2.7 Purificacdo de Proteinas

Para que as propriedades e atividades de uma proteina possam ser
determinadas, estas devem estar na sua forma pura (NELSON e COX, 2013). Essa
purificacdo deve ser tomada a partir do tecido, célula, ou qualquer outro tipo de
material biolégico que a proteina de estudo esteja inserida, o que é chamado de
extrato bruto (AUGUSTO, 2012). Nesse processo de extracdo a intervencgao
mecanica é em alguns casos fundamental, tanto para fragmentacdo de tecidos, por
exemplo, quanto em processos de ultrafiltracdo, para separar proteinas de
suspensdes de bactérias e fungos. Nestes casos, é importante que o pesquisador se
preocupe com a integridade estrutural da molécula, caso contrario encontrara
dificuldades durante sua andlise, ou até mesmo deixara de realizar o processo, visto
que tais procedimentos podem influenciar na catalise realizada (em casos de
enzimas), e essa por sua vez, € a forma metodolégica mais plausivel na
identificagéo da proteina.

Concluido esse procedimento, o préximo passo é a separacao do material
em diferentes fracdes, de forma que se consiga concentrar a proteina alvo em uma
Gnica fracdo, e os demais contaminantes serem gradativamente retirados do meio.
Normalmente, o critério levado em conta é a propriedade quimica da proteina, como
tamanho, solubilidade, carga (positiva ou negativa), e por fim, especificidades
guimicas dos grupos presentes, ou seja, suas propriedades de interacdo com outras
moléculas.

A estratégia comumente utilizada é a adicdo de sal, visto que a solubilidade
de moléculas proteicas séo reduzidas em meio salino. A escolha do sal também é de
extrema relevancia, de forma que o mesmo nao venha intervir na atividade da
molécula. HA quem até desconsidere esse procedimento numa tentativa de
purificacdo, ou mesmo parta de outro principio, aderindo a precipitagdo com etanol,
por exemplo, (LI et al., 2016; SCHULZE et al., 2016; MARCIA et al., 2015), mas isso
estd muito relacionado com o perfil da amostra de trabalho. Normalmente, antes

mesmo de expor uma resina cromatografica, faz-se necessario que o pesquisador



40

saiba, de forma mais aproximada possivel, o grau concentracdo, e o nivel de
diversidade das proteinas contidas no extrato. A vantagem de executar uma
precipitacdo, salina ou com solventes organicos, € a possibilidade de refinamento da
amostra, ou seja, retirar uma consideravel quantidade de moléculas contaminantes,
as quais por apresentarem estruturas com propriedades quimicas similares estarao
agrupadas e separadas das demais. Ao fim do fracionamento, e consequentemente
identificada & por¢cdo em que a proteina de interesse encontra-se, deve-se retirar o
soluto adicionado (sal ou solvente orgéanico), pois 0 mesmo podera interferir na
resolucao e efetividade de experimentos adicionais, como os cromatograficos. Uma
metodologia comumente utilizada para este procedimento é a dialise, onde se
deposita o0 extrato proteico em uma membrana semipermeavel, a qual favorece a
saida do soluto usado na precipitacdo, mas mantém as proteinas e peptideos no
interior da membrana.

Pode-se dizer que dentre os métodos conhecidos na atualidade, a
cromatografia liquida € uma refinada técnica, e de grande efetividade na purificacdo
de proteinas. Nela, as proteinas podem ser fracionadas a partir de diferentes
critérios: tamanho, carga elétrica, especificidade pelo substrato, entre outros. Na
cromatografia por filtracdo em gel, a matriz (fase estacionaria) é composta por
esferas, contendo micro poros, 0s quais retardarao ou nao as proteinas aplicadas na
coluna. Com essas caracteristicas, as moléculas de maior peso molecular sao
eluidas mais rapidamente, enquanto que as menores, tracam um caminho mais
prolongado e demorado, visto conseguirem penetrar oS poros compativeis com o
seu tamanho. Na gel filtracdo, fatores como volume da amostra aplicada, tamanho
dos Bids (esfera), altura da coluna e fluxo da cromatografia, afetam drasticamente
na resolucdo do experimento. Quanto maior a altura da coluna, mais efetiva sera a
cromatografia (separacdo da amostra).

Normalmente hd uma relagdo matematica, de forma que ao quadruplicar o
tamanho da coluna, aumenta-se num fator de dois o seu poder de resolugéo. E
importante mencionar que o volume da coluna engloba o espago ocupado pelas
esferas, assim como o volume remanescente, ou seja, 0 espagamento ndo ocupado,
denominado de void ou volume morto (20-30 % do volume total).

Por outro lado, quanto menor o volume da amostra aplicada, e menos viscosa
ela for, mais efetiva serd a cromatografia. Neste caso € aconselhado aplicar um

volume de amostra apenas 2% do volume total da coluna, e em caso de separacéo
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de complexos apenas 0,5%. Amostras muito viscosas impossibilitam a penetracao
na coluna, e pode comprometer a integridade da mesma, visto ser vulneravel a
entupimentos. Mesmo sendo uma analise “teoricamente” isenta de adsor¢do, muitos
optam em opera-la com uma ligeira concentragdo salina, assegurando ao maximo
que o critério de separacdo seja exclusivamente a massa das proteinas (NGOC et
al., 2015; ZHAO, et al., 2015; ODDEPALLY et al., 2013).

Esse tipo de diferenciacéo entre as moléculas pode ser em algumas situacdes
considerado como algo de pouca seletividade, principalmente quando o material
trabalhado é de grande complexidade proteica. Entretanto, o uso de cromatografias
por gel filtracdo se mostra de grande importancia, pois ainda que nao atinja o éxito
com apenas esse processo, a sua escolha influencia em grandes proporcdes a
separacdo de proteinas e demais contaminantes. Como exemplo cita-se o trabalho
feito por Vlillalba et al. (2013), onde conseguiram purificar tripsina do
Pterygoplichthys disjunctivus, com o uso de trés cromatografias liquidas, das quais
cita-se a gel filtracdo, com a coluna Sephadex G-75.

A escolha da resina, e consequentemente a especificidade dos bids sao
fortemente associados ao tipo de molécula que se deseja purificar, isto €, peptideos,
proteinas, polissacarideos e muitos outros. Como exemplo pode-se citar a Sephacryl
S-100, popularmente conhecida como uma coluna cromatogréfica de alta resolucéo,
concebida para a separacdo de peptideos e proteinas globulares, e cuja faixa de
fracionamento varia de 1x10% a 1x10°. Qutras séries ja sdo também distribuidas,
com diferentes faixas de fracionamento, o que possibilita ao pesquisador, uma
melhor adequacdo ao estudo que se pretende efetuar: Sephacryl S-200 coluna de
alta resolucado, destinada a purificacdo de anticorpos e proteinas de tamanho

médio, sua faixa de fracionamento para proteinas globulares varia de 5x10° -
2,5x10°, Sephacryl S-300 usada na purificagdo de anticorpos, e proteinas de

tamanho médio com uma faixa de fracionamento de 1x10*- 1.5x108, Sephacryl S-
400 separa polissacaridos, macromoléculas com estruturas prolongados e mesmo

particulas pequenas, tais como plasmideos, e S-500, cujos critérios de separacao

alcanca a ordem de 2x 10* - 8 x10% e 4 x10* 2x10 7, respectivamente (GE
Healthcare Life Sciences, 2016).

