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RESUMO

A utilizacdo de enzimas como catalisadores industriais vem crescendo nos ultimos
anos e as proteases sao a classe de enzimas com maior emprego nesses
processos, correspondem cerca de 60% do mercado de enzimas. Entre as
proteases destaca-se as tripsinas que sao enzimas digestivas importantes nos
animais, atuam hidrolisando as ligacfes peptidicas em C-terminais de residuos de
lisina e arginina. As fontes de enzimas s&o diversas: animais, vegetais e micro-
organismos, porém com o avanco do desenvolvimento sustentavel, a utilizacdo de
residuos organicos provenientes da pesca vem se tornando fontes importantes de
enzimas. Devido as caracteristicas que as enzimas digestivas de animais marinhos
apresentam, como alta estabilidade térmica e a variacbes de pH, caracteristicas
importantes para processos industriais, como aditivos em detergentes, entre outros,
essas sao cada vez mais estudadas. Nosso objetivo nesse trabalho foi isolar e
caracterizar a tripsina do Coryphaena hippurus (dourado do mar) peixe de médio
porte proveniente da praia de Ponta Verde, Maceio-AL. O isolamento foi conseguido
com fracionamento salino e cromatografia de gel-filtragcdo S-100 HR. A purificacéo
pode ser confirmada com um SDS-PAGE a 15%, onde visualizou apenas uma
banda em 26 kDa, massa molecular compativel com outras tripsinas de peixes. A
tripsina isolada apresentou Km e Kcat de 0,035 mM e 241,037 S™ respectivamente.
Com relacéo a temperatura e pH a enzima apresentou temperatura 6tima entre 40° a
50°C e estabilidade em pH variando do pH 5,0 a 10,0, caracteristica comum entre as
enzimas de peixes, principalmente devido a adaptacdo ao ambiente marinho e aos
habitos alimentares. A tripsina foi totalmente inibida pela Benzamidina, SBTI e PMSF
inibidores especificos para tripsina, os dois primeiros, e para serino proteases o
altimo. Alguns fons reduziram a atividade da enzima isolada e o Ca** ndo reduziu a
atividade da mesma. A purificacdo e caracterizacdo da tripsina do Coryphaena
hippurus (dourado do mar) mostrou importantes caracteristicas da enzima,
considerando a mesma como promissora na utilizacdo em processos industriais,
principalmente devido a alta estabilidade térmica e a variacdes de pH, contudo mais
estudos envolvendo aplicacdes biotecnolégicas devem ser desenvolvidos.

Palavras Chaves: Coryphaena hippurus; Tripsina; Purificacdo, Caracterizacao,
Detergentes.



ABSTRACT

The use of enzymes as industrial catalysts has been growing in recent years and
proteases are the class of enzymes with the highest employment in these processes,
accounting for about 60% of the enzyme market. Among the proteases the trypsin
that are important digestive enzymes in animals are highlighted, they act by
hydrolyzing the C-terminal peptide bonds of lysine and arginine residues. The
sources of enzymes are diverse: animals, vegetables and microorganisms, but with
the advancement of sustainable development, the use of organic wastes from fishing
have become important sources of enzymes. Due to the characteristics that the
digestive enzymes of marine animals present, such as high thermal stability and
variations of pH, important characteristics for industrial processes, as additives in
detergents, among others, these are increasingly studied. Our objective in this work
was isolated and characterized the trypsin of the Coryphaena hippurus (common
dolphinfish) medium-sized fish from Ponta Verde beach, Macei6-AL. Isolation was
achieved with saline fractionation and S-100 HR gel-filtration chromatography.
Purification can be confirmed with a 15% SDS-PAGE where only one band at 26
kDa, molecular mass compatible with other fish trypsins was visualized. The isolated
trypsin had Km and Kcat of 0.035 mM and 241.037 S-1, respectively. With respect to
temperature and pH, the enzyme had an optimum temperature of 40 ° to 50 ° C and
stability to pH ranging from pH 5.0 to 10.0, a common feature among fish enzymes,
mainly due to their adaptation to the marine environment and eating habits. Trypsin
was totally inhibited by Benzamidine, SBTI and PMSF specific inhibitors for trypsin,
the first two, and for the latter serine proteases. Some ions reduced the activity of the
enzyme alone and Ca®" did not reduce its active The purification and characterization
of trypsin of Coryphaena hippurus (sea gold) showed important characteristics of the
enzyme, considering it as promising in industrial processes, mainly due to high
thermal stability and variations in pH, but further studies involving biotechnological
applications should be developed.

Keywords: Coryphaena hippurus; Tripsins; Purification; Characterization e
Detergents.
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1. INTRODUCAO

Hoje é cada vez maior a quantidade de biomoléculas que sdo usadas em
processos industriais e na pesquisa cientifica. H4 um interesse crescente no estudo
de espécies, tanto para a ampliacdo do conhecimento a cerca delas, como para o
conhecimento de suas biomoléculas e suas provaveis utilizacoes.

Boa parte das biomoléculas usadas atualmente por diversos segmentos
industriais sdo enzimas. Varios desses catalisadores bioldégicos sdo usados na
indUstria téxtil, em produtos de limpeza, fabricacdo e desenvolvimento de
medicamentos e pesquisa de base. Umas das enzimas mais usadas em diferentes
cadeias produtivas sao as tripsinas. Algumas tripsinas mostram alta aplicabilidade
industrial e sdo provenientes de espécies marinhas de modo geral.

Existem hoje varias espécies no mundo com informagbes muito escassas
tanto sobre comportamento quanto sobre suas potencialidades praticas e a de suas
biomoléculas. O dourado do mar (Coryphaena hippurus) é uma dessas espécies, no
gue tange as informacdes das caracteristicas das enzimas produzidas por ela, as
informacdes sao inexistentes.

A tripsina do dourado do mar, bem como outras tripsinas ja isoladas e
caracterizadas, pode apresentar aplicacbes em quaisquer dos ambitos
anteriormente citados, mas nada pode ser afirmado sem que antes se proceda o
isolamento e a caracterizacdo da enzima. Esse estudo foi executado para purificar a
tripsina importante enzima digestiva e posteriormente caracteriza-la.

As tripsinas (EC 3.4.21.4) sdao membros pertencentes a familia das
endoproteases, que agem especificamente sobre a carboxila em ligacdes peptidicas
e de residuos dos aminoéacidos arginina e lisina, quebrando as proteinas por reacoes
de hidrolise (SILA et al., 2012). A tripsina, ao lado das enzimas quimotripsina e
elastase sdo as proteases alcalinas digestivas mais importantes para 0s peixes,
além das proteases acidas estomacais. Elastase, tripsina e quimotripsina sao
membros da classe das serino proteases (EC 3.4.21), e sédo igualmente importantes
para os mamiferos na digestao de proteinas (BOUGATEF, 2013).

As enzimas de interesse biotecnologico podem ser extraidas de diversas
fontes desde: microrganismos, plantas ou tecidos animais (KTARI et al., 2012).
Contudo, algumas fontes de enzimas podem aumentar significativamente o custo do

processamento devido a dificuldade na obtencdo da mesma, diante disso fontes
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enzimaticas biotecnologicamente Uteis e baratas sdo essencialmente importantes
para comercializacdo (BALTI et al., 2009). A utilizacdo de residuos de peixes para
obtencdo das enzimas de interesse diminui muito o custo nos processos industriais
(KHALED et al., 2011). Outra estratégia importante é a utilizacado de peixes com alta
comercializacdo e de facil pesca ou cultivo, entre 0s peixes analisados como
potencial fonte de enzimas de interesse biotecnoldgico estd o dourado do mar
(Coryphaena hippurus), extremamente apreciado, presente e consumido em toda a
costa brasileira (OLSON et al., 2002).

Pertencente a familia Coryphaenidae com um unico género Coryphaena, é
encontrado em mares tropicais e subtropicais. Esta espécie constitui um importante
recurso pesqueiro no litoral brasileiro (OXENFORD, 1999). Coryphaena hippurus é
um peixe 0sseo marinho, oceanico de superficie, alimentam-se principalmente de
peixes, crustaceos e cefalépodos (FARRELL et al., 2014).

O dourado do mar, pouco estudado e sem nenhuma informacédo sobre as
enzimas por ele produzidas, € um peixe com grande potencial a ser explorado, uma
vez que, suas visceras sao parte dos residuos solidos descartados apds o consumo
e processamento desse animal. Além disso, a tripsina isolada pode, como a de
muitos peixes, apresentar aplicacdo no ambito cientifico e tecnolégico, mas é

necessario antes conhecer suas caracteristicas bioquimicas.
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2. OBJETIVO GERAL

Purificar e caracterizar a tripsina do Coryphaena hippurus (dourado do mar).

2.1 Objetivos Especificos

Preparar extrato bruto do tecido produtor de tripsina do Coryphaena
hippurus (dourado do mar);

Realizar fracionamento com sulfato de amoénio;

Purificar a enzima por cromatografia;

Verificar o grau de pureza e estimar a massa molecular por SDS-PAGE;
Determinar a temperatura 6tima e estabilidade térmica;

Determinar o pH 6tima e estabilidade em pH;

Analisar a acéo de inibidores sobre a tripsina purificada;

Analisar a influéncia de ions na atividade da enzima;

Avaliar a incorporacao e atividade enzimatica em matriz solida, zimografia,

Verificar a compatibilidade e estabilidade da tripsina isolada em
detergentes comercais;

Determinar a concentracao proteica;

Realizar a cinética enzimatica.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Coryphaena hippurus (dourado do mar)
3.1.1 A espécie Coryphaena hippurus

O Coryphaena hippurus € uma espécie de peixe pertencente a familia
Coryphaenidae, peixe de médio a grande porte, coloracdo amarelo esverdeada
metalica (CARPENTER, 2002). Seu tamanho varia muito, espécies juvenis podem
chegar a 30 cm de comprimento, enquanto as espécies adultas podem chegar a 2
metros. O peso entre os espécimes também sofre bastante variacdo, podendo
chegar a 39 kg (SANTOS, 2012).

O dourado do mar apresenta corpo alongado, comprimido lateralmente, mais
elevado na altura da regido posterior da cabeca, estreitando-se gradualmente em
direcdo a cauda (ROCHA et al., 1999). A espécie apresenta dimorfismo sexual com
diferencas anatdomicas entre os espécimes macho e fémea, o macho apresenta uma
cabeca mais alta e quadrada em relacédo a fémea, figura 1. Essa diferenca favorece
uma rapida diferenciacdo dos espécimes no momento da captura, permitindo a nao

captura de fémeas no periodo de reproducao da espécie (NETO, 2005).

Figura 1. Espécimes de Coryphaena hippurus, superior macho, inferior fémea.

