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RESUMO

Scomberomorus brasiliensis, conhecido popularmente como serra no Brasil, € um
peixe carnivoro de agua salgada encontrado em zona litordnea ao longo de todo o
continente americano. E um animal muito consumido no Brasil, com elevado valor
socioeconémico para o estado de Alagoas. As tripsinas sdo moléculas proteoliticas
importantes na digestdo de varios organismos e que ja sao utilizadas em diferentes
areas da induastria, como o setor téxtil, alimenticio e farmacoldgico, além de ser
bastante utilizada em diferentes areas de pesquisas cientificas. Ha a possibilidade
de extrair moléculas bioldgicas importantes como as tripsinas produzidas nas
visceras que sdo descartadas do animal e que séo passiveis de aplicacao industrial,
0 que da utilidade para os residuos e contribui para a diminuicdo da poluicdo, uma
vez que, até 30% do peso desses animais é constituido de residuos. Foram
preparados os extratos de quatro visceras diferentes, figado, ceco pilérico, intestino
posterior e anterior, sendo detectada maior presenca de tripsina no ceco pildrico,
extrato do qual se iniciou 0 processo de isolamento, composto por fracionamento
salino e cromatografia por exclusdo molecular. A fragdo 20-40% da precipitacéao foi
aplicada a uma coluna com resina sephacryl S-100 e as fracbes da cromatografia
enumeradas de 15 a 19 apresentaram atividade para a tripsina e a pureza da
enzima foi confirmada por SDS-PAGE, apresentando massa molecular aproximada
de 26 kDa. A tripsina isolada foi caracterizada atraves de curvas de temperatura
otima e estabilidade térmica no intervalo de 30 a 70°C, curvas de pH o6timo e
estabilidade ao pH no intervalo de 4,0 a 10,0, curva de cinética enzimatica com
concentracbes de substrato de 0,016 a 6 mM e testes de inibicio com PMSF,
Benzamidina, 2-mercaptoetanol e EDTA. Foi possivel extrair uma enzima de
importancia biotecnolédgica de residuos sem valor comercial, isolar e caracteriza-la
com sucesso, sendo necessario identificar aplicacdes para a mesma.

Palavras-chave: Scomberomorus brasiliensis; Tripsina; Purificacdo; Serina-
protease; Caracterizacao.



ABSTRACT

Scomberomorus brasiliensis, popularly known as serra in Brazil, is a saltwater
carnivorous fish found in the coastal zone along the entire American continent. It is a
very consumed animal in Brazil, with high socioeconomic value for the state of
Alagoas. Trypsins are proteolytic molecules that are important in the digestion of
various organisms and are already used in different areas of industry, such as the
textile, food and pharmacological sectors, as well as being widely used in different
areas of scientific research. There is the possibility of extracting important biological
molecules such as the trypsins produced in the viscera that are discarded from the
animal and which can be applied industrially, which gives usefulness to the residues
and contributes to the reduction of pollution, since up to 30% of the weight of these
animals is composed of residues. The extracts from four different viscera, liver,
pyloric cecum, posterior and anterior intestine were prepared, and a higher presence
of trypsin was detected in the pyloric cecum, an extract from which the isolation
process was started, composed of saline fractionation and chromatography by
molecular exclusion. The 20-40% fraction of the precipitation was applied to a
column with sephacryl S-100 resin and the chromatography fractions listed 15 to 19
showed activity for trypsin and the purity of the enzyme was confirmed by SDS-
PAGE, having approximate molecular mass of 26 kDa. The isolated trypsin was
characterized by optimum temperature and thermal stability curves in the range of 30
to 70 ° C, optimum pH and pH stability in the range of 4.0 to 10.0, enzymatic kinetics
curve with substrate concentrations 0.016 to 6 mM and inhibition tests with PMSF,
Benzamidine, 2-mercaptoethanol and EDTA. It was possible to extract an enzyme of
biotechnological importance of residues with no commercial value, to isolate and
characterize it with success, being necessary to identify applications for the same.

Keywords: Scomberomorus brasiliensis; Trypsin; Purification; Serine protease,
Caracterization.
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1 INTRODUCAO:

A espécie Scomberomorus brasiliensis € ocorrente no litoral do nordeste e no
estado de Alagoas, possuindo importancia econdmica e também social,
demonstrado por um aumento na pesca dessa espécie de 57% no periodo entre
2005 e 2006, sendo uma das onze espécies economicamente mais importantes de
zona litordnea e estuarina em Alagoas (PROJETO DE DESENVOLVIMENTO
SUSTENTAVEL DA PESCA E DA AQUICULTURA AMBIENTAL, 2008),
movimentando a mais de 1,85 milhdes de reais no estado (QUINTAS, 2006). Do
consumo desse animal, como de varios peixes, ha subaproveitamento da biomassa.
Todas as partes que ndo sejam o tecido muscular esquelético do animal sé&o
descartadas.

Sendo o animal importante do ponto de vista comercial, torna-se econdémica e
ambientalmente interessante buscar formas de aproveitar a0 maximo a biomassa
desses animais (FREITAS-JUNIOR et al, 2012; BOUGATEF et al., 2007; SOUZA et
al., 2007). Incentiva-se, por exemplo, o aproveitamento dessa biomassa através da
extracdo de moléculas para serem usadas na industria. Ao fazer esse
aproveitamento, direciona-se um tratamento para partes que apenas se somariam
aos numeros dos residuos organicos desperdicados, o que reduz a poluicao (LU et
al., 2008; BOUGATEF, 2013). Como exemplo de aplicacdo de partes usualmente
descartadas, esta o aproveitamento da pele de tilapias como auxiliar cicatrizante em
gueimados (ALVES et al., 2015).

Uma das possibilidades para a extracdo de biomoléculas com aplicacdes
potenciais de uso € a extracdo de tripsina das visceras do S. brasilienis. As tripsinas
sdo enzimas proteoliticas do grupo das serino proteases, que agem sobre as regides
carboxilicas de residuos de arginina e lisina (KURTOVIC; MARSHALL; SIMPSON,
2006). E uma proteina que atua na digestdo de outras proteinas e é capaz de ativar
outras enzimas proteoliticas secretadas em suas formas inativas, sendo capaz
inclusive de ativar mais moléculas de tripsina (KURTOVIC; MARSHALL; SIMPSON,
2006). E geralmente resistente em uma ampla faixa de pHs, temperaturas e também
sob exposicdo de diferentes agentes potencialmente desnaturantes (ESPOSITO et
al., 2009; KLOMKLAO et al., 2005).
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A tripsina é utilizada para diversos fins dentro da industria, como producgéo de
proteinas recombinantes, fabricacdo de detergentes para lavagem de roupas,
tratamento de problemas de pele, cicatrizacdo de feridas, processamento de couro,
seda e de alimentos, fazendo parte de formulacbes de amaciadores de carne
comerciais (SHI; MARSHALL; SIMPSON, 2007), servindo para recuperar prata de
chapas usadas de raios-x (GUPTA; BEG; LOREZ, 2002), carotenoides de restos de
camardo (SILA et al., 2012), auxiliar na extracdo de DNA de ossos em meio forense
ou em estudos antropologicos (LI; LIRIANO, 2011).

Por ser uma enzima com muitas possibilidades de uso e pelo fato da tripsina
do S. brasiliensis poder se destacar em algumas de suas caracteristicas especificas,
de forma a ser utilizada em uma ou mais aplicacdes, torna-se necessario isolar a
enzima para entdo caracteriza-la. Com os dados de caracterizacdo, pode-se avaliar

a possibilidade de utiliza-la de alguma forma em algum processo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA:
2.1 Aquicultura e atividade pesqueira:

A pesca e a atividade aquicola sdo préticas crescentes e de grande
importancia econémica no Brasil e no mundo (FAO, 2016). Segundo o relatério de
2016 da Organizacédo de Alimentacéo e Agricultura, afirma que o consumo per capita
mundial anual chegou aos 20 kg em 2014, um acréscimo significativo com relacéo
aos 19,2 kg em 2012. A aquicultura é a atividade agropecuaria com resposta
produtiva mais rapida, portanto capaz de responder ao aumento da populacédo
mundial de forma bastante satisfatéria, sendo uma das possibilidades no combate
da fome ao redor do globo (SHELTON, 2014). O cultivo de pescado em cativeiro
vem sendo praticado em todo o mundo, com crescente participacdo de paises em
desenvolvimento na expansdo nao apenas dessa pratica, como também na pesca
(SHELTON, 2014).

Projeta-se um crescimento da atividade aquicola de até 40% em 2025, com a
possibilidade de crescimento produtivo pesqueiro brasileiro crescer em 104% na
proxima década, sendo o maior crescimento projetado na América latina (FAO,
2016). No entanto, em meio ao aumento populacional humano e a geracao de
residuos solidos que provocam poluicdo ambiental, € uma preocupacéo cada vez
maior a expansdo dessas atividades de forma sustentavel e por consequéncia,
alternativas de processamento de residuos provenientes de processamento e

consumo de animais marinhos (EMBRAPA, acesso 2017).
2.2 A espécie Scomberomorus brasiliensis:

Scomberomorus brasiliensis € uma espécie de peixe carnivoro marinho,
conhecidamente predador de sardinhas, peixes voadores (SUZUKI, 1983; ARAUJO;
CHELLAPPA, 2002), mas também de outros peixes menores e em menor extensao,
de cefalépodes e camardes (COLLETTE; RUSSO; ZAVALA-CAMIN, 1983). E um
animal pertencente ao filo chordata, da classe actinopterygii, da ordem perciformes e
familia scombridae. Alguns autores referenciaram no passado a espécie
Scomberomorus Maculatus equivocadamente como um sinbnimo para as aparicoes

dessa espécie na costa do atlantico do Caribe e da América central. Possui de
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dezessete a dezenove espinhos dorsais, quinze a dezenove raios dorsais, que dao
sustentacdo as nadadeiras dessa regido, dois aculeos anais e dezesseis a vinte
raios anais (COLLETTE; RUSSO; ZAVALA-CAMIN, 1983). Possuem em geral de
guarenta e sete a quarenta e nove vértebras e possui a regido nasal mais curta que
0 resto da cabecga, com um corpo coberto por pequenas escamas, duas nadadeiras
pélvicas pequenas, com uma linha lateral corporal que se curva a medida que se
aproxima da regido caudal (figura 1). Nao possui bexiga natatéria e possui um
intestino com duas dobras, dividido em trés regides. Possui escamas prateadas com
manchas arredondadas e amareladas ao longo do corpo (COLLETTE; RUSSO;
ZAVALA-CAMIN, 1983).