Outro método também bastante efetivo € a cromatografia por troca ibnica, em
gque as proteinas sdo adsorvidas nas matrizes carregadas, seguidas de um

fracionamento por meio de um gradiente salino e/ou de pH. Normalmente ela &
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utiizada na separacdo de proteinas, peptideos, acidos nucleicos e outras
biomoléculas (MACALDOWIE et al., 1998; BKHAIRIA et al., 2016; KHANGEMBAM e
CHAKRABATI, 2015). Nesta técnica, a resina (matriz), que pode ser a base de
compostos inorganicos, resinas sintéticas ou polissacarideos, sdo carregadas
positiva, ou negativamente. Quando a amostra proteica for inserida, as proteinas de
cargas contrarias ficardo retidas, enquanto que as demais, sao “descartadas’”
durante a lavagem da coluna. E importante mencionar que antes da aplicacéo, é de
fundamental importancia que a coluna seja previamente equilibrada. Assim, ha uma
adequacdo do ambiente quimico no interior da coluna para adsorver proteinas com
cargas opostas a matriz. Quanto as vantagens da técnica, tem-se que é um método
bastante simplificado, com alto controle do processo, elevada capacidade, e alto
poder de resolugéo.

Indmeras resinas sao disponibilizadas no mercado, com diferentes
parametros de analise, e com recursos quimicos estritamente relacionados ao que
se pretende trabalhar. Como exemplo tem-se a familia UNOsphere, resinas de troca
cationica (UNOsphere S e UNOsphere Rapid S) que assumem significativa
estabilidade e integridade frente a alteracdes no pH, durante a etapa de eluicdo (BIO
RAD, 2016). Esse tipo de comportamento também possibilita uma maior
versatilidade de proteinas a ser trabalhada, a exemplo da tripsina bovina purificada
por meio de uma troca catidnica, com a coluna SE-Sephadex-C50 (LACERDA et al.,
2014)

Na cromatografia por afinidade tem-se a ocorréncia de grupos especificos, 0s
quais se ligam, por meio de intera¢cdes quimicas fracas, a compostos presentes
propositalmente, na coluna cromatogréfica. Esse tipo de cromatografia, esta
baseado no bio-reconhecimento, onde a proteina a ser isolada, deve por
exclusividade, possuir interacdo atrativas pelos grupos aderidos a coluna.

Geralmente, este sitio de ligacdo esta relacionado ao sitio ativo da molécula
(para enzimas), sendo por isso uma ferramenta de alta especificidade. Da mesma
forma que as cromatografias de troca ibnica, ha necessidade de se desprender as
moléculas presas, e para isso, aplica-se 0 uso de alteragbes brandas no pH, adi¢éo
de sal, ou aumento na concentracdo de outro composto, também especifico ao
ligante contido na coluna. Normalmente esse tipo de analise € utilizado em rotas de
purificacdo de proteinas como lectinas, grupo especifico de proteinas que tem a

especificidade quimica em se ligar a diferentes tipos de carboidratos (XIU et al.,
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2015; VASCONCELOS et al.,, 2015), bem como em trabalhos destinados a
purificacdo de tripsina, como a coluna HiTrap Benzamidine FF (GE healthcare, 2009)

Para que o processo de purificacdo alcance resultados satisfatorios, quatro
variaveis (Figura 8) devem ser levadas em consideracdo, de forma que sem o seu
cumprimento, a purificacdo podera ser impossibilitada, e se possivel, com baixa

efetividade do método.

Figura 8: Variaveis Utilizadas no Processo de Purificacao de Proteinas

Resolugao

Velocidade Capacidade

Recuperagao

Fonte: elaborada pelo autor, 2016.

E muito importante que as ferramentas escolhidas no processo purificagéo
consigam suportar, o total de amostra a ser purificada, caso contrario, propiciara a
perda do material, ou mesmo a inviabilidade econdmica do método. Esta é a
primeira variavel e esta relacionada a Capacidade de separacao. Normalmente, 0s
fabricantes de resinas cromatogréaficas fornecem informacdes precisas a cerca do
total de proteina que a coluna consegue suportar, 0 que evita, por exemplo, que seja
danificada. A segunda variavel refere-se a Velocidade. A maioria dos estudos
realizados na area da protedmica apresenta uma finalidade comum: a possibilidade
de serem reproduzidos a niveis comerciais. Desta forma, metodologias que
demandam muito tempo podem encarecer 0 processo, e em alguns casos, torna-los
improdutivos, uma vez que nem todas as proteinas conseguem conservar a sua
integridade estrutural por longo periodo. Como terceira variavel tem-se a
Resolucao, que mostra quao separada a proteina estudada € obtida ao término da
purificagdo. Isso significa que proteinas que compdem a amostra devem ser

separadas e coletadas em diferentes momentos da cromatografia, de forma a
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concentrar a molécula alvo em fragcdes Unicas, separadas das demais moléculas
existentes. Por fim, tem-se o critério de Recuperacdao, que via de regra, representa
uma das mais importantes, se ndo, a mais importante variavel. Ndo basta apenas
purificar uma proteina, é de fundamental importancia que a andlise atinja niveis de
recuperacdo aceitaveis, e que a estratégia utilizada durante a analise consiga

manter em quantidades significativas o alvo de estudo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Purificar e caracterizar a tripsina a partir do ceco- pilérico do Pacama (Lophiosilurus

Alexandri)

3.2 Objetivos Especificos

Localizar a regido produtora da enzima.

e Isolar a enzima tripsina a partir do ceco pilérico do Pacama

e Realizar estudo cinético a cerca da estabilidade da enzima purificada frente a
mudancas de temperatura e pH.

e Obter as constantes cinéticas Km e Kcat frente a reacdes com o substrato

BApNA em diferentes concentragoes.

e Caracterizar a enzima purificada frente inibidores especificos.
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4 METODOLOGIA
4.1 Obtencao das Visceras

Os Pacamas (L. alexandri) foram obtidos junto a Companhia de
Desenvolvimento dos Vales do sdo Francisco e Parnaiba (CODEVASF) dos estados
de Alagoas e Pernambuco (Figura 9).

Figura 9: CODEVASF (Porto Real do Colégio/ AL; Petrolina/PE)

Fonte: elaborado pelo autor, 2016.

Apo6s o sacrificio dos animais, as visceras foram extraidas, estocadas em
embalagens plasticas lacradas e imediatamente congeladas. Todo o processo foi
previamente aprovado conforme as normas do Colégio Brasileiro de Etica em
Experimentacdo Animal, COBEA, da Declaragéo de Helsinque e sobre orientacdo do

Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFAL (Projeto 23/2013)
4.2 Preparo de Extrato Bruto

Cinco visceras foram descongeladas e em seguida, com o auxilio de pincgas,
tesoura e bisturi, dissecadas. Ap6s a separacdo dos cecos piloricos, o material foi
pesado em uma balanga analitica (Marte AY220) (0,3636g) e adicionado em um
Béquer de 10 mL contendo 8,0 mL do tampé&o de extracdo (Tris HClI 50 mM pH 8,0).

Para a extracdo das enzimas foram macerados com um homogeneizador de tecidos
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(HOMOMIX, Ser. No.: 175315) durante 5 min em alta rotacdo a 0°C. Finalizada a
etapa, o homogenato foi transferido para tubos Eppendorfs de 2,0 mL, onde fora
submetido a centrifugacdo durante 40 segundos a 14.000 rpm em temperatura
ambiente (Centrifugue HT, modelo MCD-2000). O sobrenadante retirado de cada

Eppendorf foi coletado e definido, apds sua reunido, como extrato bruto.

4.3 Precipitacdo com Sulfato de Amdnio

O fracionamento escolhido é mostrado na Tabela 2, e ambas as etapas de
precipitacdo foram realizadas a 15,000 g a 4°C por 10 min, com uma centrifuga
refrigerada (HERMLE- Z236K).