Fonte: https://goo.gl/D1VAMM Acesso: 31/07/2017 as 10:16
3.1.2 Habitos alimentares do dourado do mar

O dourado do mar é encontrado em ambientes pelagicos e seu habito

alimentar é tipico de animais dessa regido, se alimentam de peixes menores,
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crustaceos e cefalopodes (MARQUES et al., 2011). A anatomia dos sistemas
digestivos de peixes varia muito de acordo com os habitos alimentares, essa
variacdo vai desde tamanho, morfologia e fisiologia. Os peixes carnivoros em geral
apresentam intestino alongado e pode ser dividido em 2 a 3 segmentos, alguns
apresentam cecos piléricos que sdo projecdes ou extensdes do intestino para
aumentar a superficie de contato desses alimentos (EMBRAPA, 2003).

O intestino e o0s cecos piléricos sdo responsaveis por grande parte da
digestdo dos lipideos e proteinas e recebem as secre¢cfes pancreaticas e biliares,
participando da absorcdo de aminoacidos, carboidratos, lipideos, agua e ions
(EMBRAPA, 2003). Seu héabito alimentar influenciou diretamente na escolha desse
peixe para a pesquisa, animais de habitos alimentares carnivoros ou onivoros tem
uma maior probabilidade de apresentar enzimas digestivas mais eficientes, devido a

necessidade metabdlica desses animais.
3.1.3 Distribuicdo Geografica

O dourado do mar € um peixe cosmopolita, ocorre em quase todo o mundo
em mares com temperaturas entre 21° a 30°C, na figura 2 é possivel verificar em
vermelho a distribuicdo do Coryphaena hippurus. Ocorre preferencialmente em
regides pelagicas e aproximam-se da costa em busca de aguas mais quentes
(OXENFORD, 1999).

Ele esta entre as poucas espécies pelagicas oceanicas circulantes, onde
migram de regides frias para regides mais quentes, na fase da reproducdo. Sua
ocorréncia e distribuicdo variam muito de acordo com a época do ano e a
temperatura das aguas (SANTOS, 2012). O peixe pode ser capturado por carretilha
ou anzol e ocasionalmente com redes de cerco, o dourado é altamente apreciado na
pesca esportiva por seu carater feroz e agilidade, também é bastante apreciado na

gastronomia devido ao sabor de sua carne (SANTOS, 2012).
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Figura 2: Distribuicdo Geogréfica do Coryphaena hippurus (dourado do mar) no

mundo.

Fonte: FAO (Organizacéo das nac¢des unidas para agricultura e alimentacao).

No Brasil a ocorréncia do dourado do mar segue 0 mesmo padrao das outras
regides do mundo, quando a temperatura oceanica se eleva uma maior quantidade
de cardume de dourado € vista e capturada no litoral brasileiro. A maior ocorréncia

acontece entre os meses de agosto a dezembro (OXENFORD, 1999).

3.2 Biotecnologia Marinha

O ambiente marinho apresenta uma fantastica reserva de compostos com
caracteristicas naturais Unicas e diferentes, o que faz desse ecossistema ainda
pouco conhecido uma das principais fontes de recursos biotecnolégicos (BARRETO
et al., 2014). Os processos biotecnolégicos associados aos compostos extraidos do
ambiente marinho sdo muito diversos, vao desde a producdo de cosméticos e
medicamentos, como por exemplo: a partir da esponja do mar sdo produzidos
alguns antibiéticos conhecidos (eritromicina, rapamicina) (ESTEVES et al., 2014). As
toxinas das Cianobactérias sao fontes de compostos com funcédo fotoprotetora e
anticancerigenas (VASCONCELOS, 2014).

A utilizacdo de organismos marinhos para melhoramento biotecnoldgico vem

ganhando destaque e vao desde o melhoramento genético desses peixes para
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maior produgdo e maior resisténcia a pragas na aquicultura, como também fontes de

macromoléculas utilizadas nos processos industriais (TURRA et al., 2010)

Entre as atuais fontes de recursos biotecnolégicos os animais marinhos estéao
adquirindo destaque, os residuos organicos produzidos pela industria de pesca,
principalmente as visceras, que anteriormente eram jogados no lixo, hoje sao
utilizados como fontes de macromoléculas com potenciais biotecnologicos (HOMAEI
et al., 2016).

3.3 Enzimas e Biotecnologia

3.3.1 Enzimas

A descoberta das enzimas aconteceu no século XVIII, com os estudos de
digestdo de alimentos realizados por Jons Jakob Berzelius. Ele percebeu que
algumas substancias aceleravam as reacdes quimicas. Atualmente sabe-se que
essas substancias séo as enzimas e elas funcionam como catalisadores biologicos.
Esses catalisadores biologicos aceleram a velocidade da reacdo, e a maioria das
enzimas tem origem proteica, contudo também h& enzimas de RNA (Ribozimas)
(SHAHIDI et al., 2001).

As enzimas apresentam caracteristicas fundamentais: sdo extremamente
especificas, sdo muito eficientes a ponto de catalisar rea¢cdes com intensidade 100
milhdes a 10 bilhBes de vezes mais rapidas do que uma reacdo sem enzima e estao
sujeitas a controles celulares (MONTEIRO et al., 2009). As enzimas s&o
classificadas em seis classes, de acordo com a reacdo por elas catalisada, como

descreve a tabela 1.

Tabela 1: Classificacdo das enzimas e suas respectivas funcoes.

Classes de Enzimas

Classe 1 Oxirredutases  Catalisam reacdes de oxiredugdo, transferindo
elétrons, hidretos (H-) ou protons (H+)

Classe 2 Transferases Transferem grupos quimicos entre moléculas

Classe 3 Hidrolases Utilizam a &gua como receptor de grupos
funcionais de outras moléculas

Classe 4 Liases Formam ou destroem ligacbes  duplas,

respectivamente, retirando ou adicionando grupos
funcionais.
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Classe 5 Isomerases Transformam uma molécula em seu isémero.

Classe 6  Ligases Formam ligacbes quimicas por reacdes de
condensagao, consumindo energia sob a forma de
ATP.

Fonte: (ORLANDELLI et al., 2012).

3.3.2 Enzimas na biotecnologia

Sao varias as aplicacbes de enzimas em processos industriais, entre elas:
industria téxtil, farmacéutica, de alimentos, papel e limpeza. O mercado mundial de
proteases representa 60% do mercado de enzimas (Jellouli et al.,, 2009). E é
esperado um aumento na utilizacdo de enzimas nos processos industriais devido a
alta eficiéncia, a agilidade e serem ambientalmente sustentaveis (MONTEIRO et al.,
20009).

As fontes de enzimas utilizadas nos processos industriais sdo vegetais,
animais e microrganismos. A recombinacao génica também esta sendo utilizada no
desenvolvimento de enzimas mais eficientes e em maior quantidade. Além das
proteases outras hidrolases, como a celulase e a lipase, tém recebido enorme
interesse na aplicabilidade, bem como a utilizacdo de etapas menos onerosas, como
por exemplo, a pré-purificacdo de enzimas com sulfato de aménio ou solventes

organicos.

A celulase € uma enzima que degrada celulose um polissacarideo com
ligacOes glicosidicas do tipo beta 1-4, ela esta envolvida em varios processos:
degradacdo de materiais lignocelulosicos, desintoxicagdo de residuos
agroindustriais, industria téxtil, fabricacdo de racdo animal, industria de bebidas, tais
como cerveja, vinhos e sucos, industria de papel e na producédo de biocombustiveis
(VILELA, 2013).

As lipases séo enzimas pertencentes a classe das hidrolases, elas atuam na
hidrolise de Oleos e gorduras, transformando o triacilglicerol em acidos graxos e
glicerol e em baixas concentracdes de agua sédo capazes de sintetizar moléculas, a
chamada esterificacdo e transesterificacdo, esses dois processos também sao
utilizados na industria (MOURA et al., 2012).

Na industria, as lipases exercem varias funcfes, na inddstria alimenticia esta

envolvida na obtencdo de acidos graxos livres a partir da hidrolise de oleos e
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gorduras presentes em diversos alimentos. S&o utilizadas para hidrolisar a gordura
do leite e para acelerar a maturacao de queijos e obter margarinas de baixo valor
caldrico. Na industria de cosméticos e perfumaria sdo empregadas para desenvolver
emulsificantes, aromas, surfactantes e emolientes, entre outros processos
(CARVALHO, 2012).

3.4 Proteases

As proteases sdo enzimas proteoliticas pertencentes a classe das hidrolases,
catalisam reacdes de hidrdlise transferindo componentes do substrato para a agua.
Essas enzimas clivam as ligacdes peptidicas em regides especificas do substrato,
elas podem ser divididas em classes: exopeptidases e endopeptidases de acordo
com a posicéo da ligacao peptidica a ser clivada na cadeia (CARVALHO, 2012).

As exopeptidases clivam ligacdes peptidicas localizadas nas regides finais da
cadeia, estas ainda podem ser divididas em carboxipeptidases e aminopeptidases,
as carboxipeptidases clivam ligacdes peptidicas a partir da regido C-terminal da
cadeia, e as aminopeptidases clivam ligacdes a partir da regido N-terminal da cadeia
(OLIVEIRA, 2008).

Figura 3: Esquema ilustrativo da quebra da ligacao peptidica.

Ligacado peptidica

Ry O > R, O R4 0] R, O
[l 1=l | / [~ 1l
X—r;l—(ID—C— —C—C—Y + H,0 X—IFJ—CIZ—C\ + *H3N—(|:—C—Y
H H H H H H (o) H
Componente Componente
Peptideo carboxilico aminico

Fonte: VIEIRA, 2007

As endopeptidases sdo enzimas que clivam nas regifes internas da cadeia
polipeptidica, estas também podem ser subdivididas de acordo com o grupo de
aminoacidos envolvidos no sitio ativo: serino proteases, que tem o aminoacido

serina envolvido no sitio ativo da enzima (FEDATTO, 2004).
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As proteases atuam na reciclagem de proteinas intracelulares, estas quando
atingem seu tempo de vida (til ou apresentam enovelamento inadequado s&o
marcadas com outras proteinas chamadas de ubiquitina e sdo encaminhadas para
0s proteossomos, locais onde as proteinas sofrem hidrolise, os aminoacidos
provenientes dessa hidrolise sdo reaproveitados na sintese de novas proteinas (LI et
al., 2013).