E uma espécie de peixe relativamente grande, encontrado no litoral do Caribe
e nas regides litoraneas de Belize e ao longo da costa brasileira do nordeste até a
regido sul (COLLETE et al., 1978). Frequentemente presente em aguas costeiras e
habitante de regibes epipelagicas, formam frequentemente cardumes e se
locomovem por entre zonas estuarinas (SILVA, 2005). E uma espécie de peixe muito
importante na pesca artesanal principalmente nas regides norte e nordeste e para a
pratica pesqueira no Brasil (EIRAS et al., 2014, CHELLAPPA et al., 2010, COSTA;
LACERDA, 2009). O serra é consumido geralmente fresco, as vezes sendo salgado
ou enlatado no Brasil, além do processamento envolver frequentemente refrigeracao
(COLLETTE; RUSSO; ZAVALA-CAMIN, 1983).

A captura da espécie Scomberomorus brasiliensis no norte e nordeste € feita
principalmente com redes-de-espera e em menor extensdo, com linha-e-anzol,
sendo feitas em pescarias de “ir e vir’ realizadas entre 15 e 21 metros de
profundidade em horarios noturnos e diurnos. Em regides litoraneas de diversos
estados nordestinos brasileiros, o serra € uma espécie que sempre é capturada por
utilizacdo de redes-de-espera e a porcentagem dessa espécie varia de acordo com
diferentes periodos do ano e a regido onde é feita a coleta dos espécimes (LUCENA
et al., 2004).
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Figura 1. Exemplar da espécie Scomberomorus brasiliensis.

Fonte: https://de.wikipedia.org/
2.3 Isolamento de proteinas:
2.3.1 Extracao de proteinas:

As proteinas sdo moléculas muito versateis funcionalmente, podem ser
moléculas componentes de estruturas de sustentacdo, poros de membranas, canais
ibnicos, transportadores, catalisadores, sinalizadores, receptores, moléculas de
defesa, entre outras funcbes. Embora seja possivel estudar fung¢des bioldgicas de
proteinas em uma amostra com varios contaminantes, quanto mais isolada essa
proteina esta, mais evidente sera sua atividade. A presenca de outras moléculas em
uma amostra biologica interfere na determinacdo de parametros bioquimicos
importantes, quando se quer determinar inequivocamente caracteristicas intrinsecas

da proteina, sdo aplicadas técnicas de isolamento.

A proteina a ser estudada deve ser extraida do tecido que a contém, ou dos
micro-organismos que a produzem. As proteinas podem ser extraidas de qualquer
ser vivo uni ou pluricelular, sendo primeiro passo para a execucao de um
isolamento. E preciso liberar o contetdo intracelular do tecido produtor da proteina
em questdo e isso é feito por meio da destruicdo maxima do tecido a conter a
proteina. Isso pode ser feito com maceracao utilizando almofariz e pistilo, ou outros
utensilios de trituracdo manual como tesouras. Pode-se extrair proteinas por lise
osmoética, digestdo enzimatica e solubilizacdo quimica, que sdo métodos
considerados leves. Se o tecido ou estrutura € menos labil, mais resistente, podem
ser usados trituradores, liquidificadores e outros aparelhos com capacidade de
reduzir ao maximo o tamanho de particula do tecido. O uso de sonicadores e de
prensa francesa sdo os métodos mais severos de extracdo enzimatica.
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No processo de extracdo geralmente € usado um tampao de extracdo que
pode facilitar a extracdo, mas principalmente deve ser capaz de manter a proteina
integra. Para proteinas com func¢éo biolégica, a escolha do tampéo e da molaridade
€ muito importante para viabilizar a continuidade do processo de isolamento, pois se
a proteina se desnaturar, pode nao ser possivel renaturd-la posteriormente. A
solucdo tampédo é escolhida com base no meio biolégico em que a proteina age,
buscando a concentracdo e o pH mais proximos possiveis dessas condicdes.
Podem ser usados também diversos agentes para auxiliar a extracdo de enzimas,
como inibidores, agentes redutores, detergentes, que geralmente sao evitados pela

possibilidade de comprometer a viabilidade da proteina de interesse.

Para a extracdo de tripsina, geralmente sdo usadas solu¢fes tampéo que
variam de levemente alcalinas as muito alcalinas. Souza et al. (2007) utilizou apenas
uma solucdo de NaCl 0,9% para a extracdo da tripsina dos intestinos e cecos
piloricos da espécie Pseudupeneus maculatus. Antes da extracéo, as visceras foram
dissecadas e lavadas com agua destilada, para s6 entdo fazer a extracéo através de
um aparelho homogenizador. Uso de solventes organicos, solucdes tampdes ou
adicdo de sais, principalmente CaClz2 e NaCl sédo presentes na metodologia de varios

trabalhos.

Sila et al. (2012) e Bougatef (2010) fizeram lavagens das visceras em agua
deionizada e depois com solucédo tampéao alcalina Tris-HCI pH=8,0 10 mM, que € um
pH proximo ao do intestino de animais vertebrados de forma geral. Entretanto a
extracdo da tripsina foi feita em acetona fria com aparelho homogenizador, onde foi
coletado o material insoltvel em acetona que foi filtrado, seco e depois suspenso na
solucdo tampao em que foi lavada. Sriket et al. (2012) também extraiu tripsina em
acetona e resuspendeu o material insolivel em acetona seco, mas em solucdo
tampéao que Villalba-Villalba et al. (2013) fez a extracdo da enzima de interesse, Tris-
HCI 50 mM pH=7,5 com adicdo de NaCl a 500 mM e CaClz a 10 mM. Cai et al.
(2011) também realizou sua extracdo em mesmas condi¢cfes que Villalba-Villalba,
porém com uma concentracdo menor de CaCl2 e sem NaCl. Todos os autores
anteriormente citados executam ao menos uma centrifugacdo no homogenato feito
com as visceras do animal de trabalho, onde o sobrenadante gerado é coletado e

chamado de estrato bruto.
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Khangenbam; Yvr; Chakrabati (2012) usou um homogenizador para preparar
0 extrato bruto em solugéo tampéao Tris-HCl pH=8 10 mM CaCl2 10 mM. No entanto,
aplicou um método diferente para remover os lipideos, adicionando o extrato a uma
solucdo de 1% de EDTA contendo coagulos de queijo pré-tratados, onde foi deixado
por 12 horas, posteriormente sendo centrifugado, permitindo a remocéo manual da
gordura manualmente. Depois de todo esse processo, a fase liquida foi filtrada a
vacuo, sendo chamado de extrato bruto. A extracdo em acetona remove parte das
gorduras da amostra quando aplicada.

2.3.2 Precipitacao salina:

AplGs a extracdo de proteinas do tecido ou células de origem, pode se dar
inicio o processo de separacdo dos contaminantes da proteina alvo. Existem
diferentes técnicas que podem ser usadas para isolar proteinas, sendo a
cromatografia de proteinas o método mais eficaz para esse fim. Entretanto, nem
sempre uma amostra pode ser levada a uma cromatografia imediatamente apos o
preparo do extrato. Existem muitas possibilidades para o isolamento de qualquer
proteina, muitas vezes envolvendo mais de uma cromatografia. A amostra pode
também passar por tratamento térmico, lavagem com solventes, filtracdo, entre
outros. Um método bastante empregado para a eliminacdo de contaminantes € a

precipitacdo de proteinas.

A precipitacdo de proteinas consiste em remover contaminantes da amostra
por adicdo crescente e gradual de um agente que seja capaz de remover diferentes
proteinas em diferentes fracdes da amostra. E possivel precipitar proteinas por
adicdo de solventes organicos (etanol, propanona), por alteracdo do pH adicionando
acidos ou bases ou através da adicdo de sais geralmente inertes. A precipitacao
salina é uma técnica que € muito empregada para a remocdo de contaminantes de
uma amostra antes do uso de um método mais acurado de isolamento de proteinas.
E usado principalmente em extratos de tecidos animais e vegetais, geralmente

usando sais inertes como o cloreto de sédio e o sulfato de amodnio.

A precipitacdo salina se baseia no principio de salting out, que € a capacidade
de remover proteinas do estado solavel por adicdo de sal. Quanto maior a

quantidade de sal adicionada a uma solucéo contendo proteinas, maior a quantidade
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de interag@es intermoleculares entre a 4gua e o sal, que € mais facilmente solvatado
do que as proteinas. As proteinas passam a competir com o sal pelas interacfes
com o solvente, geralmente ligacoes de hidrogénio e forcas de Wan Der Walls, que
as mantém em solucgéo. E possivel precipitar algumas proteinas isoladamente com
uma quantidade precisa de sal enquanto as outras permanecem em solucdo, mas é
uma técnica que € usada para remoc¢ao ampla de contaminantes, ndo é esperado o
isolamento de proteinas apenas com o uso da precipitacdo por ser uma técnica de

baixa resolucéo.

A precipitacdo de proteinas é muito empregada nos trabalhos de isolamento
de tripsinas, pois € um método de grande capacidade e pode remover boa parte dos
contaminantes de um extrato antes que possa ser feita um método mais preciso de
isolamento (BOUGATEF, 2013). Diferentes autores aplicam precipitacdo proteica
para diminuir a quantidade de contaminantes do extrato. Freitas-Junior et al. (2012)
aplicou tratamento térmico do extrato bruto do ceco pilérico do pirarucu, mantendo-o
aquecido a 45°C por 10 min, seguido de centrifugacdo a 4°C. Depois disso foi feita
uma precipitacao salina com sal sulfato de aménio em trés fracdes. Lu et al. (2008) e
Bezerra et al. (2005) Também executaram fracionamento salino com sal sulfato de
amonio em trés fracbes do extrato, tendo Bezerra anteriormente usado tratamento
térmico prévio. Ja Esposito et al. (2009) aplicou aquecimento no extrato bruto dos
intestinos e cecos piléricos do C. Macropomum e posteriormente usou etanol para

separa 0s constituintes dos extratos em 3 faixas.
2.3.3 Cromatografia por filtracdo em gel:

A cromatografia liquida de proteinas é a técnica de isolamento mais
empregada atualmente. Existem diversas rotas de purificacdo que utilizam um ou
mais métodos cromatograficos. Na cromatografia de proteinas € necessario ao
menos uma bomba de fluxo para eluir a amostra com a fase mével, uma coluna
cromatografica contendo a fase estacionaria e algum meio de coleta das fracbes
geradas na cromatografia. Atualmente, € crescente o uso de sistemas
cromatograficos automatizados, com uma grande variedade de tipos de resinas a

serem usadas como fases estacionarias. As resinas produzidas industrialmente sao
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compostas por polissacarideos, possuindo ou néo residuos de acrilamida em suas

cadeias.