Tabela 2: Precipitagdo Salina

Fracéo (%) Massa de (NH4)2SO4 (g)
0-20 1,272
20-40 1,469
40-60 1,740
60-80 1,935
80-100 -

Fonte: elaborada pelo autor, 2016

AplOs a precipitacdo, as fracBes coletadas foram submetidas a ensaios
enzimaticos, com substrato cromogénico N-a-benzoyl-L-arginine-p-nitroanilide
(BApNA) preparado em DMSO a concentragdo de 50 mM. Nessa reagdo, um dos
produtos da hidrolise € o p-nitroalnilina, cuja coloragcdo amarela € monitorada a 410

nm (Figura 10).

Figura 10: Hidrélise do N-a-benzoyl-L-arginine-p-nitroanilide (BAPNA)
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No monitoramento, foi aplicado 3 pL das respectivas fracbes, 397 uL de
tampéao de extracdo e 100 pL de solucéo reveladora (2 pL de BApNA 50 mM + 98 L
de tampéao de extracdo). A reagao se processou por 30 min, a temperatura de 37°C
em um Banho Maria (Dellta BA-MG MOD. 105 D). Ao término do tempo estipulado, a
reacao foi interrompida usando 500 pL de acido citrico 20 % (m/v), e aferido a

absorbancia a 410 nm no espectrofotémetro.

4.4 Cromatografia Liquida

As fracbes de maior atividade foram reunidas e aplicadas em uma coluna
cromatografica DEAE-Sepharose (30 mL), trocadora de anions, onde o tampéao de
equilibrio foi 50 mM Tris-HCI pH 8,0 (A), e para elui¢cdo, 50 mM Tris-HCI pH 8,0 + 0,5
M de NaCl (B), aplicando um gradiente de 0-100% do mesmo, a um fluxo de 0,5
mL/min em 40 volumes de coluna. Para o monitoramento das 80 fracGes coletadas
foi usado 60 pL de solucéo reveladora (59,6 uL de TE +0,4 uL de BApNA 50 mM) e
40 pL das fracdes coletadas. A reacao foi processada a temperatura de 37 °C, e
apos 30 min, adicionou-se 100 pL de &cido citrico 20 % (m/v), para blogueio da

reacao.

4.5 Calculo de Unidades Enzimaticas

A atividade amidase, hidrélise do Bapna, foi calculada de acordo com a

formula abaixo:

(A-Ao)xvolume final de mistura (mL)x1000

Atividade (U/mL)="ga00 xtempo de reagdo (mim)x0,2 (mL)

8800 Mt cm™ é o coeficiente de extingdo do p-nitroanilina; A e Ao séo a

leitura das amostras e do branco a A410 nm respectivamente.

4.6 SDS-PAGE, Eletroforese Nativa e Zimografia

As eletroforeses foram feitas a voltagem constante, em gel de poliacrilamida
com dodecil-sulfato de sodio (SDS-PAGE) 12 e 15%, usando 5% e 15% (m/v) para
0s géis de empilhamento e separacéao respectivamente (LAEMMLI, 1970). O tampé&o
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das amostras foi 0.5 M Tris-HClI pH 6.8; 2% SDS; 10% Glicerol;, 5% 2-
Mercaptoetanol; 0,001% de azul de Bromofenol e aguecida por 5 min a 100°C. Para
deteccdo das bandas correspondente as proteinas, foi usado coloracdo com nitrato
de prata: 0.4 g de Nitrato de Prata AgNOs foram diluidos em 2,0 mL de agua, em
seguida adicionado & solucdo B (126 puL de NaOH (10M) + 48 mL de Agua
Deionizada), permanecendo nesta por 15 min. Posteriormente, os géis foram
lavados com agua e adicionados a solu¢do C (25 pL de acido citrico; 25 pL de
formaldeido e 50 mL de &agua) até as bandas serem visualizadas. A massa
aproximada da enzima foi estimada com marcador de peso molecular (Amersham™
Full-Range Rainbow™ (12000-225000 Da). Quanto a eletroforese nativa, seguimos
0 mesmo protocolo, sendo que nestas, as amostras ndo foram submetidas a
aguecimento, nem reducdo com 2-mercaptoetanol. No preparo do zimograma o gel
foi polimerizado com a adicdo de Caseina 0.2%, e apoés eletroforese, 0 mesmo foi
lavado com Triton X-100 2.5% em tampé&o de extracdo por 30 min sob agitacao, para
a retirada do SDS. Em seguida, adicionamos 100 mL de tampao de reacdo,
permanecendo neste por 48 h a 25°C. Ao fim, o gel foi mergulhado em 0.2%
Coomassie Brilliant Blue G-250 em H20: Metanol (1:1), e posteriormente lavado com

solucéo descorante (50% metanol e 10% acido acético).

4.7 Determinacado da Concentracdo de Proteina

A concentracao da proteina foi determinada pelo método de Bradford (1976),
usando albumina de soro Bovino como padréo (250-0,009 pg/mL). Para isso foram
tomados 10 pL das amostras diluidas (1:10), adicionados 790 pL de Agua e 200 pL
de reagente de Bradfotd. Posteriormente as amostras foram incubadas por 5 min, e
medido a absorbancia a 595 nm. As unidades correspondentes sdo (mg/mL) de

proteina.

4.8 Teste de pH Otimo e Estabilidade

Para a determinacdo do pH 6timo, foi avaliado o tamponamento com maior
taxa de hidrélise do substrato BApNA, os sistemas tampéao escolhidos foram: acetato
de sodio (pH 4-6); fosfato de sédio (pH 7,0); Tris-HCI (pH 8,0); glicina (pH 9-11) e
Na2HPO4/NaOH (pH 12-13), todos a concentracdo de 100 mM. Para o estudo foram
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pipetados 20 puL de enzima purificada, 80 pL de solucdo reveladora (0,4 pL de
BApNA + 79,6 pL dos respectivos tampdes). Decorridos 30 min, as reacdes foram
blogueadas com a adicdo de 100 pL de acido acético 20 % (m/v) e aferido o
monitoramento das atividades com leituras a 410 nm. Em se tratando dos testes de
estabilidade, a proteina isolada foi incubada por 60 min nos diferentes pHs, a
temperatura de 50 °C (temperatura 6tima). Apés o tempo especificado, todas as
fragcbes foram submetidas a reacdo com o BApNA, e assim avaliado, por meio da
intensidade da leitura (410 nm) a estabilidade dependente da variacédo de pH.

4.9 Teste de Temperatura Otima e Estabilidade Térmica

A enzima isolada teve sua atividade avaliada em diferentes temperaturas, 20—
70 °C, para especificar a temperatura Otima e estabilidade nas diferentes
temperaturas. A determinacdo da temperatura 6tima foi efetuada utilizando-se 20 L
da proteina purificada e 80 pL de solucao reveladora (0,4 uL de BApNA + 59,6 pL de
tampédo glicina pH 9,0). Tal reagdo foi encubada por 30 min nas respectivas
temperaturas, e interrompida com a adicdo de 100 pL de &cido citrico. Para os testes
de estabilidade, a proteina isolada foi incubada por 60 min nas diferentes
temperaturas 20-70 °C. Apdés o tempo especificado, todas as fracdes foram
submetidas a reagdo com o BApNA, e assim avaliado, por meio da intensidade da

leitura (410 nm) a estabilidade em relacdo a temperatura.