Outra funcdo importante das proteases € a digestao de alimentos proteicos,
essas enzimas sao conhecidas pela sua capacidade de degradar proteinas da dieta
em peptideos e aminoacidos livres que serdo absorvidos pelas células digestivas
(NELSON e COX, 2014). A digestdo proteica mediada por proteases € comum a
maioria dos animais. Nos mamiferos para que ocorra a digestdo proteica uma
cascata de eventos € ativada, iniciando pela alimentacdo, a ingestao de alimentos
ricos em proteinas chega ate o estbmago onde é liberado o horménio gastrina
estimulando as células G do estdmago a liberar HCI, acidificando o meio. Essa
acidificacdo do meio ativam as primeiras proteases, as pepsinas que hidrolisam as

proteinas na regido aminoterminal de aminoacidos aromaticos (DOCKRAY, 2004).

O bolo alimentar é encaminhado para a primeira porcéo do intestino delgado
(duodeno), o pH acido no duodeno estimula a secrecdo do horménio secretina e 0
pancreas libera bicarbonato de sédio para neutralizar o pH acido proveniente do
estbmago. A presenca de aminoacidos livres no intestino estimula a liberacdo da
colecistocinina pelas células enddcrinas do intestino proximal (NELSON e COX,
2014). Com a secrecdo da colecistocinina ha a liberacdo dos zimogénios das
enzimas digestivas pelas células exocrinas do pancreas, 0 tripsinogénio,
guimiotripsinogénio e a procarboxipeptidase A e B. No intestino o tripsinogénio é
convertido em tripsina pela acdo da enteropeptidase, uma enzima proteolitica
também excretada pelas células intestinais. A tripsina ativa catalisa a converséao do
guimiotripsinogénio e da procarboxipeptidase A e B, como também ativam outros
tripsinogénios (NELSON e COX, 2014).

Com as enzimas digestivas ativas, ocorre a maior degradacdo das proteinas
da dieta e a maior absor¢cdo de aminoacidos. Essa cascata de eventos digestivos
nao € comum apenas aos mamiferos, mas ocorrem em outras classes de animais,

como em peixes (GUILLEN et al., 2017). As proteases de peixes sdo bem parecidas
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estruturalmente com as proteases de mamiferos, contudo algumas modificacdes
podem ocorrer em razdo do habitat do animal, as quais condi¢Bes alimentares ele
esta exposto (GUILLEN et al., 2017). E por essa razdo que as proteases de peixes
vém ganhado destaque, pois apresentam caracteristicas importantes, como a alta
estabilidade térmica e a variacdo de pH. Enzimas com essas caracteristicas sao
importantes para alguns processos industriais. (MONTEIRO et al., 2009).

As proteases estdo entre os trés maiores grupos de enzimas industriais,
sendo responsavel por 60% da venda internacional de enzimas (ALMONTE et al.,
2011). As proteases estdo envolvidas em diversos processos na industria, entre eles
estdo: no processamento de couro, como aditivos nos detergentes sejam eles
liquidos ou em pod, na producdo de queijos, na producado de farmacos, entre outros
(LI et al., 2013). A industria de detergentes € a industria que mais utiliza proteases
atualmente, sua utilizacdo comecou em 1960, com a enzima da bactéria Bacillus
licheniformis a subtilisinas. A boa compatibilidade da enzima com os detergentes
estimulou o desenvolvimento de detergentes com enzimas em todo mundo (SAEKI
et al., 2007). A busca por novas proteases para utilizacdo como aditivos nos
detergentes ganhou destaque, mas elas eram facilmente inativadas por oxidantes
guimicos. A descoberta de uma serino protease resistente a oxidacdo por agentes
guimicos permitiu 0s avancgos na substituicdo por catalisadores bioldgicos (SAEKI et
al., 2007).

A industria de alimentos explora o uso das proteases de varias maneiras, elas
sdo bastante utilizadas na preparacdo de hidrolisados de proteinas de alto valor
nutricional, os hidrolisados de proteinas tem um papel importante na regulacédo da
pressao arterial e sdo utilizados em formulacdes de alimentos infantis e na dieta. O
soro de queijo € um subproduto abundante na inddstria de laticinios, utilizando
proteases houve a producdo de hidrolisados da proteina do soro (GUPTA et al.,
2002).

Na industria farmacéutica o uso de proteases em varios processos é
promissor, o mercado de enzimas € considerado o mais promissor para as industrias
farmacéuticas. As proteases sao utilizadas em diversos processos terapéuticos, a

plasmina utilizada como agente fibrinolitico, cicatrizantes de feridas. A papaina que
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auxilia na digestdo de proteinas em pacientes com dispepsia crénica e gastrite, a
tripsina auxilia na digestdo (MONTEIRO et al., 2009).

Na industria téxtil as proteases sao utilizadas para impedir o encolhimento do
tecido e fazer biopolimento, elas também s&o utilizadas para facilitar 0 manuseio
melhorar e aumentar a qualidade da fibra da seda (MONTEIRO et al., 2009).

Entre as proteases, as tripsinas pertencentes a classe das serino-proteases e
tém ganhado destaque em muitos processos industriais, elas ja sdo utilizadas na

industria farmacéutica, na de detergentes, entre outras.
3.5 Serino Proteases

No genoma humano cerca de 2-4% dos genes codificam para proteases, dos
guais 30% séo serino proteases ou homoélogos de serino proteases. Estas enzimas
estdo envolvidas em varios processos fisiologicos importantes, como: digestdo de
proteinas, coagulagdo sanguinea, fibrindlise, imunidade humoral e celular,
transducdo de sinal, ativacdo de hormoénios (PAGE e DI CERA, 2008). As serino
proteases sao caracterizadas pela presenca de um residuo de serina e histidina e
aspartato no sitio ativo. Uma série de outras familias de enzimas, como as
asparaginase, esterases, acilases e beta lactamases utilizando uma triade catalitica

idéntica para gerar forte ataque nucleofilico (PAGE e DI CERA, 2008).

Outras serino proteases mediam a catalise através de novas triades de
residuos, como a Histidina combinada com a serina. Em quase todos os casos, 0
sitio ativo de serina pode ser inibido por PMSF (fenilmetilsulfonilfluoreto) e DFP
(Diisopropil fluorofosfato), sendo um teste rapido utilizado para identificar proteases

do tipo serino proteases (REIS, 2009).

A familia das serino proteases € bastante variada, mas apresenta em comum
o residuo do aminodcido serina na triade catalitica. Abaixo segue uma tabela com as

principais enzimas que pertencem a familia das serino proteases.

Tabela 2. Exemplos das principais enzimas da familia das serino proteases

Enzimas Residuos cataliticos
Tripsina His, Asp, Ser
Subtilisina Asp, His, Ser

Prolyl oligopeptidase Ser, Asp, His
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D-ala-D-ala carboxypeptidase Ser, Lys

LexA peptidase Ser, LYs/His
Cytomegalovirus assemblin His, Ser, His
Lon peptidase Ser, lys

Clp peptidase Ser, His, Asp
Nucleoporin His, Ser
Aminopeptidase DmpA Ser
Lactoferrin Lys, Ser
L,D-Carboxypeptidase Ser, Glu, His
Rhomboid His, Ser

Fonte: Page, Di cera, 2008
3.6 Tripsina

As serino proteases digestivas podem ser divididas em trés principais tipos:
tripsina, quimiotripsina e elastase. A tripsina € uma enzima digestiva secretada pelas
células exocrinas do pancreas na forma de zimogénios (tripsinogénio) e ativada pela
acao da enteropeptidase intestinal quando cliva o tripsinogénio nos residuos 15
(lisina) e 16 (isoleucina) (ALMAZAN et al., 2008).

A quimiotripsina também €& secretada pelas células exdcrinas do pancreas,
seu zimogénio é a quimiotripsinogénio este tem especificidade para ligacdes
peptidicas contendo residuos de aminoacidos hidrofébicos na cadeia lateral, como a
fenilalanina (Phe), Tirosina (Tyr) e Triptofano (Trp). A capacidade da tripsina e da
guimiotripsina em hidrolisar proteinas deve ter surgido no inicio da evolucdo, pois
genes que codificam para tripsinas foram encontrados em genomas bacterianos. Os
organismos primitivos eram capazes de utilizar uma proteina primitiva como fonte de

aminoacidos para a sintese de enzimas (ALMAZAN et al., 2008).

Com a evolugdo uma importante caracteristica foi desenvolvida pelos
organismos, a regulacdo na atividade, expressdo e sintese de tripsinas e
guimiotripsinas. Devido sua capacidade de hidrdlise proteica, essas enzimas sao
armazenadas na sua forma inativa, com o objetivo de proteger o tecido da hidrolise
proteica (BEZERRA et al., 2001). Na figura 4 estéa ilustrada a estrutura tridimensional
do tripsinogénio e da tripsina ativa, bem como os sitios de clivagem da

enteropeptidase e dois tipos de tripsinas alfa e beta (ELGENDY et al., 2016).
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No pancreas humano ha trés isoformas de tripsinogénio que sdo excretadas:
catidnica, anibnica e 0 mesotripsinogénio resistente ao inibidor. Porém apenas o0s
tripsinogénios catiénico e anidénico sdo predominantes, 0 mesotripsinogénio €
encontrado apenas vestigios. Mutacdes no gene que codifica o tripsinogénio
catidbnico estd associado a pancreatite cronica, devido a auto-ativacdo do
tripsinogénio ainda no pancreas (ELGENDY et al., 2016).

3.7 Sistema Digestério de Peixes

Assim como nos mamiferos, nos peixes ha producdo de enzimas digestivas
no estbmago e no pancreas, no estbmago encontra-se a protease acida pepsina que
também é liberada na sua forma inativa pepsinogénio e pela acidez do estdmago é
ativada em pepsina. As proteases alcalinas que sdo produzidas pelo pancreas dos
mamiferos, nos peixes muitas vezes sao produzidas e excretadas pelo ceco-pilérico,
pois o pancreas é difuso (BEZERRA et al., 2001). As proteases alcalinas atuam em
pH basico, alcalino, proximo a 8,0, o pH é muito importante para essas enzimas

sejam ativadas e exercam sua atividade hidrolitica.

O sistema digestorio de peixes difere dos mamiferos, principalmente devido
ao habito alimentar e ao ambiente, o que pode influenciar a presenca, posicao,
formato e tamanho de um 6rgdo em particular. Essas sao variacoes morfologicas
provocadas pelo ambiente, podendo ser de carater permanente quando Sao
produzidas pela evolucdo ou de carater temporario, como no caso de adaptacdes
daquele momento ou periodo. Modificacdes temporarias podem ser decorrentes de
escassez de um determinado alimento naquela época ou regido ou pode estar
relacionada a fase de desenvolvimento dos peixes. Muitas vezes na fase larval ha

um habito alimentar e na fase adulta outro habito alimentar (ROTTA, 2003).

