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RESUMO

As visceras de peixes sdo parte dos residuos solidos descartados ap6s o0 consumo e
processamento desses animais. No entanto, elas podem ser aproveitadas como recurso rico de
enzimas. A traira, Hoplias malabaricus (Bloch, 1794), peixe pouco estudado e com poucas
informacdes sobre enzimas produzidas, representa um grande potencial a ser explorado. Além
disso, a enzima tripsina pode ser isolada da traira e apresentar aplicagdo no ambito cientifico e
tecnoldgico. Porém, é necessario antes conhecer as caracteristicas estruturais e bioldgicas da
enzima de interesse. Diante dessas informacdes, esse estudo buscou a purificagdo e
caracterizacdo a tripsina da traira. Com o ceco pildrico da traira foi feito o extrato bruto, que
foi fracionado pela precipitacdo com etanol e a precipitagdo com sulfato de amdnia. Foram
realizados testes de hidrdlise enzimatica com o substrato N-a-benzoil-L-arginina-4-
nitroanilida (BApNA) em todas as fracdes das precipitacdes e foi observado que a fracdo 20-
40% da precipitagdo salina teve maior atividade. A cromatografia de gel filtracdo Sephacryl
S-100 (60x1 cm) da fracdo 20-40%, mostrou um pico com alta atividade hidrolitica de tripsina
e baixa concentragéo de proteina, ou seja, alta atividade especifica. O SDS-PAGE demonstrou
0 isolamento da tripsina apds precipitacéo salina e gel filtracdo na coluna Sephacryl S-100. A
enzima parcialmente isolada foi caracterizada e apresentou pH 6timo 9,0 e temperatura 6tima
de 50 °C, além de ter inibicdo de 98,95% por fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF), 94,04%
pelo inibidor da tripsina da soja (SBTI) e 94,74% pela benzamidina, mostrando ser uma
serinoprotease. A constante cinética para essa enzima teve Km de 1,62 mM e Vmax de 0,69
mM s™. Conclui-se nesse trabalho que a tripsina da traira foi parcialmente isolada por dois
métodos de purificacdo e que a enzima mostrou eficiéncia catalitica em condicdes de
temperatura e pH distintas das demais tripsinas isoladas de peixes, assim demostrando ter

grande potencial para possiveis aplicacdes biotecnoldgicas.

Palavras-chave: Enzima. Protease. Tripsina. Peixe.



ABSTRACT

Fish viscera are part of the solid waste discarded after consumption and processing of these
animals. However, they can be utilized as a rich resource of enzymes. The traira, Hoplias
malabaricus (Bloch, 1794), little studied fish and having scarce of information about the
enzymes produced by it, is a fish with great potential to be explored. In addition, the enzyme
trypsin can be isolated from the traira and present application in the scientific and
technological field. However, it is necessary to know its structural and biological
characteristics. With this information, this work pursued the purification and characterization
of trypsin from traira. With the traira’s pyloric cecum was made a crude extract, which was
fractionated by the precipitation with organic solvent and the precipitation with ammonium
sulphate. Enzymatic hydrolysis tests were performed with the substrate N-a-benzoyl-L-
arginine-4-nitroanilide (BApNA) in all fractions of the precipitations and it was observed that
the fraction 20-40% of the saline precipitation had higher activity. Gel filtration
chromatography (Sephacryl S-100 — 60 x 1 cm) of the 20-40% fraction showed a peak with
high trypsin hydrolytic activity and low protein concentration, in others words, high specific
activity. SDS-PAGE demonstrated the isolation of trypsin after saline precipitation and gel
filtration on the Sephacryl S-100 column. . The enzyme isolated was characterized and
showed high activity at pH 9.0 and temperature of 50 °C, besides having inhibition of 98,95%
by phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 94.04% by the soybean trypsin inhibitor (SBTI)
and 94,74% by benzamidine, showing to be a serine protease The Kinetic constant for this
enzyme had Km with 1.62 mM and Vmax with 0.69 mM s™. It is concluded in this work that
trypsin from traira was partially isolated by two purification methods and that the enzyme
showed catalytic efficiency in temperature and pH conditions distinct from others trypsins
isolated from fish, thus demonstrating great potential for possible biotechnological

applications.