4.10 Teste de Inibic&o

A acao catalitica da enzima purificada a partir do ceco-pilérico do Pacama foi
avaliada na presenca de diferentes inibidores: Fluoreto de Fenilmetilsulfonil (PMSF)
(ImM), 2-Mercaptoethanol (5mM) e Acido Etilenodiaminotetracético (EDTA) (1mM).
Nesta analise, a enzima foi incubada com os inibidores por 30 min a 25°C,
procedendo o teste de atividade como descrito em 4.3. A reacdao sem a presenca de

inibidores foi tomada como 100% de atividade.
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4.11 Estudo Cinéticos

Os estudos cinéticos da enzima Purificada foram efetuados durante 90 min a
50°C em diferentes concentracdes do substrato BApNA (0 a 6,0 mM). As
determinacdes foram tomadas de acordo com os parametros cinéticos, incluindo Km
e Vmax. O kcat foi calculado pela seguinte equacao: kcat = Vmax/[E], onde [E] € a

concentracdo de enzima total e Vmax a sua velocidade méxima.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Precipitagao Salina

Inicialmente, o extrato bruto foi submetido a precipitacéo salina com sulfato de
amonio. As atividades correspondentes as fracdes de precipitacdo sdo mostrados na
Tabela 3.

Tabela 3. Precipitacdo Salina: As10 das Fra¢gBes de Precipitacdo Salina. O volume inicial de Extrato
Bruto foi de 12 mL, e todas as precipitacdes foram processadas a 15,000g a 4°C por 10 min. Durante
a adicao do sal, o extrato enzimatico foi mantido a temperatura de 4°C, e agitacdo constante.

FracOes da Precipitacéo As10 nM
Extrato Bruto 0,032
F1= 0-20 % 0,007
F2=20-40 % 0,130
F3=40-60% 0,334
F4= 60-80% 0,083
F5=80-100 % 0,000

Fonte: elaborada pelo autor, 2016.

Na purificacdo, € de fundamental interesse que 0s contaminantes sejam
minimizados e que o0 analito seja retirado do meio onde se encontra em maiores
concentracbes. Além do mais, € necessario que o método seja de uma boa
resolucdo, fazendo com que a proteina estudada esteja inserida numa Unica fragéo.
Tal comportamento pode ser atribuido a inUmeros fatores, dos quais se destacam o
controle da agitacdo, que deve ser mantida numa velocidade constante, assim como
o controle da temperatura, a qual deve ser a mesma para todas as etapas do
processo (STRYER, TYMOZKO e BERG, 2006).

Segundo Mariam et al. (2015), a precipitacdo com sulfato de aménio é uma
aproximacdo da cromatografia liquida relativamente pouco dispendiosa, que pode
ser adotada na fase inicial da purificacdo, onde uma elevada recuperagcao do analito
€ normalmente obtida a partir deste método, antes mesmo das enzimas serem
submetidas a purificacdo subsequente, e polimento para melhorar seu estado de
pureza.

Tomando como parametro de determinacdo a reacdo enzimatica com o
substrato BApNA, verificou-se diferentes valores para cada um dos precipitados
encontrados (0,031; 0,007; 0,130; 0,334, 0,083), e a Unica que nao expressou

resultado quantitativo foi a do sobrenadante final (80-100%). Isso, por sua vez,
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testifica que todas as tripsinas existentes foram fracionadas nesta primeira etapa de
refinamento, o que € muito importante, pois confirma a validade do método para a
finalidade proposta (MAHN, 2011). Por outro lado, dentre as amostras que
expressaram a reacao de hidrélise, verifica-se que os precipitados 20-40 e 40-60 %
de concentracdo salina, obtiveram os valores mais significativos, 0,130 e 0,334
respectivamente (Figura 11), os quais foram semelhantes aos estudos realizados
com purificacdo de tripsina de espécies de peixe como: Sepia officinalis, Colossoma
macropomum e Macruronus novaezealandiae, (BALTI, 2009; MARCUSCHI et al.,
2010; SHI, MARSHALL e SIMPSON, 2007).

Figura 11. Atividade das fragBes de maiores valores obtidas por precipitagdo em sulfato de amonio:
Ambas as reac¢fes foram mantidas por 30 mim a 37°C. Para interrupcdo da reacéo foi adicionado
acido citrico 20%(m/v). O monitoramento da hidrélise do substrato BApNA foi efetuado a 410 nm.
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0.0006-
-
£ 0.0004-
- |
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Fracoes

Fonte: elaborada pelo autor, 2016.

Entretanto, por a fracdo F3 (40-60%) ter sido a com maior atividade, atingindo
aproximadamente trés vezes mais atividade expressa que a 20-40%, optou-se em
dar continuidade a purificacdo apenas com F3. Esse tipo de escolha traz consigo
algumas implicacbes, onde se observa a reducédo de contaminantes proteicos, 0S
guais assegurariam maior complexidade da amostra, e consequente dificultariam o

processo de separacdo nas analises subsequentes. .
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5.2 Cromatografia (DEAE-Sepharose)

O cromatograma obtido, mostrado esquematicamente na Figura 12 revela
que antes do gradiente salino ser iniciado (seta vermelha), parte das proteinas foram
eluidas. Isso, por sua vez, é atribuido a auséncia de interacbes adsortivas entre a
fase solida e algumas das proteinas existentes na amostra aplicada (SHI,
MARSHALL e SIMPSON, 2007; KIM e JEONG, 2013, KHALED et al., 2011). Por
outro lado, através da eluicdo, 0-100% de B (Linha verde), observa-se uma
resolucdo bem significativa, onde as demais proteinas sdo desprendidas em
diferentes momentos ao longo da corrida cromatogréafica. Esse tipo de resolucao é
de grande importancia pra quem deseja purificar proteinas por cromatografia liquida,
pois é através dele que se consegue dimensionar, ainda que de forma qualitativa, o
perfil da amostra de estudo, tanto em relacdo a complexidade estrutural, como a
caracteristicas quimica das mesmas. A resina utilizada, DEAE-Sepharose, cujos
grupos carregados sdo moléculas de dietilaminoetil, confere ampla estabilidade,
frente as condicOes estabelecidas no experimento, como fluxo de eluicdo, pH e
concentracdo salina (SIGMA-ALDRICH, 2016), tornando o método extremamente
efetivo, e de resolucdo bastante pronunciada. Em conformidade ao perfil de elui¢édo
alcancado neste trabalho, citam-se os estudos de He e Rosazza (2003); Fukunaga
et al., (2006) e Darkoh, Kaplan e Dupont (2011), que utilizaram a mesma coluna
cromatografica (DEAE-Sepharose).

Figura 12. Cromatograma (DEAE-Sepharose): (A280) Perfil de Eluicdo da tripsina purificada (linha
pontilhada). Atividade enzimatica em U/mL (linha preta). A coluna foi previamente equilibrada com o
Tampao (A) 50mM Tris-HCI pH 8,0. Para dessorver as proteinas aderidas foi usado o tampédo de

eluicdo (B) 50 mM Tris —HCI pH 8,0 + 0,5 M de NaCl. A eluig&o foi feita em 40 volumes de coluna e o
volume coletado para cada fracao foi de (5.0 mL) a um fluxo de 0,5 ml/min.
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Por se tratar de um material de grande complexidade proteica, a Unica forma
de diagnosticar o0 momento de eluicdo da tripsina era através de ensaios com
BApNA, monitorando a reacdo em todos os tubos coletados. A andlise da Figura 12
confirma também a presenca de diferentes tripsinas (isoformas), sendo que a
correspondente aos tubos (37-42) foi a que revelou maior atividade especifica (curva
indicada em U/mL). Foi observado que cada isoforma assume propriedade quimica
muito particular, isto é confirmado pelo fato dos perfis de eluicdo ser bastante
diferenciado entre elas. Esse tipo de complexidade € de certa forma particular a
cada espécie, e como discorrido anteriormente, proporcional também a composicao
nutricional dos alimentos ingeridos pelos peixes.