Os peixes podem ser divididos em 3 categorias de acordo com o habito
alimentar: Herbivoros, Onivoros e Carnivoros. Os herbivoros se alimentam de
algumas espécies de plantas, e possuem estruturas especializadas de mastigacao.
Os onivoros se alimentam de itens de origem vegetal e animal, podem se alimentar
de invertebrados, peixes pequenos, plantas. E os carnivoros se alimentam de itens

de origem animal, podem consumir invertebrados e outros peixes.
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Os peixes ndo utilizam a cavidade bucal para a mastigagdo e pré-digestéo,
como ocorre nos mamiferos, ela se limita a selecionar, prender e conduzir o alimento
até o esodfago. Os peixes possuem dentes, a diferenca na denticdo indica a
preferéncia alimentar, os quais variam de tamanho, dureza e textura. Acredita-se
gue os dentes dos peixes sdo originados de escamas que recobriam os labios. A
maioria dos peixes carnivoros utilizam os dentes apenas para segurar a presa e a
engolir inteira, com exceg¢dao da piranha que tem o mecanismo de dilacerar o
alimento antes da degluticdo (ROTTA, 2003).

O estbmago de peixes possuem trés partes, a entrada (cardica), saco
(fundica) e saida (pilorica). Nos peixes carnivoros as glandulas gastricas sdo mais
desenvolvidas, e se alimentam com menor frequéncia, necessitando de um
estbmago maior com musculatura elastica para acomodar as presas ingeridas, o que
permite sua distensdo podendo aumentar de trés a quatro vezes o seu tamanho. Na
figura 4 esta ilustrado o estbmago de um peixe carnivoro, destacando suas

principais divisoes.

Figura 4: Desenho ilustrativo do estbmago de peixe carnivoro, (Et = estbmago, In =

Intestino).
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Fonte: Embrapa, 2003.

O intestino dos peixes é um tubo relativamente simples, comecando pela

vélvula pil6rica e terminando no reto, nos Teledsteos h4 a presenca de pelo menos
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dois segmentos, na anterior ocorrem a absor¢do de nutrientes (monossacarideos,
aminoacidos e 4&cidos graxos), e na segunda parte ocorre a entrada de
macromoléculas por pinocitose (ROTTA, 2003).

Alguns peixes apresentam uma estrutura que parece ser uma extensao do
intestino, o ceco-pildrico, que pode ser mais desenvolvido em algumas espécies de
peixes, dependendo do seu habito alimentar, peixes carnivoros tém cecos-piléricos
mais bem desenvolvidos. Essa estrutura funciona para aumentar a superficie de
contato dos alimentos (CAL, 2006).

Figura 5: Desenho ilustrativo do intestino de peixe carnivoro (In = Intestino, CP =
Ceco-pildrico e Et = Estdbmago).
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Fonte: Embrapa, 2003

O reto é diferenciado do intestino médio pela diminui¢cdo da vascularizacéo e
do numero de células secretoras, tem parede muscular muito mais grossa que a do

intestino e com uma grande capacidade de distensdo (ROTTA, 2003).

3.8 Tripsinade peixes

As tripsinas sdo enzimas digestivas que séo liberadas no intestino, nos
teledsteos o intestino possui dobras profundas nas suas paredes intestinais de onde
as células secretoras se formam e liberam as secrecdes ricas em enzimas digestivas

(proteases, lipases e carboxilases) (CHACON et al., 2011).
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As tripsinas e quimiotripsinas sdo as enzimas mais secretadas na porcao
anterior do intestino, a acdo dessas enzimas também pode ocorrer no ceco-pilérico
guando presente (CHACON et al., 2011). A tripsina é uma serino-protease que varia
entre 22 a 30 kDa em peixes e clivam as regides C-terminais de ligacdes peptidicas
gue contenham residuos de arginina e lisina (SILA et al.,2012). Na figura 6, é
possivel verificar a estrutura tridimensional da tripsina do Salm&o (Protein data
bank).

Figura 6: Imagem da estrutura tridimensional da tripsina do Salméao.

Fonte: https://goo.gl/17USHA

A imagem da estrutura tridimensional da tripsina do Salmo apresenta
algumas estruturas que se destacam, por exemplo: as setas que sao representacdes
da estrutura secundaria da proteina folha f, as alfa hélices sao representadas por
essas tor¢coes em forma de hélice, ainda € possivel visualizar na imagem os loops
gue sao estruturas de conexdes entre as alfa hélices e as folhas B. O arranjo dessas
estruturas ocorre de acordo com a sequencia de aminoacidos, a estrutura primaria,
gue ira permitir as interacdes entre os residuos de aminoacidos, o nimero maior de
interacdes que a proteina fizer sera a estrutura nativa da proteina. Em relacéo as

enzimas, sera a estrutura que ela exercera melhor sua atividade catalitica.
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Na imagem é possivel observar pequenas estruturas interna e externamente
a molécula, apontadas com a seta em azul. Outras moléculas também podem
interagir com a enzima, como exemplos ions metalicos que atuam aumentando ou

diminuindo sua atividade catalitica.

O mecanismo de acdo da tripsina (figura 7) ocorre em algumas etapas: o
acoplamento do sitio ativo da enzima ao substrato através de um ataque nucleofilico
promovido pelo residuo de serina ao grupo carbonila da ligacdo peptidica do
substrato. Este ataque nucleofilico ira instabilizar o oxigénio do grupo carbonila,
ganhando uma carga negativa por um curto periodo que é estabilizada pelo
hidrogénio do bols&o oxianion. Isto levaréd ao colapso do intermediario tetraédrico e a
formacdo do complexo acil-enzima. O grupo amino ira se dissociar da cadeia
formando o primeiro da hidrélise e a agua entrara no sitio ativo para promover um
ataque nucleofilico promovendo a formacdo de um novo complexo acil-enzima para

dissociacao do grupo carboxil, o segundo produto da hidrélise (HEDSTROM, 2002).



Figura 7: Mecanismo de acao da tripsina.
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novamente adquire uma carga
negativa.
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Ainstabilidade da carga
negativa no oxigénio do
carbonil do substrato leva ao
colapso; a formagdo
novamente de ligacio dupla
com o carbono descola a
ligacdo entre o carbono e o
grupo amino de saida é
protonado pela His, facilitando
oseu deslocamento.
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Algumas tripsinas de peixes apresentam caracteristicas especificas, entre
elas estéo estabilidade térmica e a estabilidade em pH variados, isso ocorre por que
0S peixes sd0 animais ectotérmicos, ou seja, incapazes de regular sua temperatura
corporal, dessa forma dependem da temperatura do meio, o que pode influenciar na
adaptacdo dessas macromoléculas (BEZERRA et al., 2001). As caracteristicas
especificas das tripsinas de peixes permite que elas ganhem maior espaco na
utilizac&o de processos industriais.

3.9 Utilizacdo de residuos organicos como fonte de enzimas

E evidente que a substituicdo dos catalisadores quimicos por catalisadores
biolégicos (enzimas) é crescente, devido principalmente aos menores danos
causados a saude e por serem biodegradaveis. As fontes de enzimas também séo
diversas, porém o desafio de reduzir o custo de obten¢éo de enzimas e a descoberta
de enzimas com alto potencial biotecnologico € muito alto. Essas fontes também
precisam obedecer a busca da utilizagcdo de recursos sustentaveis, principalmente
depois da assinatura da agenda 30, onde varios paises assinaram o acordo de
erradicacao da pobreza em todas as suas formas e dimensdes, incluindo a pobreza

extrema com a utilizacéo de recursos de forma sustentavel (Agenda 2030).

A aquicultura representa uma alternativa para o aumento da producdo de
alimentos em todo mundo, bem como a busca pelo estilo de vida mais saudavel,
com o aumento no consumo de peixes e derivados. Esse aumento seja pela
aquicultura, seja a pesca extrativista, 0 consumo de peixes produz cerca de 30% de
residuos sélidos organicos (FELTES et al., 2009). Os quais geralmente ndo sédo
adequadamente manejados, podendo trazer uma série de problemas ambientais,

como a contaminagao do solo e de corpos d’agua (VIDOTTI et al., 2016).

Dessa forma ha uma necessidade crescente em montar sistemas de
aproveitamento de residuos nas industrias, para maior aproveitamento econémico e
preservacdao ambiental (ARRUDA, 2004). Entre as atividades feitas com os residuos
organicos estdo a producdo de racao animal, producdo de fertilizantes e produtos
guimicos (FELTES et al., 2009). Contudo ha um interesse crescente em utilizar os
residuos organicos de peixes para uma maior diversificacdo das atividades da

industria desta area e a obtencdo de subprodutos com valor agregado, entre as
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alternativas encontradas esté a extracdo de enzimas com potenciais biotecnolégicos

que séo utilizadas como catalisadores bioldgicos.

A busca por enzimas com alta capacidade biotecnolégica é grande, e as
visceras de peixes correspondem fontes limpas e alternativas para a extracao
dessas macromoléculas. Isso seria possivel com parcerias entre a indlstria de
pesca e a industria de enzimas, para o desenvolvimento de produtos de alto valor
comercial e a resolucdo do problema do destino dos residuos organicos produzidos
pela industria pesqueira.

Varios peixes ja foram submetidos a estudos para avaliar as enzimas
produzidas por eles, tanto o estbmago como 0s cecos piléricos e o intestino
corresponde fontes de importantes enzimas. Esses estudos permitiram determinar a
possibilidade de recuperar grandes quantidades de enzimas a partir de residuos de
peixes, a exemplo do residuo proveniente do Tambaqui, onde 1g de enzima é
recuperada de 1 kg de ceco pilorico (BEZERRA et al., 2001). E 1 kg de intestino de
bacalhau produz 1g de tripsina (ESPOSITO et al., 2009). A biotecnologia é capaz de
fornecer os meios para transformar tais matérias-primas em produtos valiosos, como
enzimas (ESPOSITO et al., 2009).

3.10 Purificacdo de Proteinas

Para iniciar o trabalho com proteinas é fundamental que a mesma seja
purificada da solucdo, extrato onde ela esta inserida. Sado varios os métodos
utilizados para a purificacdo de proteinas, esses métodos aproveitam as
propriedades de cada uma dessas macromoléculas, que podem ser tamanho, carga
e propriedades de ligacdo (NELSON e COX, 2014).

Geralmente o extrato bruto € o meio de onde vai purificar a proteina, esse
extrato precisa de alguns cuidados antes de passar para as etapas de purificacéo,
ele pode ser centrifugado para retirar particulas sélidas grandes ou submetidos a um
fracionamento, que utilizam diferencas de solubilidade de proteinas, pH, temperatura
e concentracdo de sais para separar a proteina de interesse de contaminantes
(NELSON e COX, 2014).