Keywords: Enzyme. Protease. Trypsin. Fish.
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1 INTRODUCAO

No Brasil o consumo de peixe vem aumentando a cada ano. Segundo dados do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), 483 mil toneladas de peixe foram
produzidas em 2015. Algumas partes do peixe como, cauda, nadadeira, visceras, escamas,
pele, 0ssos, sdo consideradas lixo (BLANCO et al, 2007). Os residuos de peixes descartados
indevidamente tornaram um problema ambiental, visto que os restos do animal sdo pereciveis.
No entanto, as visceras do peixe, um subproduto, podem ser aproveitadas como um recurso
rico em enzimas digestivas. (BOUGATEF, 2013; BLANCO et al, 2007).

As enzimas sdo macromoléculas usadas pelos organismos vivos como catalisadores
das reacdes nos sistemas bioldgicos. As enzimas sao divididas em seis classes, de acordo com
as reacOes que elas catalisam (NELSON e COX, 2014). As hidrolases sdo uma das seis
classes enzimaticas, responsaveis por catalisar reacdes de hidrolise, dentro dessa classe
encontram-se as peptidases (VOET et al, 2008). As peptidases, tais como a tripsina, possuem
grande valor para a industria de enzima, impactando em 60% no mercado de venda de
enzimas devido a variada aplicacdo na inddstria de detergentes, comida, agroquimica e
farmacéutica (BOUGATEF, 2013).

Uma das principais enzimas digestivas das visceras de peixes € a tripsina,
caracteristica por clivar a ligacdo peptidica dos residuos de aminoacidos arginina (Arg) ou
lisina (Lys) na regido do grupo carbonila. Dessa forma, uma alternativa de aproveitar as
visceras do peixe € através do isolamento e purificacdo da tripsina, podendo desenvolver
novas proteinases com baixo custo de producdo e aplicavel na indastria como na de
detergentes, couro, alimentos e medicamentos (BOUGATEF, 2013).

A busca por tripsinas que tenham maior poder catalitico e que sejam resistentes as
condicdes impostas pelas industrias que utilizam essas proteases é estimulada. Um exemplo é
a industria de detergentes que busca por enzimas alcalinas, sendo as serinos proteases as mais
usadas. J& na industria téxtil, o processamento do material passa por varias operacdes, sendo
requisitadas enzimas com diferentes caracteristicas (GURUMALLESH et al, 2019), por
exemplo, como na abrasdo do jeans, em que sdo usadas enzimas com estabilidade em pH 6-8
e também em pH 4-6. (OLSEN, 2004)

A traira é um peixe de agua doce que vive em ambientes lénticos e possui registros
da Argentina, Brasil a Costa Rica (SANTOS 2013). As visceras da traira pode ser uma fonte
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de enzima hidroliticas. Alencar et al (2003) realizou estudos com residuos da traira e
identificou que a maior atividade proteolitica desse peixe estava no ceco pilérico e, que vérias
enzimas eram responsaveis pela atividade proteolitica alcalina. Porém, as enzimas ndo foram
purificadas e caracterizadas. Kona et al (2018) relatou a purificacdo da tripsina do ceco
pilérico da traira por precipitacdo com sal e cromatografia de afinidade, com pH 6timo de 8,0
e estabilidade térmica entre 40-60 °C.

Sabendo de tais informacOes, e levando em consideracdo que a traira € um peixe
carnivoro, entdo provavelmente tem alta atividade enzimética para a digestdo. E, também, que
a obtencdo de proteases tem custo elevado. O trabalho tem por objetivo purificar e
caracterizar a(s) tripsina(s) da traira (Hoplias malabaricus), visando aproveitar partes do
peixe que seriam descartadas, e usar de métodos que gerem baixos custos para producdo de

proteases.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Traira

A espécie Hoplias malabaricus (Bloch, 1794), popularmente conhecida no Brasil
como traira, Figura 1, é um peixe neotropical' de agua doce. Possui ocorréncia em quase
todas as bacias hidrograficas da América do Sul, com registros da Argentina até a Costa Rica.
E da familia Erythrinidae pertencente & ordem dos Characiforme que tem como exemplares a
piranha, lambari, curimba e dourado. Possuem como caracteristicas morfolégicas o corpo
alongado e cilindrico, com manchas escuras em forma de listras irregulares, a mandibula
ultrapassando fracamente a maxila superior e dentes pontiagudos (PESSOA et al., 2013;
LIMA et al, 2016; SANTOS, 2013; MARTINS, 2009).