Vale também salientar que a causa das outras tripsinas terem taxas de
hidrélise em menor proporcdo, pode estar correlacionada as condicbes de reacéo
submetidas, como temperatura e pH. Assim, nada impede que alterando estas
variantes, 0s resultados expressos tenham perfis também diversificados.
Contrariando os resultados obtidos neste trabalho, estudos com o0s peixes
Paralichthys olivaceus (KIN, e JEONG, 2011), Salaria basilisca (KTARI et al., 2012),
Pterygoplichthys disjunctivus (VILLALBA-VILLALBA et al., 2013), Caranx hippos
(COSTA et al., 2013) identificaram um unico pico de atividade, referente a hidrolise
enzimatica promovida pela tripsina purificada. Por outro lado, de Sardinella aurita
(KHALED et al., 2011) foi possivel observar a existéncia de duas ou mais isoformas,
bastante semelhante ao cromatograma do L. alexandri.

Outro importante dado aferido na cromatografia do L. alexandri esta
associado ao momento de eluicdo da enzima de maior atividade expressa (Tubos
37-41), que se deu na area de maxima resolucdo, o centro do gradiente salino. O
gue confirma uma boa intera¢do adsortiva com os grupos dietilaminoetil presentes
na resina. Assim, isso pode favorecer uma boa separacao entre a tripsina e outras
moléculas com propriedades elétricas semelhantes. Para avaliar a efetividade na
purificacdo foi feito um SDS-PAGE, visando a observacdo de bandas nas fragbes

com atividade, e consequentemente validar a homogeneidade das amostras.

5.3 Eletroforese SDS-PAGE

As maximas atividades enzimaticas estiveram inseridas entre as fragbes 37-

40, assim, optou-se em avaliar apenas estas amostras, desenvolvendo um estudo
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qualitativo de todo o pico, de forma a validar se a estratégia proposta fora realmente
efetiva na purificacdo da tripsina. Os resultados expressos na (Figura 13-A),
mostram nas canaletas 1-5 uma Unica banda proteica, e cuja concentracdo no gel
segue de modo uniquo, o pico de atividade correspondente (Figura 13-B). Isto por
sua vez, reforca a inteira homogeneidade da amostra nos respectivos tubos
avaliados, visto que a metodologia desenvolvida para corar as proteinas (Nitrato de
Prata) € bem mais sensivel, quando comparado com o de Comassie (BLUM et al.,
1987). A determinacéo de proteinas usando o corante Comassie Brillant Blue se da
por meio de interacdo eletrostatica com 0s grupamentos amino de peptideos e
proteinas, permitindo a detecgdo de até 0,5ug/cm? de produto no gel (SYROVY e
HODNY, 1991), enquanto que nitrato alcanca limites de deteccéao de 0,5-5ng.

Figura 13. (A) Eletrofere SDS- PAGE a 12%. As linhas 1-5 correspondem as fracdes 37-41. A
eletroforese foi processada a voltagem constante (90 mV), e as bandas coradas com nitrato de prata.
(B) Atividade das fragBes exportada do cromatograma.
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Fonte: elaborada pelo autor, 2016

Com a finalidade de comparar a evolucdo da purificacdo entre as etapas
subsequentes, fez-se outra eletroforese (SDS-PAGE) desta vez a 15% (Figura 14).
O gel a 15% possui uma maior “rigidez”, ao ser comparado com o anteriormente
mostrado na Figura 13. Tal caracteristica possibilita uma analise mais precisa, pelo

fato da eluicdo ser retardada na eletroforese, e consequentemente, visualizar a



57

enzima em uma regiao de maior confiabilidade (parte interna do gel). Na canaleta 1
foi aplicado o padrdo de massa. Nas canaletas 2 e 3 0 extrato bruto e a fracdo de
precipitagéo salina, respectivamente. A coloragao visualizada, referente a presencga
de proteinas, é inteiramente associada a concentracdo das mesmas. Logo, o fato do
extrato bruto (EB) estar menos marcado, quando comparado com a amostra da
precipitacdo salina (40-60%) é decorréncia de seriadas diluicbes feitas com o EB,
durante os estudos feitos destinados a caracterizacdo enzimatica. Por outro lado, a
proteina completamente isolada apds a Unica cromatografia (DEAE-Sepharose) é
mostrada na canaleta 4. Assim, com essa analise € possivel confirmar com tamanha
precisao a efetividade da estratégia de purificacdo, em que € visto uma Unica banda
corada com prata.

O éxito em purificar uma enzima, com tamanha garantia em eficiéncia, e
acima de tudo, partindo-se de apenas uma rota cromatografica é algo pouco visto,
guando comparado com trabalhos relacionados. Jellouli et al. (2009); Marcuschi et
al. (2010); Cai et al. (2011); Sriket et al. (2012) e Villalba-Villalba (2013), os quais
estudando estratégias de purificacdo de tripsina a partir das visceras de peixes,
tiveram em conformidade o uso de duas ou mais cromatografias liquidas (colunas de
afinidade, gel filtracao e troca idnica).

Sdo muitas as variaveis levadas em consideracdo para que se consiga
tamanha eficiéncia experimental, como volume da coluna, fluxo adequado para
eluicdo, e escolha 6tima dos tampdes a ser utilizado, pois garante que 0S grupos
carregados adsorvidos na matriz de agarose (dietilaminoetil) estejam em condicdes
integras, favorecendo assim a interacdo com as proteinas. Para a indUstria, isso é
de grande valia, pois se trata de uma técnica economicamente acessivel, uma vez
gue a resina possui um preco inferior, comparado a outras resinas de alta resolucéo,
grande estabilidade (podendo ser reutilizada) (SIGMA-ALDRICH, 2016).

A recuperagdo também é bastante beneficiada em experimentos dessa
natureza, pois metodologias com dois ou mais processos cromatogréaficos tendem a
obter ao fim da andlise, baixos niveis de recuperacdo. Tomando uma avaliagdo
aproximada do nivel de recuperacdo em funcéo dos processos submetidos, verifica-
se que Freitas et al. (2012) (Arapaima gigas) obteve um valor de 17%; Nasri et al.
(2012) (Zosterisessor ophiocephalus) obtiveram 20% de recuperacéo e Khantaphant
e Benjakul (2010) (Lutjanus vitta) valor proximo a 5%. Ambos os estudos com

tripsina de espécies aquaticas.
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Por outro lado, com a rota desenvolvida neste trabalho foi possivel purificar a
tripsina com um nivel de recuperacdo avaliado em 45%, visivelmente superior a
demais estudos correlacionados (Tabela 4). Confirmando ainda mais, a precisao e
objetividade do método, que podera facilmente ser exportado a niveis industriais, e
com uma metodologia de baixo custo (KHANGEMBAM, 2015).