Sao vérios os tipos de fracionamento utilizado para purificar proteinas, como

precipitacdo utilizando sulfato de aménio, acetona, etanol, entre outros. A escolha do
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tipo de fracionamento depende muito do tipo de proteina que esta sendo purificada.
A etapa de fracionamento é muito importante, pois permite retirar grandes
quantidades de contaminantes do extrato bruto e concentrar a proteina de interesse
em uma unica fragdo. A dialise, outra técnica utilizada na purificacdo de proteinas,
onde a proteina de interesse € separada de solutos menores quando inserida em
uma membrana de didlise com poros de tamanhos conhecidos e adicionados em
uma solucdo (agua, tampédo). Os solutos que sao menores que 0S poros da
membrana saem e as proteinas que sdo maiores ficam retidas dentro da membrana,
essa técnica € muito utilizada para remover sal de uma solugdo (NELSON e COX,
2014).

As técnicas cromatograficas sado as principais formas de obtencdo de
proteinas puras, os trés principais tipos de cromatograficas séo: filtracdo em gel que
separa as proteinas de acordo com tamanho, a troca ibnica que separa de acordo
com a diferenca de cargas e a afinidade que separa através do reconhecimento
biologico. Filtracdo em gel € um tipo de cromatografica utilizada para separar
proteinas com diferentes tamanhos, esta resina apresenta poros de tamanhos
variados conhecidos e a depender do tamanho da proteina de interesse o0s
tamanhos dos poros da resina da filtracdo em gel sdo escolhidos. A amostra é
aplicada nessa resina e ela percorre os poros da resina, a velocidade com qual esse
percurso é feito dependendo do tamanho das particulas. As proteinas grandes sao
liberadas no inicio da corrida cromatografica, visto que as mesmas nao conseguem
entrar nos poros pequenos da resina e as proteinas e solutos pequenos tem sua

saida retardada pela passagem dos poros da resina, como mostra a figura 8.
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Figura 8: Esquema ilustrativo da cromatografia de filtragdo em gel (exclusdo por
tamanho).
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Fonte: (NELSON e COX, 2014).

A cromatografia de troca i6nica se baseia na diferenca entre as cargas das
proteinas em determinados pH, a matriz na coluna também chamada de resina
contem grupos carregados ligados, aqueles ligados a grupos aniénicos sé&o
chamados de permutadores de céations e aqueles ligados a grupos catiénicos sao
chamados de permutadores de anions. A afinidade da proteina aos grupos
carregados na resina depende do pH, o que determina o estado de ionizacdo da
proteina. A separagcdo ou a eluicdo da proteina pode ocorrer variando o pH ou a
concentracdo de sal da fase movel de modo a criar um gradiente de concentracéo
de sal ou pH (NELSON e COX, 2014). Uma das vantagens de utilizar uma resina de
troca ibnica é a capacidade de utilizar amostras diluidas e em grandes volumes, pois
esse tipo de resina concentra a amostra e tem capacidade alta. Na figura 9 é

possivel visualizar um esquema ilustrativo da cromatografia de troca idnica.
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Figura 9: Esquema ilustrativo da cromatografia de troca ionica.
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Fonte: (NELSON e COX, 2014).

A cromatografia de afinidade é aquela apresenta melhor resolucéo entre as
trés cromatografias analisadas, isso € devido a alta especificidade dessa
cromatografia. Seu principio é baseado no biorreconhecimento, a resina tem um
grupo quimico ligado covalentemente quando uma amostra é aplicada na coluna a
proteina ou macromolécula que tem afinidade ao ligante € ligado e tem sua eluicéo
retardada. Para purificacdo de tripsina € comum a construcdo de colunas de
afinidade com inibidores de tripsina ligados a resina, como por exemplo, a
benzamidina e quando a amostra contendo a tripsina passa pela resina a mesma
fica ligada aos inibidores e tem sua eluicdo retardada (NELSON e COX, 2014).
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Figura 10: Esquema ilustrativo da cromatografia de afinidade.
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A escolha do tipo de cromatografia a ser utilizada para purificar uma proteina

depende muito do tipo de amostra e do pesquisador, muitas vezes é necessario

utilizar mais de um tipo de cromatografia, para obter a proteina purificada.
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4 METODOLOGIA
4.1 Obtencao das Visceras e Preparacdo do Extrato Bruto

As visceras do Coryphaena hippurus (dourado do mar) foram obtidas de
peixes pescados na praia de Ponta Verde, Macei6-AL nos meses de Agosto e
Setembro de 2016. As atividades foram previamente aprovadas pelo Comité de
Etica no uso de animais (Protocolo 64/2016). As visceras foram encaminhadas em
caixas térmicas com gelo até o Laboratério de Metabolémica e Protedmica da
Universidade Federal de Alagoas (LAMP/UFAL), onde foram congeladas em freezer
-20°C para posteriores andlises.

Os 6rgaos foram separados das visceras, pesados e macerados utilizando
tesouras e homogeneizador politron em tampao Tris-HCIl a 50 mM pH 8,0 (Tampé&o
de extracdo) em uma proporcdo de 2 g/mL. Foi realizado teste de atividade
especifica através da hidrélise do substrato BApNA (Na-Benzoil-D,L-arginina-4-
nitroanilida) 50 mM para verificar a presenca de tripsina, o produto da reacdo é o p-
nitroanilina, de coloracdo amarelada esta foi monitorada a 410 nm em
espectrofotometro. O tecido que apresentou maior atividade sobre o substrato
especifico para tripsina, 0 BApNA, foi submetido a centrifugacdo por 15 minutos a

15.000g a 4° C, o sobrenadante foi determinado como extrato bruto.

4.2 Fracionamento Salino (Salting out)

O extrato bruto foi submetido ao fracionamento com sulfato de aménio (0-20,
20-40, 40-60, 60-80 e 80-100%) sob agitacdo e banho de gelo, apos a adi¢éo do sal
a amostra foi incubada a 4°C por 1 hora. Entre cada ciclo a amostra foi centrifugada
a 15.000g a 4°C por 15 minutos e o precipitado ressuspendido em tampéao Tris-HCI

50 mM pH 8,0 e armazenado em geladeira a 4°C (Figura 11).

Todas as fracdes foram submetidas a teste de hidrélise enzimatica do
substrato BApNA. Para a reacdo enzimatica as fracfes foram diluidas 100x e 10 uL
da fracdo diluida foi adicionado a 390 puL de tampdo de extracdo com 100 uL de
solucdo reveladora (4 yL de BApNA a x yM + 96 ul de tampédo de extracdo), a
reacao foi incubada por 30 minutos a 37°C e apds o periodo de incubacédo a reacéo
foi encerrada com 500 pL &cido citrico 20% (m/v) e analisado em espectrofotdmetro

a 410 nm, todas as reacdes foram realizadas com controle negativo (branco).
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Figura 11: Esquema ilustrativo do fracionamento salino (salting out).

4°Cpor 1 hora

4.3 Cromatografia de Filtracdo em Gel

A fracdo do fracionamento salino com maior atividade foi aplicada em coluna
de filtracdo em Gel S-100 HR (50 mL) acoplada a um cromatografo liquido AKTA
pure M1 (GE), previamente equilibrada com tampéao Tris-HCI 50 mM pH 8,0 com 0,5
M de NaCl. O fluxo durante a cromatografia foi de 0,1 mL/min. As fracdes coletadas
foram analisadas através de reacdo enzimatica por hidrolise do BApNA, 10 pL da
fracdo + 390 uL de tampéao (Tris-HCI 50 mM pH 8,0) e 100 pL de solucao reveladora
(4 uL de BApNA e 96 pul de tampéo A) por 30 minutos a 37°C e encerrada com 500
ML de acido citrico 20% (m/v). As fracbes que apresentaram atividade especifica
para o BApNA foram analisadas quando ao perfil de bandas em Eletroforese de gel

de poliacrilamida.
4.4 Céalculo de unidades enzimaticas

A atividade amidase, hidrélise do BAPNA, foi calculada de acordo com

formula abaixo:

Atividade (U/mL) = (A - Ao) x volume final da mistura (mL) x 1000

8800 x tempo de reacdo (min) x 0,2 (mL)
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45 Eletroforese SDS-PAGE 15%

As eletroforeses foram realizadas a voltagem constante (90 V), em gel de
poliacrilamida com dodecil-sulfato de sddio (SDS-PAGE) a 15% (LAEMMLI, 1970). O
tampéo das amostras foram 0,5 M Tris-HCI pH 6,8; 2% de SDS; 10% de glicerol; 5%
de 2-Mercaptoetanol; 0,001% de azul de bromofenol e aquecida por 5 minutos a
100°C. O gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue G-250 em Agua: Metanol (1:1)
por 2 horas e descorado com solucao descorante (50% metanol, 10% &cido acético
e 40% agua).

4.6 Teste de temperatura 6tima e estabilidade térmica

Para verificar a temperatura 6tima de atividade da enzima isolada foram
realizadas reacdes de hidrolise do BAPNA em diferentes temperaturas (20°C a
70°C), onde foram adicionados 20 pL da enzima, com 380 pL de tampé&o A (Tris-HCI
50mM pH 8,0) e 100 pL de solucéo reveladora (4 uL de BApNA + 96 uL de Tampéao
A), incubado por 1 hora nas respectivas temperaturas, as rea¢des foram encerradas
com 500 pL de é&cido citrico 20% (m/v). A atividade foi analisada em
espectrofotémetro a 410 nm (UV, Shimadzu 1280, Serial 01619 A 120654), todos os
testes de caracterizacdo da enzima pura foram realizados em triplicata e as reacdes
foram analisadas no mesmo espectrofotbmetro. A temperatura que apresentou

maior hidrélise do BAPNA foi considerada como 100% de atividade relativa.

A estabilidade térmica foi analisada incubando a enzima em diferentes
temperaturas (20°C, 30°C, 40°C, 50°C, 60°C e 70°C) por 1 hora, apos o periodo de
incubacéao foi adicionado 100 pl de solucéo reveladora (4 uL de BApNA + 96 uL de
tampédo) e incubado novamente por 1 hora na temperatura 6tima da enzima, a
reacdo foi encerrada com 500 pL de acido citrico 20% (m/v) e analisada em

espectrofotdmetro a 410 nm.
4.7 Teste de pH 6timo e estabilidade em pH

Para a determinacdo do pH 6timo, analisamos o tamponamento com maior
taxa de hidrolise do substrato BApNA, os tampdes escolhidos foram: Acetato de
sédio (pH 4,0 a 6,0); fosfato de sodio (pH 7,0); Tris-HCI (pH 8,0); Glicina (pH 9,0 a
11,0), todos a 100 mM. A reacéo foi realizada adicionando 20 yL da enzima a 380 uL

dos respectivos tampdes acima citados e 100 yL de solugéo reveladora (4 pL de
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BApNA + 96 uL dos diferentes tampdes) de acordo com o pH analisado. A reacéo foi
encerrada com 500 pL de &cido citrico 20% (m/v) e analisada em espectrofotdmetro
a 410 nm.