Essas resinas sdo produzidas como varias microesferas, que além dos
polissacarideos estruturais, podem possuir ou ndo grupos quimicos com uma grande
variedade de caracteristicas, que sdo escolhidas pelo tipo de cromatografia a ser
executada. As solucdes de corrida das cromatografias liquidas de proteinas
geralmente sdo solugbes-tampdo aquosas de molaridades e pHs variados a
depender do tipo de cromatografia e do tipo de amostra a ser aplicada. As amostras
geralmente séo eluidas no mesmo tampao em que foram extraidas, para assegurar

a manutencao das caracteristicas da enzima nativa.

7

A cromatografia por filtracdo em gel ou exclusdo molecular € um tipo de
cromatografia que consiste em separar os constituintes de uma amostra através de
sua massa molecular. As resinas de filtracdo em gel apresentam particulas com
varios microporos de diferentes diametros, onde as moléculas menores passam
pelos menores poros e as maiores moléculas pelos maiores poros. A partir do
momento em que a amostra é aplicada no topo de uma coluna de filtracdo em gel,
seus componentes avancam ao longo da coluna em diferentes velocidades, fazendo
movimentos em “zigue-zague”. As moléculas maiores avancam mais rapidamente ao
longo da cromatografia porque essas moléculas podem atravessar apenas 0S poros
maiores presentes nas particulas da resina. Ja as moléculas menores permanecem
mais tempo nas pequenas passagens existentes no interior das microeferas, pois ha

uma maior variedade de caminhos ao longo destas.

A filtracdo em gel é uma técnica cromatografica ndo adsortiva, geralmente
usada para separacdo por grupos ou dessalinizacdo de amostras, pois a
cromatografia consiste em separar as moléculas por massa, sem que haja
interacdes significativas de quaisquer componentes da amostra com a resina.
Entretanto, componentes de uma amostra podem exibir afinidade com a fase
estacionaria, ainda que isso seja indesejado. Para diminuir a chance de interacao
entre amostra e fase estacionaria, recomenda-se entdo para as solucdes de corrida
usadas nesse tipo de cromatografia que sejam preparadas com 0,5 M de sal cloreto

de sbdio, pelo menos.
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O volume de amostra que pode ser aplicado nesse tipo de cromatografia é
pequeno em comparagdo com outros tipos de cromatografia, variando de 0,5 a 4%
do volume total da coluna. A recomendacéo geral é de aplicacdo de no maximo 2%
do volume da coluna e 0,5% para a separacao de complexos. Recomenda-se antes
da aplicacdo centrifugar a amostra para a remoc¢do de particulas em suspensao.
Mesmo em sistemas automatizados, a aplicagcdo de amostra em coluna de excluséo
molecular pode ser feita manualmente, com a aplicagdo sobre o topo da coluna

diretamente na resina.

Apl6s a entrada completa por gravidade da amostra na resina, € iniciada a
corrida cromatogréafica em um determinado fluxo. Além do volume de amostra, outro
parametro que pode ser alterado para aumentar a resolucdo de uma cromatografia
de exclusdo molecular é a altura da coluna, de forma que a resolucdo aumenta num
fator de dois ao quadruplicar a altura do leito. Quanto maior a coluna, maior a
resolucdo. O fluxo também influi na resolucdo da filtracdo em gel de forma que
guanto menor a vazao, maior tende a ser a resolucdo. No entanto, diminuir o fluxo
acarreta uma diminuicdo da velocidade da cromatografia. O tamanho dos beads, ou
seja, das microesferas da resina também afeta a resolucdo, mas é um parametro

definido pelo fabricante e ndo pode ser alterado em laboratorio.

A medida que o fluxo se inicia, os diferentes constituintes da amostra
avancam pela coluna através dos microporos da resina, mais rapidamente os
maiores e mais lentamente os menores. Uma vez iniciada a cromatografia, o
solvente que percorre a coluna durante a corrida é coletado em tubos que podem
ser de diferentes materiais. Uma vez estabelecido quantos volumes de coluna a
percorrerdo, normalmente 1 a 1,5 volume de coluna, é estabelecido qual o volume
de cada fracéo a ser coletado em cada tubo. Quanto maior o fracionamento, maior a
chance de obter éxito no isolamento de qualquer proteina, portanto, sendo

necessario um maior numero de fracbes a medida que o volume das fracdes diminui.

As maiores proteinas de uma amostra saem da coluna na mesma velocidade
de fluxo da fase movel, numa regido do cromatograma que é o volume morto ou
void. O volume morto € o volume resultante da subtracdo do volume total do volume

atil de cromatografia, que equivale a aproximadamente 30% do volume das colunas
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de filtracdo em gel. A resolugéo de um pico de absorbancia no comprimento de onda
de 280 nm é dada pela largura do pico a meia altura, onde quanto mais fino um pico,
melhor a resolucdo em sua separacdo. Teoricamente, os constituintes de uma
amostra seriam todos eluidos apés um volume de coluna. Entretanto, alguns
constituintes de uma amostra podem interagir com a matriz fracamente, aumentando
sua retencao e possibilitando a saida de algumas moléculas apés um volume de
coluna. Apos o uso da coluna, ela deve ser lavada com no minimo um volume de
agua ultrapura e depois com metanol ou etanol a 20% no minimo, onde deve ser

mantida enquanto a coluna néo estiver sendo usada.

No isolamento de tripsinas, podem ser usadas resinas de diferentes tipos para
cromatografar as amostras. S&80 comuns 0s usos de cromatografias de troca
anionica e de exclusdo molecular no isolamento de tripsinas de diferentes espécies
de peixes. Sriket et al. (2012) descreveu uma rota com uma coluna de troca aniénica
Q-Sepharose, uma coluna de exclusdo molecular Sephadex G-75 e uma trocadora
anionica forte, que € a coluna de resina mono-q. Costa et al. (2013) executou um
unico procedimento cromatografico com cromatografia de exclusdo molecular
Sephadex G-75 em seu trabalho. Ktari et al. (2012) usou duas cromatografias na
rota de isolamento, uma filtracdo em gel Sephadex G-100 e uma trocadora de
anions mono-q e Nasri et al. (2012) relatou o uso de uma Unica cromatografia de
filtracdo em gel no isolamento de tripsina da espécie Z. ophiocephalus. Também séo
usadas counas de afinidade para o isolamento das tripsinas, como exemplo, O
trabalho de Shi, Marshall e Simpson (2007) que realizaram um isolamento com uma
Unica cromatografia por afinidade com resina contendo SBTI. Freitas-Junior et al.
(2012) também definiu sua rota de isolamento de tripsina com uma coluna de
afinidade, esta composta de agarose e benzamidina, que foi executada apés uma

filtracdo em gel.
2.4 Enzimas:

Enzimas sdo catalisadores biolégicos de reacbes especificas que agem, do
ponto de vista termodinamico, por meio de diminuicdo da energia de ativacao, que é
a barreira energética que deve ser alcancada pelos reagentes para que estes se

convertam em produtos. A grande maioria das enzimas € proteica, com a excegao
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notavel das ribozimas, que sdo complexos com propriedade catalitica formado de
RNA. A energia de ativacdo de uma dada reacdo para a conversao de reagentes em
produtos é a energia livre de Gibs, representada pelo simbolo AG. E a energia livre
gue define se uma determinada reacdo é espontédnea ou ndo, ou seja, se é uma
reacdo favoravel. Uma reacdo espontanea sempre possui um AG negativo. No
entanto, uma reacdo espontanea ndo necessariamente € uma reacdo rapida. De
fato, vérias reacdes espontadneas sdo muito lentas de se ocorrer fora do meio

bioldgico.

Uma enzima é uma molécula que em um microambiente é capaz de
estabilizar meta-estados ou estados de transicdo de forma a orientar a conversao de
reagentes em produtos. Quando estamos falando de reacdes catalisadas por
enzimas, a molécula para a qual a enzima possui afinidade € o substrato, e a
maioria das enzimas agem apenas em um unico substrato e catalisam essa reacao
em velocidade muito maior do que se estivesse ocorrendo de forma esponténea. A
enzima apenas aumenta a velocidade de uma reacgao, ela nunca consegue alterar o
equilibrio entre substrato e produtos. Obter determinados metabdlitos a partir de
reacdes enzimaticas, ser capaz de transformar moléculas do ambiente é uma
caracteristica importante de seres vivos, e também para industria em variadas areas,
pois reacOes catalisadas por enzimas sao meios rapidos de obter em quantidades
maiores certos produtos. Isso se deve também ao fato de que uma enzima é capaz
de catalisar inUmeras vezes aquela reacdo que ela facilita sem que a enzima seja

perdida no processo.

A reacao de transformacédo de substratos e produtos por meio de uma enzima

pode ser representada da seguinte forma:
E+S S5 ES S EP S E+P

Onde E é a enzima, S é o substrato e P é o produto. Resultante de um
primeiro contato entre enzima e substrato, temos a formacdo de um complexo ES
gue pode ou ndo se converter no complexo EP, que seria uma etapa antes da
liberacdo de produtos e enzimas livres. Entre a conversdo de ES em EP temos a
presenca de uma espécie quimica que faz interacbes fracas em um bolsdo da

enzima que é chamado de sitio ativo. Pode ser necessaria a formagcdo de mais de
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uma estrutura intermediéria no sitio ativo, que sao produzidas por consequéncia das
interacdes fracas entre aminoacidos envolvidos na reacgdo catalitica e o substrato,
estabilizando meta-estados e orientando para a formacdo de produtos. Em
condicdes 6timas para a enzima, a formacdo de um complexo ES leva a formacao
de EP que gera produto e enzima livres. A frequéncia com que a interagdo entre
substrato e enzima ndo resulta na formacdo de produtos é pequena, ja que as
constantes das reacdes no sentido dos produtos sdo maiores. Enzimas, em
condicdes propicias podem ser usadas para produzir moléculas que elas
normalmente usam como substratos, como ja foi realizado com as lipases que
podem ser usadas como sintetizadores de triacilglicerdis ou tripsinas usadas para
formar ligag6es peptidicas.

Algumas enzimas podem precisar de moléculas ou ions metalicos associados
a sua estrutura tridimensional para executar a sua funcao de catalise. As moléculas
gue se associam a porcao polipeptidica das enzimas para que essa desempenhe
sua funcdo sdo chamadas de coenzimas, que sdo vitaminas ou derivados dessas
moléculas, enquanto os ions metalicos que agem na protecdo a desnaturacao e na
capacidade de catalise dessas enzimas sdo chamados de cofatores. A porcao
polipeptidica isolada € chamada de apoenzima, que associada ao seu cofator, é
chamada de holoenzima. O sitio ativo das enzimas é uma regido que se liga ao
substrato e aos cofatores e contém residuos de aminoacidos que agem sobre o

substrato por meio de formacéo e quebra de ligagdes.