Figura 1: Exemplar da espécie Hoplias malabaricus (traira).

Fonte: Google, 2019.

E um peixe que tem preferéncia por ambientes Iénticos, é predador, do tipo que faz
tocaia para capturar a presa, possui dieta carnivora, alimentando-se exclusivamente de peixes
na fase adulta. A traira possui periodo de reproducdo entre agosto e janeiro, no qual a fémea
faz desova parcelada em ninhos e o macho os fertilizam até eclodirem (PESSOA et al., 2013;
LIMA et al, 2016; SANTOS, 2013; MARTINS, 2009).

O sistema digestorio da Traira € composto por quatro partes: esdfago, estdbmago, o
ceco pildrico no inicio do intestino e o intestino, Figura 2 (PESSOA et al., 2013). O es6fago
tem a funcdo de levar o alimento da boca até o estbmago, ja o estbmago mantém o alimento

por algum tempo até que a digestdo &cida aconteca. O ceco pilérico tem como funcéo

! E aregido biogeografica que compreende o territério da América do Sul e do México ( Amorim e Pires, 1996).
12



aumentar a area de absor¢do do intestino, digerindo proteinas e lipideos provindos da dieta,
além de auxiliar na absorcéo de nutrientes (ROTTA, 2003).

Figura 2: Orgdos internos da traira.

Fonte: Pessoa et al., 2013

Em muitas comunidades pesqueiras, a traira € usada como alimento devido a sua
abundancia em areas dulciaquicolas (LIMA et al, 2016). O IBGE estimou que mil toneladas
de trairas foram produzidas no Brasil em 2015, correspondendo a 0,2% da producdo de total
de peixes. Comparado a producdo de outros peixes de dgua doce, como a tilapia que teve
producéo de 219,33 mil toneladas em 2015 correspondendo a 45,4% do mercado pesqueiro no
Brasil, a traira possui uma producdo pequena. No entanto, ela possui uma caracteristica que a
distingue dos demais peixes, a sua dieta carnivora. Segundo Eshel et al (1993), a tripsina
contribui com cerca de 40-50% da atividade digestiva de espécies carnivoras. Levando em
consideracdo tal fato, é esperado que a atividade enzimatica digestiva da Traira esteja ligada a

tripsina e seja maior do que outros peixes como, por exemplo, da propria tilapia.
2.2 Enzimas

Para manter um organismo vivo funcionando vérias reagdes ocorrem conjuntamente
e em tempo adequado. Isso sO € possivel devido a presenca de enzimas, que sdo catalisadores
biologicos responsaveis por aumentar a velocidade das reagdes em sistemas vivos. Na
presenca de enzimas, as reacdes ocorrem no tempo adequado para gerar produtos importantes
para 0 metabolismo dos organismos vivos. A auséncia de catalise leva a reagcdes como, por
exemplo, a de hidrolise de proteinas durar entre 10 a 10.000 anos para ocorrer em pH neutro.
(CAMPBELL e FARREL, 2007; BERG et al, 2004).

As enzimas sdo macromoléculas que possuem como principais caracteristicas a sua

alta especificidade, agir sobre condi¢cGes amenas de temperatura e pH e acelerar reacfes
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quimicas, chegando a ter poder catalitico superior & de catalisadores sintéticos ou inorganico.
Assim como qualquer proteina, as enzimas possuem suas atividades relacionadas as suas
conformac0es nativas, podendo perder ou diminuir sua atividade quando as conformacdes séo
comprometidas (NELSON e COX, 2014).

Com descoberta de novas enzimas, foi necessario desenvolver um sistema de
classificagdo para enzimas de acordo com as reagdes catalisadas por elas. Cada enzima recebe
nameros dados pela Comissdo de Enzimas (Enzyme Commission - EC) (RODEWELL e
KENNELLY, 2006). As enzimas tém 6 classes: oxidorredutases, transferases, hidrolases,
liases, isomerases e ligases, Tabela 1.