A estabilidade em pH foi analisada com os mesmos tampdes descritos acima,
na reacao foi adicionado 20 yL da enzima e incubada por 1 hora em 100 pyL dos
respectivos tampdes de acordo com o pH, apés o periodo de incubacédo foi
adicionado 376 uL tampdo do pH 6timo (Tris-HCI 200mM pH 8,0) com 4 ul do
substrato BAPNA para garantir que o pH da reacéo atingi-se o pH 6timo, a reacéo
foi novamente incubada por 1 hora e encerrada com 500 uL de &cido citrico 20%
(m/v) e analisado em espectrofotdmetro a 410 nm.

4.8 Testede Inibicdo

Foram avaliados cinco inibidores: PMSF 1 mM e 5 mM, EDTA (Acido
Etilenodiamino tetra-acético) 1 mM, Benzamidina 1 mM e 5 mM, 2-Mercaptoetanol 5
mM e SBTI (Inibidor de tripsina da soja) 1 mg/mL, o controle positivo foi a reacao
sem a presenca dos inibidores e foi considerada 100% da atividade. As reacdes
foram realizadas incubando a enzima com os inibidores a temperatura ambiente por
30 minutos e apds esse periodo de incubacéo foi adicionado 100 pL da solucéo
reveladora (4 uL de BApNA e 96 uL de Tampao Tris-HClI 50 mM pH 8,0) e foi
incubado a 40°C por 1 hora e encerrado com 500 pL de &cido citrico 20% (u/v). E

analisado em espectrofotdmetro a 410 nm.
4.9 Efeito dos ions metélicos

A atividade da tripsina purificada foi analisada quanto a influéncia de ions
metélicos: Zn%*, Cu®*, Mg?*, Fe?*, Mn*" e Ca® a 5 mM. Nas reacdes enzimaticas
foram adicionadas 20 yL da enzima, 250 uL da solucdo com os metais, 130 uL de
tampéo Tris-HCI 100 mM pH 8,0 e 100 pL de solucéo reveladora (96 uL de Tampéo
e 4 uL de BApNA), a reacdo foi incubada por 1 hora a 40° C, os resultados foram
comparados com o controle positivo que ndo teve a presenca de nenhum metal.
Apoés o periodo de incubacéo a reacao foi encerrada com 500 uL de acido citrico a

20% (m/v) e analisado a 410 nm em espectrofotdmetro.
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4.10 Zimografia

No zimograma o protocolo € o mesmo no item 4.5, porém as amostras nao
foram fervidas e ndo foi utilizado agente redutor, o gel foi polimerizado com caseina
0,2%, e apos a eletroforese, o0 mesmo foi lavado com Triton X-100 2,5% em tampéao
de extracdo por 30 minutos sob agitacdo, para a retirada do SDS. Em seguida,
foram adicionados 100 mL de tampédo de reacédo (Tris-HCI 50 mM pH 8,0),
permanecendo neste por 24 h a 25°C. O gel foi corado e descorado como descrito
acima. O zimograma foi realizado somente apdés a comprovacdo da pureza da

enzima.
4.11 Compatibilidade e Estabilidade em detergentes comerciais

A tripsina isolada foi analisada quanto a compatibilidade e estabilidade em
detergentes comerciais, foram analisados 6 diferentes tipos de detergentes (Omo
liquido, Tyxan Ypé liquido e po, Ariel liquido e p0). Os detergentes foram diluidos a 7
mg/mL e aquecidos a 70°C por 1 hora para remover as enzimas endogenas, apds o
aquecimento a tripsina isolada do Coryphaena hippurus (dourado do mar) foi
adicionada aos detergentes por 1 hora a temperatura ambiente. A atividade residual
foi analisada em substrato caseina incorporada em gel de poliacrilamida
(Zimografia), protocolo descrito no item 4.6. Também foram avaliadas a tripsina
purificada também tratada com PMSF (controle negativo) e a tripsina sem tratamento

(Controle Positivo).
4.12 Determinacao de proteinas

A determinacdo da concentracdo de proteinas foi realizada de acordo com

método de Bradford usando soro de albumina bovina (BSA).
4.13 Cinética Enzimética

A atividade da tripsina purificada foi analisada quando a curva cinética de
Michaelis-Menten, a reacdo ocorreu em temperatura e pH 6timos da enzima com
variacdo da concentracdo do substrato BApNA (0,015 — 6 mM) incubando por 1

hora.
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5 RESULTADOS
5.1 Obtencédo das visceras e Preparagcdo do Extrato Bruto

As visceras do Coryphaena hippurus (dourado do mar) foram obtidas na praia
de Ponta Verde, Macei6-AL. As visceras foram armazenas em gelo e encaminhada
para o laboratorio de Metabolémica e Protedmica da Universidade Federal de
Alagoas (UFAL). Algumas visceras de peixes apresentam caracteristicas
importantes, como por exemplo, a rapida deteriorizacdo quando ndo armazenada de
maneira adequada o que sugere a acao de potentes proteases (KTARI et al., 2012).
O dourado do mar apresenta essa caracteristica, além de ser um peixe de hébito
alimentar carnivoro, o que fortalece a hipétese de possuir importantes proteases.

O 6rgéo que apresentou maior atividade de hidrélise do BApNA foi o intestino,
a partir dele foram feitos os extratos brutos e submetidos a precipitagdo salina e

cromatografia.

Tabela 3: Andlise da atividade especifica para tripsina em 6rgaos do Coryphaena

hippurus (dourado do mar).

Orgaos Quantidade (pL) Tempo de incubacdo Atividade total (U/mL)
Intestino (2 g/mL) 2 uL 30 minutos 0,359
Ceco pilorico (2 2 uL 30 minutos 0,085
g/mL)
Estdmago (2 2 uL 30 minutos 0,047
g/mL)

Fonte: Elaborada pela autora.
5.2 Fracionamento Salino (Salting out)

O extrato bruto produzido a partir do intestino foi submetido ao fracionamento
salino com sulfato de amoénio diferentes fracdes (0-20, 20-40, 40-60, 60-80 e 80-
100%).

Tabela 4: Fracdes do fracionamento salino e suas respectivas atividades especificas

para tripsina do Coryphaena hippurus (dourado do mar).

Fracdes da Precipitacao Atividade total (U/mL)
Extrato Bruto 0,223
F 0-20% 0,158
F 20-40% 0,274

F 40-60% 0,769
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F 60-80% 0,160
F 80-100 0,047

Fonte: Elaborada pela autora.

A etapa de precipitacdo salina foi fundamental para retirar os contaminantes
do extrato bruto e para concentrar a atividade da enzima em uma Unica fracdo. Sao
dois os parametros observados nessa fase, a resolugcéao, ou seja, a capacidade de
concentrar a enzima em uma Unica fracdo e a recuperacao, que é a quantidade de

atividade efetivamente recuperada a partir do extrato bruto.

Na tabela 4 é possivel verificar uma boa resolucdo da precipitacdo salina do
extrato do dourado do mar, pois a atividade da enzima concentrou-se na fracao 40-
60%. Tripsinas de outros peixes geralmente ficam concentradas nessa fracdo a
tripsina do Lophiosilurus alexandri (Pacamd) também ficou com atividade
concentrada na fracdo 40-60% (SANTOS et al., 2016). A tlapia do Nilo
(Oreochromis niloticus L) teve a atividade da tripsina concentrada na fragéo 20-60%
(UNAJAK et al., 2012). A recuperacao também foi considerada boa, cerca 52% da
enzima foi recuperada, comparada a outras tripsinas de peixes, como a da tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus) que recuperou 39% e a tripsina do Diapterus rhombeus
foi de 36,2% na fracdo 30-60% de sulfato de amoénio (SILVA et al., 2011).

5.3 Cromatografia de filtracdo em gel

A fracdo 40-60% do fracionamento salino foi a que apresentou maior atividade
especifica para a tripsina e foi aplicada em coluna de gel-filtracdo S100 HR,
equilibrada com tampéao Tris-HCI 50 mM pH 8,0 + 0,5 M de NaCl no fluxo de 0,1 mL
por minuto, foram coletados fracdes de 2 mL. Na figura 12 é possivel observar o
cromatograma gerado a partir desta cromatografia no software Origin 6.0

Profissional.

A escolha da coluna de gel-filtracdo para a purificacdo da tripsina do dourado
do mar foi realizada a partir do perfil eletroforético na fracdo 40-60% do
fracionamento, a mesma apresentou um perfil de bandas mais separadas o que
permitia o uso da filtracdo em gel. Essa analise previa no perfil de bandas permite

uma maior eficiéncia na purificacdo de proteinas.
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Figura 12: Cromatografia de filtracdo em gel S-100 HR com fragdo 40-60% do fracionamento salino. Linha preta leitura A 280 nm e

linha azul leitura 410 nm.
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No cromatograma acima a linha preta refere-se aos picos das proteinas
visualizadas em comprimento de onde de 280 nm das frages e a linha em azul, séo
provenientes das reagbes de hidrdlise realizadas para identificar a atividade da
tripsina nas fracdes coletadas da cromatografia. A presenca de um Unico pico com
atividade hidrolitica para tripsina é evidente nas fracbes (F19, F20, F21). No
cromatograma também é possivel verificar uma boa resolugéo, visto que 0s picos
foram separados. Houve ainda uma boa recuperacao da tripsina do dourado do mar,
com 60% nas trés fracbes acima citadas. Uma caracteristica que se destaca para a
tripsina do dourado do mar é a alta atividade hidrolitica com baixa concentracao de
proteinas.

A purificagéo de tripsinas de peixes é feita utilizando diversos tipos de colunas
cromatograficas, que vao desde filtracdo em gel, como a tripsina purificada do
Diapterus rhombeus que foi isolada com uma Sephadex G-75 (SILVA et al., 2011),
como colunas de troca idnica, como por exemplo a tripsina do Lophiosilurus
alexandri (Pacama) purificada com uma DEAE-Sepharose (SANTOS et al., 2016).
Como também podem ser utilizadas 2 ou mais tipos de colunas diferentes para obter
a tripsina purificada, como por exemplo, a tripsina do Barbus callensis isolada com
uma Sephadex G-100 e uma Mono Q-Sepharose (SILA et al., 2012).