Figura 14. SDS-PAGE (15%) da Tripsina Purificada: SDS-PAGE da tripsina purificada a partir do
ceco-pilérico do Pacama (Luphiosilurus alexandri). Linha 1: Padrdo de massa; Linha 2: Extrato bruto;
Linha 3: fracdo de precipitagdo salina (40-60); Linha 4: enzima purificada correspondente aos tubos
37-42 reunidos. A eletroforese foi processada a voltagem constante (90 mV), e as bandas foram
coradas com nitrato de prata.
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Fonte: elaborada pelo autor, 2016

A massa molecular da tripsina do L. alexandri (24kDa) € similar a tripsinas
purificadas de outras espécies de peixes, como os P. setiferus (GATES e TREVIS,
1969), (KISHIMURA, et al., 2008), S. melanostictus e Pleuroprammus azonus
(KISHIMURA et al., 2006), Sebastes schlegelii e Alcichthys alcicornis (KISHIMURA
et al.,, 2007), T. albacores, K. pelamis (KLOMKAO et al.,, 2007) e S. pilchardus
(BOUGATEF et al., 2007). Essa caracteristica € muito comum para essa classe de
enzimas, incluindo as purificadas de outros seres vivos, como exemplo os insetos,

cujas massas computadas variam de 20-30 KDa (REIS, 2009).
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5.4 Eletroforese Nativa e Zimograma

A analise da Figura 15 mostra que a eletroforese nativa confirmou apenas
uma banda para a tripsina purificada, o que corrobora a constituicdo de uma Unica
subunidade polipeptidica (canaleta 1), ja que em condi¢cfes desnaturantes o mesmo
fora também observado. Além disso, comprova-se que existe atividade proteolitica
correspondente a banda mostrada na eletroforese nativa, devido a incidéncia de
uma banda clara no gel polimerizado com caseina (canaleta 2). Esse resultado
revela mais uma importante caracteristica da tripsina do Pacama, que é manutencao
de sua atividade apés ter sido imobilizada a uma matriz solida.

Tal acdo se da por intermédio da manutencdo das enzimas em sistemas
enzimaticos fisicamente confinados, ou confinados em um suporte com retencao de
sua atividade hidrolitica. Podendo ser aplicado de forma continua, e repetidas vezes
(SILVA, 2013). Esse tipo de imobilizacdo pode ser destinado tanto a transformacéao
da enzima, de modo a torna-la insolivel em meio agquoso, como também o seu uso
na forma soltvel, quando presentes em reatores com membranas de ultra filtracao,
gue permite a passagem dos produtos da hidrolise, mas restringe a mobilidade das
enzimas (ZANIN e MORAIS, 2004).

As formas com que as moléculas de atividade catalitica sdo imobilizadas nos
suportes inertes sdo bastante diversificadas, podendo ser de natureza adsortiva,
ligacdes covalentes, ligacdes covalentes cruzadas com reagente multifuncional, e o
encapsulamento da molécula em um gel ou membrana (SILVA, 2013). Cada um
deles, é claro, com aplicabilidade proporcional ao estudo que se pretende
desempenhar, bem como as condi¢cbes bioquimicas que a molécula vai ser
submetida. Como exemplo, cita-se a atividade hidrolitica de proteinas do soro lactico
por meio da acdo de tripsinas e quimotripsinas imobilizadas em suportes sélidos
(GALVAO, 2004)
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Figura 15. Eletroforese Nativa e Zimograma: Linha 1: eletroforese nativa para tripsina purificada.
Apés eletroforese, a enzima foi corada com nitrato de prata. Linha 2: zimograma com caseina
polimerizada ao gel a 0.2%. Apés eletroforese, o gel foi lavado com Triton X-100 2,5% por 30 min, em
seguida, encubado em 50 mM Tris HCI pH 8,0 por 48h a temperatura ambiente.

Fonte: elaborada pelo autor, 2016

A tripsina foi extraida e purificada a partir do ceco-pilérico do Pacama
(Luphiosilurus alexandri) com apenas duas etapas de purificacdo. O resumo da
purificacdo é mostrada na Tabela 4. Em ambas as etapas proposta: precipitacdo
salina, e cromatografia liquida, o nivel de recuperacédo obtido fora de 87 e 45%
respectivamente. Todos eles bem acima dos valores alcancados em trabalhos com
outros peixes, como Arapaima gigas (Freitas et al., 2012); Zosterisessor
ophiocephalus (NASRI et al. ,2012) e Lutjanus vitta (KHANTAPHANT e BENJAKUL,
2010). Esse efeito traz também como reflexo adicional a significativa estabilidade da
molécula perante os procedimentos realizados, como a exposicdo a diferentes
ambientes térmicos, visto que a cada intervalo experimental, as amostras eram
estocadas na geladeira a 4°C, e posteriormente retiradas, para a continuidade dos
experimentos, assim como o0 extenso intervalo de tempo, desde a trituracdo das
visceras até os estudos cinéticos, e por fim, a estabilidade perante os sais: NaCl e
sulfato de aménio.

Tabela 4: Resumo de purificacdo da Tripsina a partir do Pacama (Lophiosilurus alexandri)
Etapas de purificagcdo Atividade total (U) Proteinatotal (mg) Atividade Especifica (U/mg) Recuperacéo (%)

Extrato Bruto 481,81 229,9 2,09 100
40-60 % (NH4),S0.) 416,66 118,64 3,51 86,97
DEAE 1 (37-42) 232,95 31.43 7,42 44,91

Fonte: elaborada pelo autor, 2016
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5.5 Caracterizacdo Enzimatica

5.5.1 Efeito do pH

Na Figura 16, verifica-se que em pH 4,0 e 5,0 ndo houve atividade expressiva
para a tripsina purificada, fato esse atribuido a provavel desnaturacdo da molécula
em meio &cido. A desnaturacdo enzimética é o termo usado para qualquer alteracéo
estrutural promovida na enzima, a qual impede que a molécula realize sua funcéo
catalitica anteriormente desempenhada. Conforme discutido em secfes anteriores, a
atividade da tripsina tem como caracteristica a participacdo da triade catalitica dos
seguintes aminodcidos: Serina, Histidina e o Acido aspartico. Uma das etapas
primordiais no mecanismo catalitico estd associado a acdo do aminoécido histidina
como uma base se Lewis, abstraindo o préton do residuo de serina. Assim, em
condicGes acidas (pHs 4,0 e 5,0) o residuo de histidina se mostra na sua forma
protonada, impossibilitando assim o ataque nucleofilico ao préton ligado a hidroxila
da serina, e consequentemente inibindo a reacao de hidrolise. Por outro lado, entre
os valores (6,0-11,0), constata-se altos niveis de catélise, sendo que o maior deles,
correspondente ao pH 6timo, foi em pH 9,0. Este efeito € também facilmente
compreendido pelo estudo mecanistico da triade catalitica, uma vez que a partir do
pH 6,0 o residuo de histidina comeca a sofrer a desprotonacédo do hidrogénio ligado
ao nitrogénio interno do anel (pKr da histidina é 6,0). Tal informacdo € bastante
coerente, pois 0 ambiente fisiolégico onde estas moléculas sdo ativas é de natureza
alcalina. Além disso, corrobora com a atividade 6tima aferida a esse pH para a
tripsina extraida do ceco-pilérico do Siniperca chuatsi (LU et al., 2008).

Por outro lado, ao passo que o pH foi elevado, 10 -12, a atividade enzimatica
decaiu drasticamente, corroborando assim mais uma acdo desnaturante
desencadeado pelo pH, desta vez em condi¢des alcalinas.

Enquanto que nos pHs 4,0 e 50 o aminoacido mais atuante no
comportamento inibitério da tripsina era o residuo de histidina, no meio alcalino (pH:
10 -12) verifica-se a alteracao estrutural em todos os residuos da triade, assim como
0S outros que compde a proteina, pois nestas condi¢des, boa parte dos grupos
ionizaveis comecam a ser dissociados, a partir do pH 10, e em pH 12, todos os

aminoacidos se mostram desprotonados, conferindo a molécula uma perturbagéo
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estrutural desencadeada pelo excesso de cargas negativas distribuidas ao longo da

mesma.