Tabela 1: Classificacéo internacional de enzimas.

Classe n° Nome da classe Tipo de reacdo catalisada
1 Oxidorredutases Transferéncia de elétrons.
2 Transferases Reacdes de transferéncia de grupos.
3 Hidrolases Reacdes de hidrolise.
4 Liases Eliminacdo de grupos para formar
ligacOes duplas.
5 Isomerases Isomerizacao.
6 Ligases Formacdo de ligacbes acopladas a

hidrélise de ATP.

Fonte: Adaptado de Nelson e Cox, 2014

As hidrolases sdo enzimas gue catalisam a clivagem da ligacdo quimica seguida da
adicdo da molécula de 4gua. (RAWLING et al, 2007; REECE et al, 2015). Dentro da classe
das hidrolases encontram-se as proteases, que sdo responsaveis por catalisar a clivagem
hidrolitica das ligacdes peptidicas. As proteases estdo presentes em uma gama de processos
biologicos entre eles a digestdo de alimentos, ativacdo de proteinas, coagulacdo sanguinea,

reciclagem de proteinas intracelular, apoptose, angiogénese e outros (RAWLING et al, 2007).
2.2.1 Proteases

As proteases € uma classe de enzima muito diversa e recebe uma classificacdo

propria de acordo com a EC. As proteases podem ser divididas em dois grupos:
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A) endopeptidases, que clivam as ligacGes peptidicas das cadeias internas de

polipeptideos, que por sua vez sdo divididas de acordo com o grupo quimico presente no sitio

ativo (serina, cisteina, acido aspartico e metalo-proteases);

B) exopeptidases, que hidrolisam as extremidades aminoterminal (aminopeptidases)

ou carboxiterminal (carboxipeptidases) de polipeptideos (BOUGATEF, 2013; RAO et al,
1998).

As proteases desempenham Vérios papéis biologicos através de cascatas de reacdes?

(RAWLING et al, 2007). Algumas das fungGes das proteases em sistemas vivos sdo:

a)

b)

Digestdo de proteinas: quando as proteinas da dieta chegam ao intestino, a enzima
enteropeptidase é ativada e converte o tripsinogénio encontrado no pancreas na sua forma
ativa, a tripsina. Por sua vez, a tripsina ativa outras enzimas digestivas proteoliticas, como
a quimiotripsina e a carborxipeptidases A e B, além de auxiliar na ativagdo de outras
tripsinas e na digestéo de proteinas da dieta (GRANNER, 2006).

Coagulacdo sanguinea: ap6s uma lesdo no tecido, o zimogénio X é convertido na sua
forma ativa, a protease fator Xa. Junto com a proteina fator V3, a protease Xa age
convertendo o zimogénio protrombina na sua forma ativa, a trombina, e direcionando
essa protease ao local da lesdo. A partir de entdo ocorre uma série de reagdes, na qual a
trombina cliva proteoliticamente a glicoproteina fibrinogénio e a converte em fibrina,
formando coagulos de fibrina. Apds a integridade da area lesionada ser recuperada, mais
uma vez uma proteases ird agir, dessa vez sera a serino protease plasmina que clivara a
fibrina (NEURATH e WALSH, 1976).

Apoptose: a apoptose € a morte celular programada, processo pelo qual células
danificadas ou infectadas sdo eliminadas. Nos seres humanos, a apoptose ocorre através
da sinalizacao realizada por uma célula vizinha a célula danificada. A partir disso, 0s
precursores procaspases sao ativos e convertidos nas proteases caspases, que por sua vez
auxiliam na ativacdo de outras enzimas de caspases, causando a morte celular
programada (REECE et al, 2015; BERG et al, 2004).

2 Cascatas de reacBes ocorrem ap6s um sinal inicial, o qual desencadeia reacdes em sequéncia. Em cada nova
etapa reacional o sinal amplifica e gera produtos para a préxima etapa (REECE et al, 2015).
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Na industria, as proteases representam 60% do mercado de enzimas, participando em
uma variedade de segmentos, ocupando lugar de destaque entre as demais enzimas, Figura 3
(RAO et al, 1998).

Figura 3: Distribuicdo das enzimas comercializadas segundo Rao et al (1998).