A purificacdo de enzimas com apenas um passo cromatografico ndo €
facilmente obtida, mas é proveniente de variaveis que devem ser observadas, como
descreve a SIGMA-ALDRICH, 2016: volume da coluna, fluxo adequado para eluicao,
escolha do melhor tampéo a ser utilizado para a enzima em questdo e quantidade

da amostra aplicada na coluna.

A utilizacdo de apenas um passo cromatografico para a purificacdo garante
também uma boa taxa de recuperacao, visto que 2 ou mais passos cromatograficos
(filtracdo em gel, troca ibnica e afinidade) reduzem as taxas de recuperacao, como
visto na purificacdo de Arapaima gigas com 17% de recuperacdo, Channa argus
com 12,6%, e do Rachycentron canadum com recuperacédo de 8,6% (JUNIOR et al.,
2012, ZHOU et al., 2012, FRANCA et al., 2016)
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Na tabela 5 € possivel verificar o resumo da purificagdo da tripsina do Coryphaena
hippurus (dourado do mar)

Tabela 5: Resumo da purificacdo da tripsina isolada do Coryphaena hippurus (dourado do mar)

Etapas de purificacdo: Ativ. Total (U/mL) - Total de proteinas (mg/mL) — Ativ. Especifica— Recuperagéo%o

Extrato Bruto 0,223 0,322 173, 136 100
Fragéo 40-60% 0,769 0,372 517,33 52%
Gel Filtracéo (F19, F20 e F21) 1,804 0,069 6,241.81 60%

Fonte: Elaborada pela autora.
5.4 Eletroforese SDS-PAGE

O SDS-PAGE foi utilizado para acompanhar a purificagcdo da tripsina e
analisar o perfil de bandas proteicas em cada etapa de purificacdo, o gel com 15%
de poliacrilamida foi o que apresentou melhor o tamanho aproximado da enzima
pura, tamanho em torno de 26 kDa. Essa massa molecular aproximada é compativel
com outras tripsinas de peixes. As tripsinas do Lophiosilurus alexandri (Pacama)
com 24 kDa (SANTOS et al., 2016), do Cirrhinus mrigala com 21,7 kDa
(KHANGEMBAM et al., 2015), do Oncorhynchus masou com 24 kDa (KANNO et al.,
2010).

Na figura 13 é possivel verificar as etapas da purificacdo da tripsina do
Coryphaena hippurus, na coluna 1 esta o padrdo de massa molecular, coluna 2
extrato bruto mostrando a complexidade da amostra, com muitas bandas de
proteinas, na coluna 3 a fracdo 40-60% do fracionamento salino, ja € possivel
verificar uma reducdo na quantidade de bandas, confirmando a retirada de muitos
contaminantes no fracionamento salino e na coluna 4 a enzima purificada apds uma
cromatografia da filtracdo em gel e a presenca de uma proteina com apenas uma
subunidade, pois foi utilizado agente redutor e fervura na realizacdo desta
eletroforese. A cromatografia de filtracdo em gel mostrou-se muito eficiente na

purificacdo da tripsina do Coryphaena hippurus.

Figura 13: Gel SDS-PAGE 15%, etapas da purificacdo da tripsina do Coryphaena
hippurus (dourado do mar) coluna 1 padrdo de massa molecular, coluna 2 extrato
bruto, coluna 3 fracdo 40-60% e coluna 4 tripsina purificada. Gel corado com

comassiae brilhante.
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Colunal Coluna 2 Coluna3 Coluna4d
M ExtratoBruto  F 40-60% Tripsina

225K
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38K
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Fonte: Elaborado pela autora.
5.5 Teste de temperatura 6tima e estabilidade térmica

As enzimas apresentam algumas caracteristicas especificas para realizar sua
atividade catalitica, elas dependem de temperaturas e pH especificos para atingir o
maximo de sua atividade (FRANCA, 2013).

Encontrar a temperatura Otima da enzima € um passo essencial para
possiveis aplicagcbes dessa enzima. Na figura 14 é possivel verificar o
comportamento da tripsina do Coryphaena hippurus em variadas temperaturas, as
reacOes foram realizadas em pH o6tima desta enzima. A temperatura de 40°C foi
onde a enzima apresentou 100% de sua atividade, mas a temperatura de 50°C
reteve 98,99% da atividade, mostrando que a 40° ou 50° a enzima atinge 0 maximo
de sua atividade, analises feitas em triplicada.
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Figura 14: Analise de temperatura 6tima para a tripsina do Coryphaena hippurus

(dourado do mar) n=3.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Enzimas com atividades em temperaturas elevadas permite visualizar
aplicacdes industriais que requerem altas temperaturas (JELLOULI et al., 2009).
Além da atividade maxima em temperaturas elevadas, a estabilidade por
determinados tempos em temperaturas elevadas sdo importantes para a utilizacédo

em processos biotecnoldgicos.

Dessa forma a estabilidade térmica € uma caracteristica importante para
determinadas enzimas, a tripsina € uma protease que se destacam pela estabilidade
térmica, principalmente as tripsinas de organismos marinhos (EISENTHAL et al.,
2006). A tripsina do dourado do mar apresentou estabilidade térmica maxima a 50°C
com retencdo de 50% da atividade, acima dessa temperatura a tripsina perdeu sua
atividade (Figura 15).
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Em comparagdo com outras tripsinas de peixes, a estabilidade térmica da
tripsina do dourado do mar foi considerada alta. A tripsina isolada da sardinelle
(Sardinella aurita) teve sua atividade reduzida em 80% quanto incubada por 1 hora a
50°C (KHALED et al., 2011). A tripsina do Diapterus rhombeus teve 100% de sua
atividade reduzida a 55°C (SILVA et al., 2011).

Figura 15: Analise da estabilidade térmica da tripsina isolada do Coryphaena

hippurus (dourado do mar) n=3.
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.6 Teste de pH 6timo e estabilidade em pH

As tripsinas sdo proteases alcalinas, ou seja, exercem sua atividade em pH
alcalino, essa caracteristica das tripsinas permitiu ampliar sua utilizagdo em

processos industriais que acontecem em extremos de pH (HADDAR et al., 2009).
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A tripsina do dourado do mar apresentou maxima atividade em pH 8,0,
utilizando a solucao tampé&o de Tris-HCI 100 mM por 1 hora a 40°C, como mostra a
figura 16.

Figura 16: Andlise de pH 6timo para tripsina do Coryphaena hippurus (dourado do

mar).
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Fonte: Elaborado pela autora

A atividade enzimatica em determinados pH esta relacionada com a estrutura
primaria da proteina, a sequéncia de aminoacidos. Alguns aminoacidos tém grupos
ionizaveis, ou seja, podem ser protonados ou desprotonados dependendo do pH do
meio. Essa caracteristica permite alterar de forma significativa as interacfes que os
residuos de aminoacidos fazem entre si e dessa forma gera a mudanca na estrutura
tridimensional da proteina. Sabendo que a estrutura tridimensional esta relacionada

com a atividade da enzima, quando ela perde ou modifica sua estrutura
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tridimensional, perde sua atividade catalitica. Evidenciando porque algumas enzimas

perdem sua atividade quando exposta a diferentes pH.

A estabilidade em pH variados da tripsina do dourado do mar € alta, pois
conseguiu ser estavel entre o pH 5,0 e 0 10,0 com mais de 70% da atividade, como
mostra a figura 17. Essa caracteristica € muito comum entre as tripsinas de
organismos marinhos, a tripsina isolado do Pacama apresentou estabilidade entre os
pH 6,0 e 0 11,0 com mais de 70% da atividade (SANTOS et al., 2016), a tripsina do
S. officinalis € estavel entre os pH 6,0 e 11,0 com 70% da atividade (BALTI et al.,
2009). Na figura 17 é possivel verificar a estabilidade da enzima em diferentes pH.

Figura 17: Andlise da estabilidade da tripsina do Coryphaena hippurus (dourado do

mar) em diferentes pH.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Essa estabilidade em uma ampla faixa de pH permite a utilizacdo da tripsina
em VAarios processos industriais, a industria de detergentes utiliza muito as proteases

com alta estabilidade em pH, essas enzimas auxiliam na remoc¢éo de manchas de
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gueratina, sangue, leite e molhos, entre outros e suportam a presenca de

surfactantes que alcalinizam ainda mais o meio (SAEKI et al., 2007).

Os detergentes devido a grande quantidade de surfactantes sdao muito
alcalinos e utilizar enzimas que ndo suportem pH basico, iria reduzir muito ou
eliminar a atividade hidrolitica da enzima, dificultando a remo¢do de manchas
durante a lavagem. As proteases que apresentam atividade em uma ampla faixa de
pH sé&o essenciais para aumentar a remo¢do de machas de detergentes contendo
enzimas ativas, além de serem biodegradacdes e por ndo utilizarem catalisadores

guimicos diminuem os indices de alergias entre os usuarios (Dorra et al., 2018).

Contudo nédo é apenas a industria de detergentes que utilizam proteases, as
industriais farmacéuticas, a de alimentos, a pesquisa de base também buscam
novas proteases que apresentem caracteristicas importantes para seus processos, é
por isso que as proteases atualmente representam mais de 60% do mercado de

enzimas no mundo e sdo amplamente estudadas (LI et al., 2013).
5.7 Testede inibicéo

Algumas enzimas tem sua atividade reduzida ou eliminada na presenca de
inibidores, esses inibidores podem ser especificos para tripsina ou por classes. A
utilizacdo de inibidores em tripsinas purificadas auxilia na classificacdo dessas
enzimas, a tabela 6 mostra os efeitos dos inibidores sobre a atividade da tripsina do

Coryphaena hippurus (dourado do mar).

Tabela 6: Inibidores utilizados frente a tripsina do Coryphaena hippurus (dourado do

mar).

Inibidores Concentracdes Atividade Residual (%)
EDTA (Ethylenediamine 1mM 60
tetraacetic acid)
PMSF (Phenylmethane 1mM 4,86
sulfonyl flouride)
PMSF (Phenylmethane 5mM 0
sulfonyl flouride)
2-Mercaptoetanol 5mM 45,41%
Benzamidina 1mM 3,29%
Benzamidina 5mM 0%
SBTI (Soybean Trypsin 1 mg/mL 0
Inhibitors)

Fonte: Elaborada pela autora.
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A atividade da tripsina foi totalmente inibida por PMSF, Benzamidina e SBTI,
gue sdo especificos para serino proteases e tripsina respectivamente. O EDTA néo
inibiu totalmente a atividade da enzima, visto que este é um inibidor de
metaloprotease, atua como quelante dos fons de Ca?* essenciais para atividade da
enzima (BALTI et al., 2009). O 2-Mercaptoetanol € um inibidor de tiol proteases,
também chamada de cisteino protease, este interfere nos residuos de cisteina
relacionados ao sitio ativo da enzima, dessa forma o 2-Mercaptoetanol nao
conseguiu inibir totalmente a atividade da tripsina do dourado do mar, devido a
auséncia do residuo de cisteina no sitio ativo. A inibicdo parcial pode ser resultado
da interacdo do 2-mercaptoetanol com outros residuos de serina da proteina,
alterando sua estabilidade conformacional. O PMSF é um inibidor competitivo
irreversivel, liga-se os residuos de serina nos sitios ativos de serino proteases,

interferindo totalmente na atividade da enzima.