Figura 16. Curva de pH Otimo. Os ensaios enzimaticos foram realizados com o substrato BApNA em
pHs 4,0 a 12,0. Para deteccdo do pH 6timo, as enzimas foram encubadas a 37°C, e a atividade
maxima obtida em pH 9,0 foi considerada como 100%.
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Fonte: elaborada pelo autor, 2016

O fato da enzima ter uma ampla faixa de atividade, pH 6,0 a 11, é importante
para variadas aplicacdes biotecnologicas. Um dos critérios primordiais a ser levado
em consideracdo para a utilizacdo de enzimas digestivas no processamento de
detergentes é a sua atividade em meio alcalino (MAURER, 2004). Assim, testifica-se
que a tripsina purificada do Lophiosilurus alexandri possui grande potencialidade em
ser usada na producéo de detergentes.

Diferentemente de outros trabalhos realizados com Siniperca chuatsi (LU et
al., 2008), Pterygoplichthys disjunctivus (VILLALBA et al., 2013), Salaria basilisca
(KTARI et al.,, 2012), Sepia officinalis (BALTI et al., 2009) e Cirrhinus mrigala
(KHANGEMBRAM e CHAKRABARTI, 2014), a estabilidade da tripsina do Pacama
nos diferentes valores de pH mostrou comportamento bem adverso, sem um perfil
hiperbdlico normalmente visualizados em estudos cinéticos com essas moléculas.
Isso configura uma particularidade comportamental da tripsina do L. alexandri na

condig¢des reacionais submetidas. Conforme pode ser visto na Figura 17.



63

Figura 17. Estabilidade em pH: Os ensaios enzimaticos foram realizados com o substrato BApNA em
diferentes pHs (4,0 e 12,0). O teste de estabilidade foi realizado a 50°C. A atividade maxima obtida
em pH 9,0 foi considerada como 100%.
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Fonte: elaborada pelo autor, 2016

5.5.2 Efeito da temperatura

Da mesma forma que o pH conseguiu desempenhar mecanismo de hidrélise
diferenciado para a tripsina do L. alexandri, a temperatura também possibilita
diferentes efeitos, tanto no beneficiamento, como para a deplecdo da estrutura
nativa. Apesar de ser uma molécula isolada a partir de um peixe, de ambientes
térmicos ameno, a tripsina do Pacama expressou temperatura 6tima de hidrélise a
50°C (Figura 18). Isto por sua vez esta diretamente relacionado ao grau de
liberdade de todos os atomos existentes na estrutura proteica. Aqui, ndo ha a
constatacdo de dissociacdo de espécies quimicas, conforme visualizado no estudo
de pH, mas apenas ao nivel de agitacdo estrutural que a proteina se encontra.

Ao passo que se eleva a temperatura, o estado cinético dos atomos aumenta,
desencadeando vibracbes e rotacbes desproporcionais ao longo das ligagOes
covalentes, e em decorréncia, possibilita o afastamento de atomos, ou mesmo a
aproximacéo indesejada dos mesmos. Em ambos os casos, a molécula perde a sua
conformacdo nativa, atingindo niveis energeticamente desfavoraveis, e como
resultado, alterando a reacdo anteriormente desempenhada. O mesmo perfil de
hidrolise foi encontrado em: Eleginus gracilis (FUCHISE et al., 2009); Colossoma
macrpomum (MARCUSCHI et al., 2010) e Sardinella aurita (KHALED, 2011), onde
confirmaram a atividade 6tima para tripsinas purificadas em 50 °C. Por outro lado,

Balti et al. (2009) e Ktari et al. (2012) avaliaram a atividade 6tima do Sepia officinalis
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e Salaria basilisca acima de 70 °C, respectivamente. Normalmente a estabilidade da
enzima frente a altas temperaturas pode estar associada a presenca de pontes
dissulfeto, a qual confere maior rigidez a molécula, quando submetida situacdes de

maior agitacao cinética.

Figura 18. Temperatura 6tima: A atividade da enzima foi avaliada em diferentes temperaturas, tendo

0 BApNA como substrato. As reacdes foram efetuadas em pH 9,0 e a atividade maxima

correspondente a 50°C foi atribuida como 100%.
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Fonte: elaborada pelo autor, 2016

Na Figura 19 tem-se a estabilidade térmica da enzima apdés 60 mim de
incubacédo nas diferentes temperaturas, 20-70 °C. Observa-se que acima de 40°C, a
atividade especifica € reduzida de forma bem drastica, e chega a zerar em 70°C.
Esse comportamento, por sua vez, € causado pela desnaturacdo da molécula a
medida que a temperatura é elevada. Contrapondo esses resultados com outros
trabalhos relacionados, percebe-se uma similaridade entre a tripsina purificada do S.
officinalis (BALTI, et al., 2009) e Cirrhinus mrigala (KHANGEMBAM e
CHAKRABARTI, 2015).

Desta forma, a tripsina do Pacama representa uma promissora proposta de
aplicacdo no processamento de produtos alimenticios, principalmente aqueles
relacionados a producao de leites e seus derivados (BREWER, HELBING, HELBIG

E HAARD, 1984), os quais sdo efetuados a baixas temperaturas.
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Figura 19. Estabilidade térmica: A atividade da enzima foi avaliada em diferentes temperaturas, tendo
0 BApNA como substrato. As reac@es foram efetuadas em pH 9,0 e a atividade maxima
correspondente a 50°C foi atribuida como 100%.
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Fonte: elaborada pelo autor, 2016

5.5.3 Efeito de inibidores

As enzimas assumem diferentes classificacfes, e estas, por sua vez, séo
identificadas de acordo com a natureza bioquimica da reacédo catalisada. Uma das
formas aceitas em se comprovar a classificacdo € através do uso de ensaios com
inibidores conhecidos. Para a tripsina purificada do L. alexandri foram usados trés
diferentes inibidores: PMSF, inibidor de serinoproteases, EDTA, inibidor de
metalproteases, e por fim, 2-Mercaptoetanol, inibidor de Tiol-proteases.

A analise da Figura 20 mostra que o 2-Mercaptoetanol ndo conseguiu
modificar a taxa de hidrdlise do substrato, mesmo quando a proteina foi submetida a
prévia incubacdo com o suposto inibidor. Por outro lado, em presenca de PMSF, a
atividade enzimatica foi decrescida quase que por completo (90%). A mesma figura
ainda mostra que o EDTA desencadeou uma reducdo na atividade, cerca de 25%.
Esse tipo de comportamento foi também relatado por Ktari (2012), Silva (2011), em
trabalhos com peixe, o que pode estar atrelado a provavel dependéncia da molécula
a ions metalicos por parte da tripsina, principalmente ions calcio.

Na realidade, o mecanismo definitivo que associa a participacdo do calcio na
reacdo e estabilidade de tripsinas € algo ainda em estudo. Nao ha o perfeito
entendimento se os ions agem no processo de hidrdlise, ou se a sua contribuicéo na
estabilidade da enzima € decorrente da manutencdo da estrutura terciaria da

molécula.
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O perfil estrutural, assim como a especificidade de hidrélise para substratos
comerciais ‘sdo muito comuns para tripsinas, sejam aquelas purificadas de
mamiferos terrestres, insetos, ou mesmo de espécies aquaticas. Entretanto, a sua
dependéncia ao Ca?* é inteiramente ambigua, sem muita correlagdo, visto nos
insetos a sua presenca ndo ser de fundamental exigéncia para que a enzima
mantenha a atividade (REIS, 2009), diferentemente dos mamiferos, onde a retirada
de Ca?" induz o decréscimo no nivel de hidrélise desempenhada pela tripsina
(LOPES, et al., 2006).