Embora haja muitos tipos diferentes de enzimas, com mecanismos de acéo e
funcdes variadas, ha algumas generalizacdes com relacdo ao sitio ou local ativo da
enzima. A primeira delas € que o centro ativo € uma fenda tridimensional composta
por diferentes partes de residuos de aminoacidos da enzima. O centro ativo é uma
parte pequena da molécula com relacdo ao volume total, sendo o Unico local da
enzima em contato com o substrato, mesmo que as enzimas sejam moléculas
relativamente grandes. O restante da enzima é o alicerce para a constru¢do dessa
regido ativa da enzima, que podem conter outras regides de regulacéo, de interacéo
proteica e canais. O espaco na fenda do sitio ativo € muito pequeno e em geral,
mesmo a agua que circunda a maior parte do ambiente externo ao sitio ativo nao

esta presente, a menos que ela seja um reagente.
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Os substratos se ligam ao sitio ativo por meio de ligacdes fracas, dentre as
guais podem participar ligagdes de hidrogénio, forcas de Wan Der Walls, interacdes
eletrostaticas e interacdes hidrofébicas. A especificidade de uma enzima ao seu
substrato depende do arranjo de por¢des de diferentes aminoacidos no local ativo da
enzima, de forma que a enzima seja capaz de englobar o substrato no sitio para a
sua conversao nos produtos. A enzima precisa ter flexibilidade para que o substrato
chegue ao sitio ativo e possa ser convertido em produto (BERG; TYMOCZO;
STRYER, 2012).

A cinética enzimatica estuda as reacdes catalisadas por enzimas e, portanto
as interacbes entre a enzima e 0 substrato em questdo, mas principalmente a
velocidade das reagfes enzimaticas. A velocidade das reagbes enzimaticas € obtida
por reacOes efetuadas in vitro, ou seja, por reacbes realizadas em condicbes
controladas fora de um sistema vivo, sendo essa velocidade calculada pelo
observador em detrimento da conversédo de substrato a produtos em dado periodo
de tempo. As condicdes para o calculo da velocidade maxima (Vmax) de uma reacéo
enzimatica sdo basicamente uma baixa concentracdo de enzima fixa que é
submetida a crescentes concentracbes de um substrato (S). Outro conceito
importante relativo a cinética é o da velocidade inicial (Vo) que pode ser obtido pelo
monitoramento de 60 segundos de reacdo em concentracdes de enzima na ordem
de nanomols e concentracfes de substrato pelo menos 5 vezes maiores que as da
enzima. Em concentracfes baixas de S, o Vo aumenta de forma linear em resposta
ao aumento do substrato, j& em concentracdes altas em relacdo a enzima se
observa um acréscimo cada vez menor com a adicdo de substrato. Quando a
atividade se torna constante independente do aumento de concentracdo do
substrato, é alcancada a velocidade maxima (Vmax). Abaixo a equacao que calcula a

constante de Michaelis-Menten ou Km:

_ Vmax [S]
" [S]+Km

O Km é um dado experimental que pode ser obtido para qualquer enzima e
gualquer substrato e denota a concentracdo em que a enzima alcanca metade da
velocidade maxima da reacdo. Em geral, quanto menor o Km, maior é a velocidade

de converséo do substrato pela enzima em questdo. O Km pode ser determinado
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para todas as enzimas exceto aquelas que possuem sitios alostéricos, portanto para
as enzimas regulatérias ndo é possivel estabelecer esses dados a partir da equacéo
de Michaelis-Menten, sdo as enzimas alostéricas, de comportamento nao

Michaeliano.

As enzimas sao classificadas de acordo com NC-IUBMB (Nomenclature
Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology) em seis
classes diferentes: Oxidorredutases, Transferases, Hidrolases, Liases, Isomerases e
Ligases. Essa divisdo se baseia no tipo reacdo catalisada pela enzima.
Oxidorredutases catalisam reacfes de Oxido-reducdo, transferases transferem
grupos quimicos entre moléculas, hidrolases quebram ligacdes por meio de adi¢édo
de moléculas de agua, liases removem agua, ambnia e dioxido de carbono por
guebra de ligacdes duplas, isomerases convertem moléculas em seus isdmeros e
ligases ligam substratos para gerar produtos. Para cada enzima ha um nimero que
a identifica segundo a EC (Enzime Comission), que é representado pela sigla E.C.,
seguido de quatro algarismos, separados por pontos que, da esquerda para a
direita, correspondem ao tipo de reacdo que catalisa, o tipo de substrato, os
residuos envolvidos na reacdo e um numero que a identifica das demais de mesmo
grupo (NELSON; COX, 2014).

2.5 Tripsina:

2.5.1 Aspectos bioquimicos e fisiolégicos:

As enzimas digestivas mais importantes sdo proteases acidas estomacais e
proteases alcalinas intestinais. A tripsina (EC 3.4.21.4) é uma das principais
proteases presentes em cecos pildricos e intestinos de peixes (SILA et al., 2012). A
tripsina foi a primeira enzima descoberta e provavelmente a mais bem caracterizada
de todas (BOUGATEF, 2013). Na classificacdo EC, todas as proteases sdo de
classe 3.4, que sdo hidrolases que agem sobre ligacbes peptidicas, sendo as
proteases 3.4.11-19 todas exopeptidases, que agem em residuos nas extremidades
da cadeia peptidica e 3.4.21-24 codificando para as endopeptidases, que sé&o
enzimas que desfazem ligacBes entre aminoacidos no meio da cadeia (BOUGATEF,
2013). Exopeptidases podem agir em extremidades carboxilicas ou aminicas, sendo

denominadas carboxipeptidases  ou aminopeptidases, respectivamente.
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Exopeptidases geralmente séo ligadas a membrana celular ou séo intracelulares e
tem seu uso como produto dificultado (BOUGATEF, 2013).

E uma enzima da familia das serina-proteases em que o mecanismo catalitico
esta relacionado a trés residuos de aminoacidos presentes no sitio catalitico, que
sdo os residuos de aspartato, histidina e serina. As tripsinas sdo ativas sobre
regibes carboxilicas de residuos de arginina e lisina envolvidos em ligacdes
peptidicas, desfazendo ligacGes peptidicas por reacdes de hidrélise (RYPNIEWSKI
et al., 1994). A tripsina é uma das trés principais serino-proteases digestivas, sendo
a segunda a quimotripsina, que quebra ligacbes peptidicas envolvendo os
aminoacidos aromaticos triptofano, fenilalanina e tirosina. A terceira das serino-
proteases alcalinas mais importantes é a elastase, que age sobre aminoacidos com
cadeias laterais de menor tamanho, séo a glicina, a valina e a alanina. A preferéncia
da elastase pelos aminoacidos menores esta ligado ao menor volume de seu sitio
catalitico (YANG et al., 2015).

A figura mostra a reacdo de catalise da tripsina. O mecanismo catalitico da
tripsina depende dos residuos de serina, histidina e aspartato nas posi¢coes 195, 57
e 102 na estrutura primaria, respectivamente. Existe a participacdo de outros dois
residuos, um de serina e outro de glicina que ancoram o polipeptideo no sitio de
ligacdo através de interacdes de hidrogénio com o oxigénio da carboxila presente
nos residuos de arginina ou lisina. Para a acdo hidrolitica da tripsina, € importante
gue uma hidroxila desimpedida do residuo de serina no sitio catalitico se ative
através de desprotonacdo decorrente da proximidade dessa hidroxila do anel
imidazdlico da histidina, que também interage com a carboxila da cadeia lateral do
aspartato do sitio por ligacdo de hidrogénio. Na presenca do polipeptideo no sitio, o
oxigénio da serina ataca o carbono do grupo carbonil, e o proton deslocado da

ativacao da serina é acomodado em um nitrogénio da cadeia lateral da histidina.

E gerado entdo um intermediario tetraédrico que desloca um par de elétrons
para o oxigénio do grupo carbonil, tornando-o parcialmente negativo, que €
estabilizado pelas interacdes no bolsdo chamado oxianion, onde estédo a glicina e a
serina a interagir com o polipeptideo (NELSON; COX, 2014). Quando a dupla

ligacdo no grupo carbonil é restaurada por rearranjo de pares de elétrons, rompe-se
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a ligacé@o peptidica entre o carbonil e o grupo amino, facilitada pela protonacdo do
anel imidazolico da histidina. A agua presente no sitio é desprotonada, onde a
hidroxila efetua um novo ataque nucleofilico ao carbono carbonilico, juntamente com
uma nova protonacgdo da cadeia lateral da histidina, que levam a formag¢ao de um
intermediario tetraédrico. A ligacdo dupla carbonilica € novamente restaurada,
colocando a serina do sitio catalitico no seu estado inicial e liberando a segunda
parte do polipeptideo no meio, condicionando a enzima para a proxima hidrolise.

Figura 2. llustracdo do mecanismo de catélise das serinas proteases.
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Fonte: Redstrom, 2002.

A tripsina age como uma proteina digestiva no intestino, ndo apenas nos
peixes, mas também em mamiferos, com a capacidade de ativar outras enzimas
digestivas além de ativar mais moléculas dela propria. No caso de animais
superiores, como mamiferos e aves, a tripsina € produzida no pancreas (DEVLIN et
al., 2011; RYPNIEWSKI et al., 1994), enquanto nos peixes as tripsinas podem ser
produzidas no intestino, cecos pildricos ou hepatopancreas (BOUGATEF, 2013). A
estrutura e propriedades de tripsinas de mamiferos vém sendo muito estudadas ao
longo dos anos (KOSSIAKOF et al., 1977).

Muitas tripsinas e enzimas tripsina-similes ja foram isoladas e caracterizadas
de invertebrados marinhos, peixes de aguas frias e tropicais (JELLOULI et al., 2009;
LU et al., 2008; KANNO et al., 2010; BEZERRA et al., 2001; MARCUSCHI et al.,
2010; SANTOS et al., 2016; KLOMKLAO et al., 2006; SILVA et al., 2011). Embora as

tripsinas de peixes sejam bastante semelhantes as enzimas correspondentes em
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mamiferos, sdo relatadas variagcbes em suas eficiéncias cataliticas e sua estrutura
(FONG; CHAN; LAU, 1998). As proteases de peixes vém apresentando maiores
atividades cataliticas em uma faixa ampla de pH e temperaturas com concentracées
relativamente menores (SHAHIDI; KAMIL, 2001; HAARD; 1998).

Para saber se ha tripsina em uma amostra, é necesséario alguma forma de
detecta-la, portanto ao fazer extratos e nas fracdes geradas pelos métodos de
separacédo de proteinas, sdo usados substratos cromogénicos. Sao substancias que
mimetizam substratos naturais das enzimas e que ao serem clivados, liberam
substancias capazes de produzir uma determinada coloragdo. Existem substratos
cromogénicos que podem ser usados para verificar se ha tripsina em uma amostra e
também para quantificar sua atividade.