Enzimas analiticas
e farmacéuticas
10%

Lipases
3%

Outras
carboidrases
10%

" \_Tripsina
3%

Fonte: Adaptado de Rao et al, 1998.

As vantagens do uso de proteases pela industria estdo na capacidade dessa classe de
enzimas em hidrolisar regides especificas de proteinas e peptideos, producdo em larga escala
e alta atividade. O que a torna amplamente utilizada em varios segmentos industrias. Como
exemplo, tem-se a industria farmacéutica, que usa proteases para o desenvolvimento de
agentes terapéuticos, a ciéncia basica, a qual emprega proteases para auxiliar na elucidacao de
estruturas, sintese de peptideos e sequenciamento de proteinas, além da industria de
detergentes, couro e alimentos que usam extensivamente proteases (ANWER e
SALEEMUDDIN, 1998; RAWLING et al, 2007; RAO et al, 1998):

1) Industria de detergentes - proteases sdo usadas em solucdes de detergentes desde a década
de 30, sendo o mercado de detergentes um dos que mais empregam proteases em suas
formulacdes. Para essa finalidade, uma protease ideal deve ter substrato amplo para
assegurar a remocdo de uma variedade de manchas, boa atividade em pH alcalino e

temperatura acima de 40 °C, e manter a estabilidade na presenca de agentes quelantes e
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oxidantes contidos nas solugbes de detergentes. (OLSEN, 2004; ANWER e
SALEEMUDDIN, 1998; RAO et al, 1998).

2) Indlstria de couro - a aplicacdo de proteases na indUstria de couro veio como uma
alternativa para diminuir a poluicdo, producdo de efluentes e custo econdmico, fatores
causados pelo sulfeto de sodio usado no processamento de couro. Proteases alcalinas
agem hidrolisando proteinas soltveis, removendo o sal e facilitando a entrada de agua,
assim auxiliado na remocao do cabelo presente no couro. A tripsina € uma das proteases
usadas para 0 processamento de couro, junto com proteases geradas pelo fungo
Aspergillus sp e a bactéria Bacillus sp (ANWER e SALEEMUDDIN, 1998; RAO et al,
1998; OLSEN, 2004).

3) Indlstria de alimentos - dentro da indlstria alimenticia, as proteases podem ser
empregadas em varios processos como, por exemplo, a fabricacdo de queijos,
panificacdo, amaciamento de carnes e entre outros (RAO et al, 1998). Na industria de
laticinios, a coagulacdo do leite € realizada por proteases asparticas de origem microbiana
ou animal, com a funcdo de acidificar o leite e dar sabor ao queijo (ANWER e
SALEEMUDDIN, 1998; RAO et al, 1998). Na area de panificacdo, as proteases
bacterianas tiverem melhores resultados, sendo extensivamente usadas para hidrolisar o
gluten do trigo. A finalidade é de melhorar 0 manuseio, dando elasticidade a massa,

reduzir o tempo de mistura e gerar pdes mais volumosos (OLSEN, 2004).

Devido a grande diversidade de proteases e a especificidade delas, essa classe de
enzimas vem sendo exploradas para indumeras aplicacdes biotecnologicas. Porém, sua
aplicacdo sO é possivel apds a purificagdo da protease de interesse que, inicialmente, esta

presente em uma mistura de outras enzimas e compostos.

As proteases podem ser originadas de animais, plantas e microrganismos, no entanto,
as industrias que utilizam as proteases em sua grande maioria ndo revelam a espécie que
derivou a enzima. Outro fator é a producdo de proteases que pode ter custo elevado, além de
problemas relacionados a estabilizacdo enzimatica. Um bom catalisador industrial deve ser
estavel nas condicdes as quais € submetido, ja& que pode sofrer autdlise em ambiente nao
fisiologico (ANWAR e SALEEMUDDIN, 1998). Em condicdes fora do padréo fisiologico,
como temperatura e pH extremos, a protease pode perder sua conformacdo nativa,
enfraquecendo suas interacfes intermoleculares, perdendo sua estrutura tridimensional e

expondo seus residuos, que podem formar agregados insolUveis a partir de interacdes entre 0s
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residuos hidrofébicos ( IVERSON et al, 2013, RODEWELL e KENNELLY, 2006). Dessa
forma, constantemente vem-se procurando formas de obter proteases através de métodos que
minimize o custo de producdo dessas enzimas, que atendam uma demanda especifica e
possuam uma boa estabilidade frente a varias condi¢cdes. (BOUGATEF, 2013; RAO et al,
1998; RAWLING et al, 2007; OLIVEIRA, 2014; ANWAR e SALEEMUDDIN, 1998).