Figura 20. Teste de Inibicdo: A enzima purificada foi encubada por 30 min a 25°C com diferentes
inibidores: PMSF (1 mM); EDTA (1 mM) e 2-Mercaptoetanol (5 mM). A atividade remanescente foi
avaliada em pH 8,0 a 37°C por 7 h. A atividade da enzima medida sem a presenca do inibidor foi
tomada como 100%.
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Fonte: elaborada pelo autor, 2016.

Conforme discutido na secédo 2.6.2, o sitio catalitico da tripsina possui um
aminoacido serina, cuja cadeia lateral promove um ataque nucleofilico no inibidor
PMSF Figura 21.

Figura 21. Fenilmetilsulfonil (PMSF)

Fonte: elaborada pelo autor, 2016.
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Tal molécula tem como caracteristica um atomo de flGor eletronegativo ligado
ao atomo de enxofre, e ao sofrer a hidrdlise pela tripsina, forma um composto
tetraédrico relativamente estavel, mimetizando assim, o intermediério tetraédrico da
reacdo das serinoproteases. Assim, através dor ensaios de inibicdo submetidos
pode-se concluir que a proteina purificada enquadra-se entre a familia das

serinopoteases.

5.5.4 Propriedades cinéticas

Reacdes enzimaticas possuem como parametro central a capacidade destas
moléculas catalisarem rea¢6es quimicas. Durante o processo de reacédo, o substrato
se liga a enzima em orientacdo adequada, fazendo com que o complexo enzima
substrato seja formado. Nesse tipo de encaixe complementar, algumas interacdes
nao covalentes ocorrem, do tipo ligacdo de hidrogénio, interacdes hidrofobicas e
interacOes ibnicas. Como consequéncia, a energia livre (energia de ligacéo) liberada
pela formacao dessas interacdes compensa parcialmente a energia necessaria para
gue as reacoes ocorram (COX, DOUDNA e ODONNELL, 2012).

Uma importante estratégia de determinacdo da eficiéncia catalitica de uma
enzima € a sua velocidade de reacdo, bem como a forma como essa é perturbada
mediante modificacbes na concentracdo do substrato. O efeito da concentracao
deste na velocidade da reacdo catalisada pela tripsina purificada do L. alexandri foi
determinado utilizando o substrato BApNA, conforme descrito no item 4.11. Todo o
procedimento seguiu 0 modelo cinético de Michaelis-Menten nas concentracfes

testadas, e os dados obtidos sdo mostrados na Figura 22.

Figura 22: Grafico de Michaelis—Menten para a tripsina purificada do L. alexandri em diferentes
concentracbes do substrato BAPNA (0.0015-6.0 mM); concentracdo da enzima: 0,073 mg/mL;
tampé&o: 100 mM Glicina/NaOH, 50 ° (y = Vmax[x]/Km + [x]): R2 = 0.9524.

V(mM/s)

Fonte: elaborada pelo autor, 2016.
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Na Tabela 5 tem-se em comparacdo com outros estudos o Km, assim como
demais constantes cinéticas da tripsina purificada do Pacama. O valor de Km,
conforme mostrado, varia bastante de uma enzima para outra, assim como em
diferentes temperaturas. Através do estudo comparativo da tabela percebe-se que a
tripsina purificada do pacama apresentou um valor de Km bastante semelhante ao
observado em E. encrasicholus e L. vitta, sendo também considerada com boa
afinidade pelo substrato BApNA.

O termo Vmax (Figura 22) depende tanto da concentragcdo da enzima quanto
da velocidade da etapa limitante da reacdo. Pelo o fato do nimero de etapas de
reacao, e a identificacdo da etapa limitante ser muito variado, € Util que se defina a
constante catalitica global, Kca, para descrever a etapa limitante de uma enzima
quando esta atinge a saturacdo. Em situacBes onde a reacdo se processa com
multiplas etapas, sendo uma nitidamente limitante, o valor de Kca equivale a
constante de velocidade para a etapa limitante, expressando assim, o namero de
moléculas de substrato que estdo sendo convertidos em produtos por uma Unica
enzima a cada segundo.

O valor de kcat da tripsina do pacama teve valores de conversdo superior a
todas as tripsinas mostradas na Tabela 5, demonstrando uma alta eficiéncia
catalitica comparada a demais tripsinas. Tal efeito traz como reflexo a possibilidade
de se exportar o seu uso diferentes fins industriais, preferencialmente aqueles
associados aos ambientes fisicoquimicos ja relatados neste trabalho, como
temperaturas moderadamentes elevadas, assim como em ambientes alcalinos.
Embora seja uma analise bastante efetiva em validar & especificidade de um
catalizador biologico frente ao seu substrato, 0 kcat € normalmente associado a
condicBes de elevada concentracdo de substrato, em comparacdo a concentracéo
enzimatica, de forma que dificilmente se conseguiria alcancar esse perfil em
condiges fisiologicas. Assim, como estratégia comparativa da efetividade reacional
em ambientes fisiolégicos, foi criado a expressao kca/Km (constante de
especificidade), onde a velocidade de hidrélise, por exemplo, esta diretamente
relaconada a concentracdo das duas espécies envolvidas, [enzima] e [substrato].

Para a tripsina do L. alexandri, a constante de especificidade para o substrato
BApNA foi de 9,67, valor bem inferior aos demais relatados na tabela. Entretanto, o

uso desta molécula ainda é de suma relevancia, visto ter atingido o maximo nivel de
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precessividade pelo substrato escolhido, o que para a industria, independentemente

do produto comercializado € de grande importancia.

Tabela 5: Constantes Cinéticas

Trypsin Km (mM) kcat (s-1) kcat/Km Temp 6tima (°C) Reference
(s-1 mM-1)
L. alexandri 0,517 5.0 9.67 50 Nosso Estudo
P. disjunctivus 0.13 1.46 11.24 25 Villalba et al (2011)
S. aurita A 0.13 2.24 17.92 25 Khaled et al. (2011)
B. capriscus 0.07 2.76 40.6 25 Jellouli et al. (2009)
S. officinalis 0.06 2.32 36.3 25 Balti, et al., (2009)
E. encrasicholus 0.66 3.2 4.84 25 Martinez et al. (1988)
G. morhua 0.077 4 51.9 25 Asgeirsson et al., (1989)
S. S. caerulea 0.051 2.12 41 25 Castillo et al. (2005)
L. vitta 0.507 471 9.27 30 Khantaphant, (2010)
E. japonica 0.049 1.55 31 45 Heu et al. (1995)
P. macracanthus 0.312 1.06 3.5 55 Hau and Benjakul (2006)

Fonte: elaborada pelo autor, 2016
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6 CONCLUSAO

Com o estudo proposto foi possivel purificar e caracterizar a tripsina
termoestavel a partir do ceco-pilérico do Pacama Luphiosilurus alexandri com
apenas dois processos de purificacdo. A enzima purificada mostrou alta atividade
ente pHs 6,0-11,0, bem como entre 20-60 °C, sendo por isso, considerada uma boa
proposta a ser utilizada em industrias voltadas a producdo de detergentes e no
processamentos de leite e seus derivados. Com relagdo aos estudos bioquimicos
realizados, verificou-se que a mesma € pertencente a familia das serinoproteases,
manteve taxa de hidrélise apdés imobilizacdo em suporte sélido, e suas constantes

cinéticas km e kcat para o BApNA foram 0.517 e 5,0 respectivamente.
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