Ainda que os substratos ndo reproduzam com exatiddo a interacdo entre
proteinas reais e a tripsina, eles sao ferramentas importantes nos estudos de
caracterizacado bioquimica. Um substrato comercial usado para caracterizacdo da
tripsina bem como sua deteccdo em amostras € o Na-Benzoyl-L-arginine-p-
nitroanilide (BapNa). Como mostrado na figura, a tripsina ao interagir com o grupo
carbonil da molécula, leva a uma reacado de hidrdlise da ligagcdo envolvendo esse
grupo, que libera a p-nitroanilida, que € um composto cromoforo que absorve luz no
comprimento de onda em torno de 410 nm, enquanto reflete a cor amarela na

solucdo enzimatica como resposta positiva a presenca da tripsina.

Figura 3. llustragc&o de reacéo geral da hidrolise do BapNa pela tripsina.
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Fonte: Hinterwirth; Lindner; Lammerhofer, 2012.
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As serinas proteases sao inibidas por di-isopropil fosfofluoreto (DFP) e
tendem a apresentar atividade em pH neutro e basico, de uma forma geral, se
tornando inativas ou instaveis em pH &cido (SIMPSON, 2000; FUCHISE et al.,
2009). O fenil-metil-sufonil-fluoreto (PMSF) é outro inibidor inespecifico de serinas
proteases, enquanto o inibidor de tripsina da soja (SBTI) e a aprotinina séo

inibidores especificos das tripsinas.

As tripsinas existem em diferentes espécies de peixes, que podem produzir
mais de uma isoforma dessa enzima e possuem massa molecular frequentemente
variando entre 22 kDa e 30 kDa, com atividades 6timas em temperaturas variando
de 35 a 65°C e faixas 6timas de pH de 7,5 a 11. Alguns estudos foram feitos para a
elucidacdo do efeito de ions metéalicos sobre as tripsinas, onde o sédio e 0 potassio
geralmente n&o alteram a atividade de tripsinas de forma significativa e Cd**, Co** e
Hg?* possuem sabidamente capacidade de inibir parcialmente as tripsinas por
mecanismo de interacdo desses ions divalentes com grupos sufidrila da tripsina, que
sdo pontos da molécula importantes para a sua atividade (BEZERRA et al., 2001,
2005; BOUGATEF et al., 2007; SOUZA et al., 2007). Ag®* e Hg?* podem mudar a
carga elétrica de reagentes envolvidos nas reacfes catalisadas pelas tripsinas,
podendo aumentar a fase de contato entre a enzima e os reagentes (BOUGATEF et
al., 2010; JELLOULI et al., 2009; KTARI et al., 2012).

Os ions célcio divalentes sdo importantes para estabilidade de tripsinas de
peixes, bem como para aquelas de mamiferos (KISHIMURA et al., 2006). Existem
dois sitios de ligac&o do tripsinogénio bovino com o célcio, um que esta presente na
forma ativa e na inativa e outro exclusivo do tripsinogénio, onde o primeiro sitio
ocupado com o calcio é capaz de proteger a enzima de desnaturacdo térmica e
autdlise (BOUGATEF, 2013). O aumento da atividade das tripsinas quando em
presenca de ions divalentes de calcio talvez ocorra devido ao fortalecimento de
interacdes no interior da enzima e por ligacdo do calcio a locais suscetiveis a
autdlise (BOUGATEF, 2013). O célcio é capaz de aumentar a estabilidade térmica
das tripsinas, algo que aumenta a viabilidade das proteases, pois elas tendem a
aumentar sua atividade em altas temperaturas (BOUGATEF, 2013). O calcio
também induz a tripsina a uma estrutura mais compacta (KIM et al., 1994;
KLOMKLAO et al., 2004).
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Proteases alcalinas vém ganhando importancia ao longo dos ultimos anos por
serem enzimas com notavel resisténcia térmica, pHs extremos e presenca de
agentes desnaturantes como surfactantes e agentes oxidantes (KLOMKLAO et al.,
2006). Como os peixes sdo animais poiquilotermicos, dependem da adaptacdo de
suas enzimas a temperatura ambiente (LU et al., 2008), de modo que eventualmente
sdo encontradas proteases de peixes de ambientes frios exibindo maior atividade
enzimatica em baixas temperaturas que as enzimas encontradas em mamiferos
(AHSAN; WATABE, 2001; KRISTJANSSON, 1991). Enzimas com alta atividade em
baixas temperaturas podem ser apropriadas o processamento de alimentos de

origem animal, como carnes e laticinios (HAARD, 1992).
2.5.2 Aplicages biotecnoldgicas:

Proteases sdo moléculas muito importantes, representam aproximadamente
50% de todas as enzimas usadas na industria (TURK, 2006). Ha muitas
possibilidades de utilizacdo dessa classe de enzimas, como na industria de
detergentes, alimenticia, agroquimica e farmacéutica entre outras (GUPTA; BEG;
LORENZ, 2002; ZUKOWSKI, 1992). Proteases podem ser obtidas de diferentes
organismos, como animais, plantas e bactérias, e varios estudos mostram que as
visceras de peixes podem ser fontes de proteases alcalinas (FREITAS-JUNIOR et
al., 2012). A Aplicacédo de serino proteases vem sendo realizadas na indastria de
detergentes, alimenticia, farmacéutica, processamento de couro e seda
(KLOMKLAO et al., 2005). A utilizacdo de visceras de peixe para a obtencdo de
enzimas alcalinas pode ser uma alternativa ecologicamente interessante de diminuir
a poluicdo pelo descarte desses residuos e minimizar perdas econémicas
(BOUGATEF et al., 2007; SOUZA et al., 2007).

As tripsinas podem ser usadas para amadurecimento do queijo, producéo de
hidrolisados proteicos, producdo de tempero de soja, recuperacdo de proteinas da
carcaca de peixes apos filetagem (SOUZA et al., 2007). Também podem ser usadas
para recuperacdo de carotenoides de residuos de consumo e processamento de
camardo (SILA et al., 2012). Incorporacdo em formulacdes de detergentes,
processamento de couro, na industria quimica e mesmo no tratamento de residuos
(BOUGATEF, 2013).
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Também sao utilizadas na desagregacao de células de cultura de mamiferos,
na producdo de proteinas recombinantes, na terapia contra canceres, para
tratamento de acne, feridas de presséo, para auxilio na digestao, no tratamento de
dores, inflamacado, artrite, tendinites, Ulceras e hemorroidas. S&o usadas no
diagnéstico de diabetes, producao de hidrolisados proteicos e amaciadores de carne
comerciais (SHI; MARSHALL; SIMPSON, 2007).

A utilizacdo das tripsinas e de outras enzimas alcalinas é especialmente
importante para a fabricacdo de detergentes para lavagem de roupas, pois podem
hidrolisar proteinas em manchas de diferentes fontes, como sangue ou leite, sendo
60% de toda a encomenda da tripsina no da industria € no uso em férmulas de
limpeza (BOUGATEF, 2013). Uma enzima destinada a ser incorporada em
formulagbes de detergentes deve manter-se ativa e estavel em diferentes
temperaturas (BANIK; PRAKASH, 2004). Também deve ser compativel com
diferentes componentes da formulacdo de detergentes, que pode envolver
surfactantes, agentes oxidantes e outras substancias potencialmente hostis as
proteinas (KUMAR; TAKAGI, 1999; GUPTA et al., 1999).
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3 OBJETIVOS:

3.1 Objetivos gerais:

Isolar e caracterizar a tripsina da espécie Scomberomorus brasiliensis.
3.2 Objetivos especificos:

1 - Identificar o local de producao e armazenamento da(s) tripsina(s);
2 - Preparar extrato do(s) tecido(s) produtor(es) da tripsina;

3 - Fazer separacdo de fracOes do extrato por meio de precipitacdo de

proteinas;

4 - Aplicar a(s) fracdo(6es) com maior concentragdo de tripsina em
cromatografia liquida rapida de proteinas;

5 - Confirmar pureza e massa molecular aproximada da(s) tripsina(s);
6 - Avaliar resisténcia térmica e temperatura 6tima;

7 - Avaliar resisténcia ao pH e pH 6timo;

8 - Montar curva de cinética enzimatica;

9 - Fazer testes de inibicdo com diferentes inibidores enzimaticos.
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4 MATERIAIS E METODOS:

4.1 Obtencéo das visceras:

Visceras foram obtidas de espécimes destinados a consumo humano da vila
dos pescadores da praia de Jaragua, Maceid, Alagoas. Os animais tiveram visceras
do tubo digestivo retirados apds captura, que foram congeladas e transportadas em
isopor com gelo até o laboratdrio, onde foram mantidos a -20°C até o momento de
processamento do material. Todos os experimentos foram aprovados pela CEUA
sob o nimero 70/2017.

4.2 Preparo de extratos brutos:

Foram feitos extratos brutos das visceras de provavel obtencdo da tripsina,
especificamente da porcdo anterior do intestino, dos cecos piléricos e da porcao
posterior do intestino, por meio de recorte das visceras, adicdo de tampéo Tris-HCI
50 mM pH=8.0 numa proporcdo de 1g para 1 mL de solucdo tamponante. Apds
homogenizacgéo da viscera com as visceras cortadas e homogeneizadas com bastéao
de vidro em tampéao A, foram feitas duas centrifugacdes a 15000 xg, 15 min, a 4°C,
coletando o sobrenadante e descartando o precipitado. O sobrenadante final apos

as centrifugacdes foi chamado de extrato bruto.
4.3 Atividade enzimética:

O Teste de atividade para a enzima foi feito apds o preparo dos extratos
brutos para saber qual estrutura continha a enzima de interesse e, posteriormente,
apos cada passo do isolamento da enzima, com a adi¢do de 10 uL de enzima ou 10
uL de uma diluicdo de 1:100 no caso das reacbes com o extrato bruto e fracbes de
precipitacdo salina. Também foram adicionados 2 uL de uma solugcéo de 50 mM de
BapNa (Na-Benzoil-D,L-arginina-4-nitroanilida) e 488 uL de tampao Tris-HCI 50 mM
pH=8,0 encubados a 37°C, por 40 min, sendo entdo adicionados 500 pL de acido
citrico a 20% para interromper a reacdo. As leituras foram feitas em triplicata em

comprimento de onda de 410 nm em espectrofotbmetro.
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4.4 Precipitagdo salina:

No extrato com maior atividade foi realizado o fracionamento por meio de
adicao de sal sulfato de aménio em cinco faixas, 0-20%, 20-40%, 40-60%, 60-80% e
80-100%, de acordo com em Santos et al., 2016 com modificagbes. As
centrifugagbes foram feitas com 15 min, a 15000 xg, 4°C. A fragdo com melhor
atividade foi aplicada em uma coluna para cromatografia de proteinas.