Benzamidina e o SBTI (Soybean trypsin inhibitors) séo inibidores competitivos
reversiveis da tripsina, ou seja, compete pelo sitio ativo da enzima com o substrato,
porém em altas concentracdes de substrato 0 mesmo consegue remover o inibidor e
se ligar ao sitio catalitico da enzima estabelecendo a atividade. Diante deste perfil de
inibicdo é possivel classificar a tripsina isolada do dourado do mar como serino

protease do tipo tripsina.
5.8 Efeito dos ions metalicos

Algumas enzimas apresentam cofator, ou seja, para exercer sua atividade
catalitica ela deve esta ligada a um ion metalico. Para verificar se a tripsina isolada
do dourado do mar tem sua atividade alterada na presenca de alguns ions
metalicos, estes foram inseridos a reacdo e incubados na temperatura e pH 6timo da

enzima por 1 hora.

Na tabela 7 é possivel verificar que alguns ions metalicos exerceram efeitos
negativos na atividade da enzima, o zinco, cobre e manganés reduziram mais 80% a
atividade da enzima, contudo o célcio melhorou a atividade da enzima. E conhecido
gue o calcio interage com algumas proteinas, aumentando a estabilidade da mesma,
a interacdo do calcio com proteases ja conhecida, contudo o mecanismo de
estabilizacdo ainda ndo é conhecido (KOTORMAN et al., 2003).
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Tabela 7: Analise dos efeitos dos ions metalicos na atividade da tripsina do
Coryphaena hippurus (dourado do mar).

lons Metélicos Concentragdes (mM) Atividade Residual (%)
Zn** 5 18,26
Cu®* 5 18,86
Fe** 5 41,01
Mg** 5 55,83
ca** 5 101,79
Mn®* 5 12,87

Controle positivo 100%

Fonte: elaborada pela autora.

Outras tripsinas de peixes também tem sua atividade reduzida na presenca
de alguns metais, a tripsina do Pterygoplichthys disjunctivus que teve sua atividade
reduzida em 91%, 85% e 71% por Mg?*, Mn*" e Cu?* respectivamente (VILLALBA-
VILLALBA et al.,, 2013) e a tripsina do Salaria basilisca que perdeu 100% da
atividade da tripsina na presenca de Zn?* e Cu®** e Mg?* reduziu 86% da atividade
(KTARI et al., 2012).

O mecanismo de diminuicdo da atividade da tripsina na presenca dos ions
metalicos é pouco esclarecido, contudo sugeri-se que 0os metais influenciem no sitio

de ligacdo da enzima com o substrato (SILA et al., 2012).
5.9 Zimografia

Na zimografia € possivel verificar a hidrolise do substrato (caseina)
incorporado ao gel de poliacrilamida, na figura 18 a zona branca no gel azul é onde
ocorreu a hidrdlise do substrato pela tripsina do Coryphaena hippurus (dourado do
mar). Com isso € possivel verificar a capacidade da tripsina do dourado do mar em
ser incorporada em matriz sélida com a manutencéo de sua atividade, caracteristica
muito importante para varios processos industriais. O descolamento menor da banda
no gel é devido a copolimerizacdo do gel com caseina 0 que 0 torna menos
permedvel (diminui os poros do gel) e consequentemente menor o deslocamento da

tripsina isolada (coluna 4 X 5).

A zimografia também foi utilizada para verificar a atividade relativa da tripsina

do Coryphaena hippurus (dourado do mar) quando submetido a acéo de detergentes
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comerciais. A verificacdo da atividade da tripsina com o substrato BAPNA néo é
possivel devido a precipitagcdo do mesmo na presenca dos detergentes.

5.10 Compatibilidade e Estabilidade em detergentes comerciais

Atualmente os detergentes comerciais estdo utilizando enzimas como
catalisadores biologicos para aumentar a eficacia na remocdo das manchas de
tecidos. Essas enzimas precisam ter algumas caracteristicas que as tornem
aplicaveis na utilizacdo em detergentes. Entre as principais caracteristicas estao: ter
boa estabilidade em térmica e em pH variados, suportando pH alcalinos, visto os

detergentes tem agentes surfactantes fortes que alcalinizam muito o meio.

A tripsina esta enzimas utilizadas como aditivos de detergentes, devido a sua
alta capacidade hidrolitica e sua boa estabilidade em meios alcalinos e temperatura.
A tripsina isolada do Coryphaena hippurus (dourado do mar) demonstrou
compatibilidade e estabilidade com todos os detergentes comerciais testados, a
mesma conseguiu manter-se viavel e continuar com alta atividade catalitica na
presenca de detergentes, mostram sua capacidade em ser utilizada como aditivos
em detergentes, bem como em outros processos industriais que envolvam altas

estabilidade térmica e ampla variacao de pH.

Na figura 18 é possivel visualizar sua atividade catalitica alta na presenca dos
detergentes comerciais. A tripsina tratada com PMSF foi utilizada como controle
negativo e a tripsina sem tratamento como controle positivo, entre as colunas 5-9
sdo possiveis verificar as hidrélises da tripsina na presenca dos detergentes. Entre
as colunas 11-16 estdo os detergentes apO0s aquecimento por 1 hora a 70°C,
mostrando que suas enzimas endogenas foram destruidas e toda hidrdlise que

ocorre nas colunas 5-9 é proveniente da atividade da tripsina isolada.
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Figura 18: Analise da compatibilidade e estabilidade da tripsina purificada em detergentes comerciais

T 2 3 4 56 I 8 9 10 1 42 13 4 15 16 17 1- Nada

2 - Tripsina com PMSF

3- Nada

4 - Tripsina isolada / controle positivo
o Tripsina isolada + Ariel liq.
6 - Tripsina isolada + Tyxan liq
7 -Tripsina isolada + Omo liq
8- Tripsina isolada + Ariel po
9- Tripsina isolada + Tyxan po
10- Nada

11 - Tripsina isolada aquecida
12 - Tyxan p6 aquecido

13- Arel p6 aquecido

14 - Ariel liquido aquecido
15— Tyxan liquido aquecido
16— Omo liquido aquecido
17-Nada

Fonte: Elaborado pela autora
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5.11 Determinacéo de Proteinas

A concentracdo proteica da tripsina do Coryphaena hippurus (dourado do
mar) é de 0,0694 mg/mL de acordo com o método de Bradford, concentracédo
proteica baixa, porém com atividade especifica alta de 6,241.81.

5.12 Cinética Enziméatica

A atividade da tripsina purificada foi avaliada em diferentes concentragdes do
substrato BAPNA (0,015 — 6 mM). A constante de Michaelis-Menten (Km) e a
constante de catélise (Kcat) foram 0,035 mM e 241,037 S. Na tabela 8 é possivel
verificar a comparacao entre as constantes cinéticas de outras tripsinas de peixes,
destacando os Km da tripsina do Coryphaena hippurus e do Barbus callensis, este

apresentaram os menores Km.

Figura 19: Curva de Michaelis — Menten para tripsina variando a concentracdo do
substrato BAPNA (0,0015 — 6,0 mM).
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Fonte: Elaborado pela autora.



Tabela 8: Quadro comparativo entre Km e Kcat de tripsinas isoladas de peixes.

Espécie Km (mM) Kcat S* Autores e ano
Coryphaena 0,035 241,037 Este estudo
hippurus
P. disjunctivus 0,13 1,46 Villalba et al., 2013
Sardinella aurita 0,083 1,21 Khaled et al., 2011
S. sagax caerulea 0,051 4 Asgeirson et al., 1989
E. japoOnica 0,049 1.55 Heu et al., 1995
Sepia officinalis 0,064 2.32 Balti et al., 2009
Oreochromis 0,16 23.85 Unajak et al., 2012
nitoticus L.

Balistes capriscus 0,068 40.6 Jellouli et al., 2009
Cirruhinus mrigala 0,0672 92.09 Kumar et al., 2015
Barbus callensis 0,018 1.21 Sila et al., 2012
Penaeus vannamei 16,8 - Dadshahi et al., 2016

Fonte: Tabela comparativa elaborada pela autora.
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6 CONCLUSOES

e Foi realizacdo a preparagdo do extrato bruto a partir do intestino do
Coryphaena hipurrus (dourado do mar), onde se encontrava a maior
concentracao de tripsina entre os érgaos digestivos analisados;

e O fracionamento salino foi eficiente na remocédo de grande parte de

contaminantes e na concentracao da tripsina em uma unica fracao 40-60%;

e Atripsina foi purificada utilizando uma Unica coluna cromatogréfica de filtracao

em gel S-100 HR acoplada ao AKTA pure, com taxa de recuperacao de 60%;

e A temperatura Otima da enzima isolada foi entre 40°C e 50°C, a mesma
manteve-se estavel até 50°C com 50% da atividade enzimatica;

e O pH otimo da enzima foi de 8,0 semelhante ao pH de atividade das enzimas
alcalinas e a estabilidade em pH variados foi considerada ampla, a mesma foi

estavel entre o pH 5,0 a 10,0 com 70% da atividade;

e A enzima foi classificada como tripsina do tipo serino protease, foram
utilizados 5 diferentes inibidores enzimaticos: PMSF, EDTA, Benzamidina,
SBTI e 2-Mercaptoetanol, a enzima foi totalmente inibida por PMSF 5 mM,

Benzamidina 5 mM e SBTI 5 mM sugerindo sua classificacao;

e Alguns ions metalicos influenciaram negativamente a atividade catalitica da
enzima, o Cu®, Fe*, Mg?, Mn%*, Zn*, contudo o Ca* estabilizou e

aumentou a atividade da enzima;

e A enzima apresentou alta compatibilidade e estabilidade na presenca de
detergentes comerciais, mostrando seu excelente potencial para a utilizacdo
como aditivos em detergentes, destacando seu potencial em manter sua

atividade em matriz solida.

e A concentracdo proteica foi considerada baixa com 0,06694 mg/mL, porém

com alta atividade especifica 6,241.81;

e As constantes cinéticas analisadas foram consideradas 6timas, o Km foi de
0,035 mM e a Kcat foi de 241,035 st
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