4.5 Cromatografia por exclusédo molecular:

Foi aplicada a fragdo de maior atividade advinda da precipitagdo salina em
uma coluna de exclusao molecular com resina Sepharose S-100, com fluxo de 0,1
mL/min, volume de leito de 50 mL, nas dimensdes de 60x1 cm conectado a um
sistema AKTA (GE). Ap6s o equilibrio da coluna com 1,5 volume de coluna, foi
aplicado o volume de 300 uL da fracdo escolhida, dando inicio a cromatografia onde
foram coletados 2 mL por fracdo. Das fragcbes foram avaliadas a presenca de
proteina pela absorbancia da amostra no comprimento de onda de 280 nm e a
atividade pela hidrolise do BapNa. As fracbes com atividade para o substrato

cromogénico da tripsina foram levadas a eletroforese.

4.6 Eletroforese (SDS-PAGE):

Foi feita uma eletroforese em condicdo redutora em géis de poliacrilamida de
empilhamento e separacdo nas concentracbes de 5 e 15% respectivamente,
segundo descrito em Laemmli, 1970. O tampédo das amostras continha de 0.5 M
Tris-HCI pH 6.8; 2% SDS; 10% Glicerol; 5% 2-Mercaptoetanol; 0,001% de azul de
Bromofenol e aquecida por 5 min a 100°C. A corrida foi feita a voltagem constante
de 90 mV e a revelacdo das proteinas foi feita por exposicdo do gel a solucdo de
comassie blue G-250 4% em overnight seguida imersdo em solucdo descorante
composta por 10% de acido acético, 40% Metanol e 50% de H2O. Foi utilizado

padrdo de massa molecular Rainbow (GE).
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4.7 Temperatura Otima:

A curva de temperatura 6tima foi obtida a partir de reacbes enzimaticas
compostas por 10 uL de enzima, 390 uL de tamp&o Tris-HCI| pH=8,0 50 mM e 100
solucéo reveladora (2 uL de BapNa em concentracdo de 50 mM + 98 uL de tampéao
Tris-HCI pH=8,0 50 mM) que foram encubadas por 180 min nas temperaturas de 30,
40, 50, 60 e 70°C. Para cada temperatura testada foi feita uma triplicata. Para
interromper as reacdes, foram adicionados 500 uL de acido citrico a 20%.

4.8 pH Otimo:

Foi obtida uma curva de atividades em diferentes pHs através do preparo de
reacdes enzimaticas compostas por 10 uL de enzima, 390 uL de tampé&o de teste e
100 uL de solucéo reveladora (2 uL de BapNa em concentracdo de 50 mM + 98 uL
de tampao de teste) de solu¢gbes tampao nos pHs 4,5,6,7,8,9 e 10. Para os pHs no
intervalo de 4 a 6 foram usados tampdes de teste Acetato-NaOH, no pH 7 foi usado
tampéao Fosfato-NaOH, no pH 8 foi usado o tamp&o Tris-HCI, enquanto nos pH 9 e
10 foram usados tampdes Glicina-NaOH. Foram feitas triplicatas das reacdes de
atividade pra cada pH, todas encubadas por 180 min a 50°C e interrompidas com a

adicdo de 500 mL de acido citrico a 20%.
4.9 Resisténcia térmica:

Foram feitas encubacdes de 10 uL de enzima em 390 uL de solucdo tampéao
Glicina-NaOH pH=9,0 a 100 mM por 60 min nas temperaturas de 30, 40, 50, 60 e
70°C. Apls a exposicdo as temperaturas de teste, foram adicionados 100 uL de
solucéo reveladora (2 uL de BapNa em concentracdo de 50 mM + 98 uL de tampé&o
Glicina-NaOH 100 mM) em cada triplicata, mantendo todas as reacfes agora sob a
temperatura de 50°C. As reacbes foram mantidas por 180 min e depois

interrompidas com a adicdo de 500 uL de acido citrico a 20%.
4.10 Resisténcia ao pH:

Foram feitas encubacdes de 10 uL de enzima em 390 uL das solucdes
tampdo a 100 mM nos mesmos pHs testados no experimento de pH 6timo por 60

min. Em seguida foram adicionados 100 uL de solucao reveladora (2 uL de BapNa
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em concentragao de 50 mM + 98 uL de tamp&o Glicina-NaOH 300 mM) em cada
triplicata de cada encubacgéo. Essas reagbes foram mantidas por 180 min a 50°C e
entdo interrompidas pela adi¢cdo de 500 uL de acido citrico a 20%.

4.11 Cinética enzimética:

Foram medidas as atividades da tripsina isolada adicionando 10 uL de enzima
em 390 uL de solucdo tampéao Glicina-NaOH 100 mM pH=9,0 e 100 uL da solucao
reveladora contendo o mesmo tampdo e concentracdes crescentes do substrato
cromogénico BapNa (0,016, 0,0313, 0,063, 0,125, 0,25, 0,5, 1, 4 e 6 mM). As
reacdes foram encubadas por 180 min, a 50°C em triplicata para cada concentragcao
e entdo encerradas com a adicao de 500 uL de acido citrico a 20%.

4.12 Inibicdo enzimatica:

As reacdes de inibicdo foram montadas em triplicata para quatro inibidores
diferentes e o controle positivo, sendo os inibidores o EDTA, 2-mercatoetanol, PMSF
e Benzamidina, todos em concentracdes nas respectivas reacdes de 8 mM. Primeiro
adicionou-se 20 uL de inibidor as misturas contendo 370 uL de solucdo tamponante
Glicina-NaOH pH=9,0 100 mM e 10 uL de enzima pura. No controle positivo foi
adicionado tampéao glicina-NaOH no lugar de quaisquer inibidores. Todas as
misturas foram emcubadas por 20 min, 50°C e em pH=9,0. Apdés o0 tempo de
encubacéo, as racdes receberam 100 uL de solucéo reveladora (2 uL de BapNa em
concentracdo de 50 mM + 98 uL de tampao Glicina-NaOH 300 mM), sendo entéo
novamente submetidas a 50°C e Tampao Glicina-NaOH pH=9,0 por 180 min. Por

fim, as reacdes foram encerradas por adi¢cdo de 500 uL de &cido citrico 20%.
4.13 Zimografia:

Foi feita o teste de atividade proteolitica da enzima através da producéo de
gel de poliacrilamida de acordo com Laemmli 1970, substituindo a agua por uma
solucdo de caseina a 0,4 %. Foi aplicada entéo a tripsina do S. brasiliensis com o
tampdo de amostra usado no SDS-PAGE, porém sem a presenca de 2-
mercaptoetanol e sem aquecer a amostra. A corrida foi feita a voltagem constante de

90 mV e apos o fim da eletroforse, o gel foi submetido a duas lavagens de 15 min
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cada em solucgéao de triton x-100 2,5%. A seguir, o gel foi mantido em tampéao glicina-
NaOH 100 mM pH=9,0 por 120 min. Ao término desse periodo, o gel foi imerso em
solucdo de comassie blue G-250 4% em overnight, sendo o gel descorado em
solucdo composta por 10% de acido acético, 40% Metanol e 50% de H20.

4.14 Quantificagcdo de atividade enzimatica:

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

formula abaixo:

(A-Ao)xvolume final de mistura (mL)x10°®

Atividade (U/mL)= 8800 xtempo de reagao (mim)x0,2 (mL)

8800 M™* cm™ é o coeficiente de extincdo do p-nitroanilina; A e Ag séo a leitura

das amostras e do branco a As10 Nm respectivamente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO:

5.1 Identificagcéo de estrutura produtora:

ApOs preparo e medida da atividade da tripsina nos diferentes extratos, foram
obtidos os seguintes resultados:

Tabela 1. Atividades relativas e abolutas dos extratos preparados, onde é possivel que a atividade de
hidrélise de BapNa estd presente em dois dos quatro extratos testados, onde a maior atividade

relativa e absoluta foi do Ceco Pilérico.

Atividade (U/mL) Atividade Total (U)
Figado 0 0
Ceco Pilérico 0,8541 1152,9
Intestino Anterior 0 0
Intestino Posterior 0,1392 6,959

Fonte: Elaborado pelo autor

As atividades hidroliticas do substrato BapNa foram observadas em apenas
dois extratos, o da porcéo posterior ao ceco pilérico em menor quantidade e o do
ceco pilérico propriamente dito. Como os extratos foram preparados respeitando a
mesma proporcdo de volume de solucdo tampdo por grama de tecido, é possivel
afirmar que a diferenca das quantidades de enzima entre eles é real. Com relacéo
aos tecidos testados, foi possivel observar a maior atividade, e consequentemente
maior ocorréncia, da enzima de interesse no ceco pildrico, que foi selecionado para
seguir com os estudos de isolamento. Como em outros estudos, foi encontrada a
presenca de tripsina no ceco pilérico, que é uma estrutura conhecidamente capaz de
produzir proteases alcalinas (ESPOSITO et al., 2009; FUCHISE et al., 2009;
SANTOS et al., 2016; KHANTAPHANT; BENJAKUL, 2010).

E possivel que as absorbancias medidas das duas porcdes do intestino
também sejam referentes a isoformas da tripsina, pois ja foi realizada extracdo de
tripsinas de intestinos de peixe (ESPOSITO et al., 2009; KIM; JEONG, 2012) e

também de hepatopancreas (CAl et al., 2011; KIM et al., 1994). No entanto, ndo se
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descarta a possibilidade de que a atividade visualizada na porgao posterior do
intestino se deva a uma menor quantidade da mesma enzima produzida nos cecos
piléricos. Para saber se essa atividade enzimética é oriunda de isoformas da enzima
ou da mesma molécula isolada, & necessario executar o isolamento da enzima em
todas as estruturas com presenca de tripsina e submeter essas proteases a

espectrometria de massas.
5.2 Fracionamento salino:

ApoOs execucdo do fracionamento salino, foram observadas as seguintes
meédias de atividades do extrato bruto e das fragfes:

Tabela 2. Tabela com atividades médias do extrato bruto do ceco pilérico e das fracdes da
precipitacdo de proteinas, onde as maiores atividades estdo nas faixas de saturacdo de sal

correspondentes a 20-40% e 40-60% respectivamente.

Fracdes Atividades (U/mL) Atividades(U)
Extrato Bruto 118,27 1597,05
0-20% 80,54 60,41
20-40% 422,25 4223
40-60% 428,40 556,92
60-80% 130,30 169,39
80-100% 6,53 0,882

Fonte: Elaborado pelo autor

Os resultados do fracionamento salino do extrato em cinco partes mostram
gue ha efetiva concentracdo da atividade da enzima em relacdo a atividade do
extrato bruto, que indica que houve uma remocao significativa de contaminantes das

fracOes que apresentam maior atividade e enriquecimento da atividade triptica.

O grande aumento da atividade aparente da enzima nas fracdes centrais
pode ser explicado pela remoc¢do de contaminantes que aumentam a probabilidade
de contato efetivo de uma enzima com o seu substrato, no caso o BapNa. Quando
aplicadas as fracbes da precipitacdo, €é possivel observar a diminuicdo de

contaminantes, tanto na fracdo 20-40% quanto na 40-60%. A atividade ter se
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concentrado em duas fracdes pode significar a presenca de diferentes isoformas da
tripsina, uma em cada fragdo. Outros autores foram capazes de isolar diferentes
isoforma da tripsina produzidas pela mesma espécie (SOUZA et al., 2007; LU et al.,
2008) Das duas fragdes com maior atividade, a fracdo de 20-40% foi levada a
cromatografia liquida de proteinas por exclusdo molecular por apresentar menos

contaminantes que a fragédo 40-60% (Figura 4).

Figura 4. Perfil das fracdes da precipitacdo salina. Da esquerda para direita: 0-20%(1), 20-40%(2),
40-60%(3), 60-80%(4) e 80-100%(5). E possivel observar que a canaleta 2 possui menos
contaminantes que a canaleta 3, sendo a fracdo 20-40% escolhida para fazer a cromatografia. Se
cada banda visivel € uma proteina, quanto menos proteinas a fracdo tiver, mais simples tende a ser

seu isolamento.

Fonte: Elaborada pelo autor

A precipitacdo salina é uma técnica bastante aplicada como método de preé-
purificacdo, podendo concentrar tripsinas em diferentes fracdes. Também & muito
variada a recuperacdo do mesmo método em diferentes tripsinas (SANTOS et al.,
2016; CAl et al., 2011; NASRI et al., 2012; KTARI et al., 2012). Sila et al. (2012)
Obteve 64,2% como recuperacao da precipitacdo com sulfato de aménio, enquanto
Villalba-Villalba et al. (2013) obteve 71,6% de recuperacado de tripsina. Santos et al.
(2016) obteve recuperacdo de 86,97%. No entanto, o método pode exibir
recuperagbes muito pequenas, como por exemplo, a recuperacdo obtida do
fracionamento salino executado em Nasri et al. (2012), que foi de 0,66%.

Khantaphant; Benjakul (2010) obtiveram recuperacédo de 32,2% correspondente a
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faixa de saturacdo de 40-60%. A recuperacdo do método neste estudo foi de

81,31%, onde a recuperacao da fragao aplicada foi de 26,44%.
5.3 Cromatografia por exclusdo molecular:

Ap6s aplicacdo da amostra em coluna de S-100 Sepharose (50 ml) de
filtracdo em gel, foram coletadas aliquotas de 2 mL que tiveram medidas suas
atividades e a estimativa da presenca de proteinas, a partir das quais foi gerado o

grafico abaixo:

Gréfico 1. Gréafico com curva estimativa de proteinas (em azul) sobreposta por uma curva de atividade
(em preto) das fragBes obtidas desta cromatografia, que mostra uma regido de atividade que se

estende por cinco fra¢des, no caso as fragdes 15 a 19.
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Fonte: Elaborado pelo autor

E possivel observar uma regido de atividade pelo pico que se desenha das
fracbes 14 a 20, com as maiores atividades se localizando dos tubos 15 a 19. Na
curva relativa a presenca de proteinas, a absorbancia na regido de atividade é baixa,
porém ela se mostra crescente. Colunas de filtracdo em gel sdo bastante
empregadas no isolamento de tripsinas e muitas rotas propostas para tal fim ja
foram delineadas (SILA et al., 2012; SOUZA et al., 2007; FREITAS-JUNIOR et al.,
2012; SRIKET et al., 2012; VILLALBA-VILLALBA et al., 2013).

Sendo assim, sdo colunas eficientes em separar proteinas com grande
diferenca de massa molecular. Geralmente sdo usadas mais de uma coluna para

uma rota de isolamento de tripsinas (SILA et al., 2012; SOUZA et al., 2007,
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FREITAS-JUNIOR et al., 2012; SRIKET et al., 2012; VILLALBA-VILLALBA et al.,
2013), e quanto mais cromatografias necessarias para o isolamento, menor a
viabilidade econdmica daquele método, o que é importante quando se busca propor
um meétodo de aproveitamento de residuos pela indastria (BOUGATEF, 2013).
Entretanto, j& foi relatado éxito na purificacdo de tripsinas com um Unico passo
cromatografico (BEZERRA et al., 2005; BOUGATEF et al., 2007).

Apo6s a execucdo do processo cromatografico e verificagdo da existéncia de
atividade de fracBes, € necessario submeter as amostras contendo tripsina em uma
eletroforese em gel de poliacrilamida para confirmar se a enzima estudada foi de
fato isolada depois da cromatografia por exclusdo molecular e estimar sua massa
molecular. A recuperacdo dessa cromatografia foi de 5,55%. A recuperacdo de
cromatografias de exclusdo molecular varia, Khaled et al. (2011) mostrou
recuperacéo de 9,2% em uma cromatografia em resina Sephadex S-100 que foi um
dos passos para ao isolamento de trés isoformas diferentes da espécie S. aurita. Ja
Nasri et al. (2012) obteve recuperacdo de 20% em cromatografia Sephadex G-100.
Kim; Jeong (2012) em resina Superdex G-75, obtiveram rendimento de 4,7% na rota
de isolamento descrita para a tripsina do P. olivaceus, Cai et al. (2011) documentou
o isolamento de duas isoformas de tripsinas da espécie L. japonicus, uma catiénica
e uma anibnica apresentando recuperacoes de 5,8 e 2,1% respectivamente, apos

filtracdo em gel Sephacryl S-200.
5.4 Eletroforese (SDS-PAGE):

Foi feita eletroforese em gel de poliacrilamida em condicfes redutoras, que
posteriormente foi corada por solucédo de 8% de Comassie Blue e depois descorada,

gue resultou no gel abaixo:

Figura 5. Resultado de corrida eletroforética sucedida de coloracédo e descoloracdo de amostras das
etapas da purificacdo. Da esquerda para a direita, 1-Padrdo de massa molecular, 2-Extrato bruto do
ceco pilérico, 3-Fracdo da precipitagcdo salina 20-40%, 4-Frac&@o 18 da cromatografia em gel filtragao.
A fracdo da Ultima canaleta contém apenas uma banda e possui atividade amidase sobre o BapNa

com massa molecular aproximada de 26 kDa.
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Fonte: Elaborado pelo autor

E possivel notar que a amostra na canaleta 4 apresenta apenas uma banda
marcada pelo corante, que mostra a presenca de uma Unica entidade proteica nessa
fracdo. Também é possivel notar que cada etapa reduziu de forma significativa a
guantidade de espécies proteicas que originalmente estavam presentes no extrato.
Aliado ao fato de que a amostra aplicada apresenta atividade de hidrolise do
substrato especifico do BapNa, € possivel afirmar que a enzima foi isolada
efetivamente pela rota proposta. O rendimento da cadeia de purificacdo da tripsina
do serra presente na fracdo 20-40% da precipitacdo salina apresentou rendimento
de 5,55%.

Quanto ao fato da enzima apresentar massa aproximada de 26 kDa, outras
tripsinas apresentam massas muito proximas da que foi encontrada neste trabalho.
Sila et al. (2012) isolou do Barbus callensis uma tripsina de 24 kDa, bem como
Komklao et al. (2010) e Kanno et al. (2010) isolaram enzimas de mesma massa
aproximada. Barkia et al. (2010) e Elhadj-Ali et al. (2010) isolaram tripsinas de 23
kDa, Ktari et al. (2012) e Bougatef et al. (2007) isolaram tripsinas de 27 e 25 kDa
respectivamente. Ja foi isolada uma tripsina com massa molecular de 38,5 kDa do

Colossoma macropomum por Bezerra et al. (2000).
5.5 Zimografia:

A eletroforese nativa com matriz impregnada com caseina resultou no gel que

vemos abaixo:
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Figura 6. Gel de zimografia da tripsina isolada do ceco pildrico do S. brasiliensis. O rastro claro que
corta o gel ao meio é fruto da atividade da enzima nativa isolada sobre a caseina que foi incorporada
no gel, esta que corresponde a toda a area corada pelo comassie blue.

Fonte: Elaborado pelo autor

A zimografia ou zimograma € um experimento que possibilita afirmar que uma
enzima é capaz de hidrolisar um substrato em meio semissolido. Neste trabalho, a
zimografia mostra que a enzima isolada é de fato uma protease, pois ela consegue
digerir as proteinas presentes na matriz gelatinosa. Usualmente se espera visualizar
clareamento do gel apenas em torno da area em que a enzima se encontra no gel. A
canaleta inteira tornou-se mais clara provavelmente pela alta concentracdo de
proteina no gel (0.4%), que aumentou a resisténcia ao avanco da amostra na

eletroforese.
5.6 Temperatura 6tima:

Abaixo a curva de atividades em diferentes temperaturas da tripsina isolada:
Grafico 2. A curva foi feita a partir das atividades da tripsina em diferentes temperaturas, de 30 a

70°C, onde podemos observar que a temperatura de maior atividade pra a enzima isolada ocorreu em
50°C.
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Fonte: Elaborado pelo autor

As temperaturas oOtimas de tripsinas de diferentes espécies de peixes
frequentemente se encontram no intervalo que vai de 45 a 65°C (BOUGATEF,
2013). No caso da tripsina isolada em nosso estudo, a temperatura otima foi de
50°C. Diversos outros trabalhos encontraram a mesma temperatura 6tima de 50°C
(KISHIMURA et al., 2007; CASTILLO-YANEZ et al., 2005; KHALED et al., 2011;
BOUGATEF et al. 2010; KISHIMURA et al., 2010; MARCUSCHI et al., 2010;
ELHADJ-ALI et al., 2010). ApGs 50°C a atividade diminui cada vez mais por iniciar
processo de deshaturacdo da estrutura tridimensional da proteina, fazendo com que

a sua atividade diminua até a auséncia completa a 70°C.
5.7 Estabilidade térmica:

A estabilidade térmica da tripsina isolada é maior a 30°C e diminui cada vez
gue mantida sob uma temperatura maior antes do teste da atividade residual. A
enzima perde 53,77% de sua atividade residual aumentando a temperatura de
encubacéo para 40°C e 66,71% quando aumentada para a temperatura 6tima. Em

60°C a atividade residual vai a zero.

Gréfico 3. Curva de atividade residual da tripsina apds sua exposicdo a diferentes temperaturas. Foi
considerado 100% de atividade aquela que apresentou a maior temperatura no experimento, que foi a

atividade residual correspondente a permanéncia da enzima em 30°C.
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Fonte: Elaborado pelo autor

A tripsina isolada nesse estudo apresenta baixa termoestabilidade, variando a
conservacao da atividade em uma mesma temperatura. As tripsinas podem manter a
maior parte de sua atividade residual quando em sua temperatura Otima, mas
enquanto a temperatura Otima dessas enzimas se encontra em uma faixa geral de
35-65°C, as tripsinas de peixe, particularmente, sdo mais susceptiveis a inativacao
por calor (ASGEIRSSON; FOX; BJARNASON, 1989; SIMPSOM; HAARD, 1987).
Enzimas podem apresentar instabilidade mesmo em sua temperatura 6tima, uma
das tripsinas isoladas por Khaled et al. (2011) apresentou atividade residual de 41%
em sua temperatura 6tima, que também foi de 50°C. Elhadj-Ali et al. (2010) isolou
uma tripsina que apresentou atividade residual de 14,45% a 50°C, sua temperatura
otima. Entretanto, jA foram encontradas tripsinas que conservam mais de 70% de
sua atividade residual a 50°C (KOMKLAO et al.,, 2009; BOUGATEF et al., 2010).
Enzimas susceptiveis a inativacdo térmica sdo empregadas em processamento de

alimentos de origem animal a baixas temperaturas (BOUGATEF, 2013).
5.8 pH Otimo:

A curva de pH 6timo foi montada com as atividades de 7 pHs distintos, como

pode ser visto a seguir:

Gréfico 4. Curva de teste de pH 6timo da tripsina do S. brasiliensis. A enzima apresentou capacidade

de hidrélise do BapNa no intervalo que compreende os pHs de 6 a 10, sendo o ponto de maxima
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atividade o pH=9,0. N&o foram feitos testes de atividade para os pHs acima de 10 pela limitacdo de

uso do substrato cromogénico.

pH Otimo
1.5

UimL

Fonte: Elaborado pelo autor

A enzima mostra atividade significativa quando na presenca dos pHs de 6 a
10, havendo aumento da atividade enzimatica do pH 4 ao 9, neste ultimo exibindo
sua maior atividade. No pH 10, a atividade persiste, porém entra em declinio. As
tripsinas em geral apresentam-se como enzimas alcalinas, principalmente as de
peixes, que sSdo menos resistentes a pHs mais acidos do que as tripsinas de
mamiferos (SIMPSOM, 2000). As tripsinas que exibem alta atividade em meio
alcalino sdo comummente usadas em formulacdes de detergentes comerciais,
sendo a maior parte da utilizacdo de proteases alcalinas, principalmente subtilisina e
tripsina (BOUGATEF, 2013).

5.9 Resisténcia ao pH:

O teste de estabilidade em diferentes pH resultou no seguinte grafico:

Gréfico 5. Curva referente a estabilidade da tripsina em diferentes pHs. A atividade residual da
tripsina em seu pH étimo é de 58,59%. Ja o ponto de maior estabilidade da enzima € o pH=6 que foi

considerado 100%.
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A tripsina do S. brasiliensis apresentou conservacao da atividade na regido de
pH que vai de 6 a 10, de forma que sua atividade residual em pH o6timo é
significativa, 58,59% aproximadamente. A tripsina isolada neste trabalho apresentou
uma faixa de resisténcia ao pH semelhante ao de outros trabalhos, que
frequentemente se localiza no intervalo entre 6 e 12 unidades de pH (SILA et al.,
2012; KHALED et al., 2011; BOUGATEF et al. 2010; BARKIA et al., 2010;
KOMKLAO et al., 2009; ELHADJI-ALI et al., 2010). A tripsina conserva atividade até
o pH 10 e por causa da suscetibilidade do BapNa sofrer hidrolise total em pHs mais
basicos, nado foi possivel testar a atividade em pHs maiores que 10. Entretanto, sua
atividade residual € maior em pH=6 do que em regido basica de pH, o que torna a

viabilidade para aplicacdo em formulas de detergentes discutivel.
5.10 Cinética enzimatica:

Foram obtidos os valores de Km e Vmax com as reacfes da tripsina isolada,

bem como o gréfico da cinética da enzima:

Grafico 6. Curva de cinética enzimatica da tripsina do S. brasiliensis. A enzima apresentou
Km=0,3148 mM.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Sendo a constante de Michaelis-Menten a metade da concentracdo de

substrato com que a enzima chega a sua velocidade maxima, quanto menor a

concentracdo do substrato testado, mais rapida a reacao de catalise do mesmo. O

7

Km, entretanto, € determinado para o substrato sendo testado, assim, cada

substrato apresenta para a mesma enzima Kms diferentes. Abaixo ha uma tabela

com diferentes valores de Km para enzimas testadas com o BapNa como substrato.

Tabela 3. Tabela contendo diferentes valores de Km encontrados em diferentes trabalhos de

isolamento de tripsinas.

Km (mM) Espécie Referéncias

0,315 S. brasiliensis Presente estudo

0,517 L. alexandri Santos et al. (2016)

0,13 P. disjunctivus Villalba-Villalba et al.
(2013)

0,6 B. callensis Sila et al. (2012)

0,6 S. basilisca Ktari et al. (2012)

1,67 S. aurita Khaled et al. (2011)

0,13 B. boops Barkia et al. (2010)

0,507 L. vita Khantaphant; Benjakul
(2010)

0,068 B. capriscus Jellouli et al. (2009)

0,29 L. mormyrus Elhadj-Ali et al. (2010)

0,049 E. jap6nica Heu; Kim; Pyeun (1995)

0,077 G. Mohrua Asgeirsson; Fox;

Bjarnason (1989)
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Fonte: Elaborada pelo autor

O Km da tripsina isolada nesse trabalho € proximo ao encontrado no trabalho
de Elhadj-Ali et al. (2010) e € bem menor que o Km encontrado no trabalho de
Khaled et al. (2011). Por outro lado é consideravelmente menor ao que foi
encontrado para a tripsina de Heu; Kim; Pyeun (1995).

5.11 Inibicdo Enzimética:

A tripsina purificada do S. brasiliensis teve sua atividade testada contra quatro

inibidores diferentes, como pode ser visto na figura a seguir:

Gréfico 7. Testes de inibicdo de atividade da tripsina. Cada coluna corresponde a atividade residual

da tripsina quando exposta a diferentes inibidores, todos em concentracdo de reacédo de 8 mM.

Teste de Inibicao

1.5
1.0
-
£
=2
0.5
0.0-
@ ) & i3 \s
&~ o o
[} Qn. A
P N
la‘-'{# QFP
-‘1—‘6\

Fonte: Elaborado pelo autor

O 2-mercaptoetanol é um inibidor de cisteina proteases, outro tipo de
protease que ndo o das tripsinas, que sao serinas proteases. Essa molécula
apresentou inibicdo expressiva da tripsina (69,88%), muito provavelmente por que a
concentracdo de reacdo foi muito alta. Mas o 2-mercaptoetanol pode alterar a
atividade da tripsina pela sua capacidade de interagir com os grupos sufidrila da
enzima. Entretanto, a benzamidina mostrou inibicdo de 92,4% da atividade da
enzima, algo que € esperado para uma serina protease, sendo a benzamidina um

inibidor competitivo reversivel de serinas proteases, mostrou maior poder de inibigéo
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que o 2-mercaptoetanol. J& o PMSF, que € um inibidor competitivo irreversivel da
enzima inibiu aproximadamente 99,99%, o que também é esperado para uma serina
protease como a tripsina. Ja foi documentada pequena inibicdo de tripsina por
remocdo de Ca*™ causada pela presenca do EDTA, mas o aumento de 20% acima
do controle ndo é esperado. Alguns metais exibem poder inibitério como o Hg*? e o
Co*?, e sua retirada da enzima pode em teoria aumentar sua atividade, o que seria
indicativo de contaminacdo dos espécimes pela presenca de algum desses metais
em seu ambiente. A acao do calcio sobre grupos carregados da molécula podem de
alguma forma estar alterando o0 acesso ao sitio catalitico de forma a diminuir a
atividade da enzima (SIPOS; MERKELT, 1970). Talvez o célcio aumente a
estabilidade da tripsina do S. brasiliensis também diminuindo sua atividade. O EDTA
€ inibidor de metaloproteinases, portanto ndo sendo um inibidor eficiente para as

serina proteases.
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6 CONCLUSOES:

E possivel afirmar que o Serra, além de ser uma espécie importante
economicamente para as populacdes tradicionais de Maceid, que se alimentam e
comercializam o animal, € um peixe produtor de biomoléculas importantes para a
indUstria. As visceras do animal que seriam descartadas podem sofrer
processamento a fim de obter moléculas que podem ser aplicadas de diversas
formas na industria, o que diminui o desperdicio e a poluicdo. Foi possivel isolar a
enzima com apenas um passo cromatografico, que é importante ndo apenas pela
viabilidade econdmica da rota de isolamento proposta, mas também para que a
recuperacgéo da enzima ndo continue diminuindo. E possivel afirmar que o caminho
delineado para o isolamento é viavel economicamente para uso industrial, e
dependendo da aplicacéo, ndo € necessaria que a enzima esteja pura. O trabalho
aqui descrito mostra ser possivel extrair tripsinas dos cecos piloricos do serra e

também sugere que possa ser possivel extrair tripsinas do intestino desse animal.

Também h& a possibilidade de que haja mais uma isoforma produzida pelo
préprio ceco pilorico na fracdo 40-60% da precipitacdo com sulfato de amonio.
Entretanto, para confirmar a existéncia de uma isoforma da enzima nessa fracdo, &
necessario trabalhar no isolamento da mesma. Depois de realizada a purificacéo
dessa enzima, foi feita a caracterizacdo, onde foi possivel identificar o pH=9,0 e a
temperatura 6tima 50°C, bem como qual regido de pH e temperaturas em que ela é
estavel. E uma enzima que néo é tdo estavel quanto ao aumento de temperatura e

conserva pouco menos da metade da atividade residual em seu pH 6timo.

Tripsinas com baixa resisténcia térmica sdo muito usadas em processamento
de frios e congelados. Ainda ndo é possivel afirmar se a enzima pode ser usada em
uma aplicacdo especifica e para isso € necessario fazer experimentos direcionados
a aplicacbes biologicas para mostrar capacidade de uso cientifico, industrial ou

médico. A principal perspectiva do presente estudo é encontrar uma ou mais

aplicacdes para a tripsina isolada.
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