Uma das formas de obter proteases é através do reaproveitamento de residuos de
peixes. A tripsina é uma serinoprotease com aplicagdes em areas da industria de detergente,
farmacoldgica e ciéncia basica. Apenas a tripsina corresponde a 3% do mercado mundial de
enzimas, demostrando ter papel de destaque entre as enzimas comercializadas. Atualmente,
tem-se explorado a obtencdo da tripsina por meio de residuos de peixe que sdo descartados em
rios, ou no lixo comum, e ndo possuem valor comercial (BOUGATEF, 2013; RAO et al,
1998; RAWLING et al, 2007; OLIVEIRA, 2014)

2.2.2 Tripsina

A tripsina € uma serinoprotease e tem no seu sitio ativo a triade catalitica composta
pelos residuos de aminoacidos serina (Ser195), histidina (His57) e acido aspartico (Asp102),
(BOUGATEF, 2013, RAWLINGS et al, 2007). A tripsina € uma enzima digestiva que
hidrolisa proteinas da dieta, Figura 4. Por ser altamente reativa, nos seres humanos a tripsina é
sintetizada no pancreas na sua forma inativa, o zimogénio tripsinogénio (CONN e STUMPF,
1980). A ativacdo da tripsina ocorre quando o tripsinogénio € secretado no intestino delgado e
ativado pela enteropeptidase (GRANNER, 2006).

Figura 4: Estrutura tridimensional da tripsina bovina (PDB: 1UTN)

Fonte: Leiros et al, 2003.
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A hidrolise de proteinas pela tripsina tem como principal obstaculo a ligacdo
peptidica. Os hibridos de ressondncia da ligacdo peptidica ddo a caracteristica de ligacéo
dupla parcial a essa ligacdo quimica. O que torna as ligacdes resistentes a acdo de proteases,
fortalecendo a ligacdo carbono-nitrogénio e tornando a carbonila pouco suscetivel ao ataque
nucleofilico, Figura 5 (BERG et al, 2004).

Figura 5: Estruturas de hibridos de ressonancia da ligacéo peptidica.
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Fonte: Carey e Sundberg, 2007.

Para hidrolisar as proteinas da dieta, a tripsina age por mecanismo de reacao
semelhante a de outras serinoproteases. Sua triade catalitica esta disposta de modo a ficarem
proximas para o reconhecimento do substrato e ataque nucleofilico da ligacdo peptidica,
Figura 6 (YANG et al, 2015) . Apos o reconhecimento do substrato, His57 polariza a ligagcdo
do grupo hidroxila da serina para que ocorra a desprotonacdo da Serl195, fazendo a His57
receber um proton, formar o ion alcoxido e tornar a Ser195 um nucle6filo poderoso. E o

Asp102 colabora posicionando a His57 para ser um aceptor de prétons, Figura 7 (BERG et al,
2004.)

Figura 6: Triade catalitica das serinoproteases (esquerda). Desprotonacdo e conversdo da
Ser195 em um nucled6filo poderoso.
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\
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Fonte: Berg et al, 2004.
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Com a modificacdo da Ser195, o oxigénio desse residuo faz o ataque nucleofilico a
carbonila da ligacdo quimica do substrato, levando a clivagem da ligacéo e a transferéncia de
um préton da His57 para a amina da ligagdo. Essa reacdo resulta na formacdo do complexo
acil-enzima® e liberacdo de uma amina. A proxima etapa da reacéo de hidrélise é a entrada de
uma molécula de agua e a desacilagcdo. Isso ocorre quando a His57 retira um préton da
molécula de &gua, formando o ion hidroxila (OH"), que por sua vez ataca a carbonila do grupo
acila, assim liberando um &cido carboxilico e restaurando a enzima para catalisar mais
substratos (BERG et al, 2004; YANG et al, 2015).

Figura 7: Mecanismo de acao de serinoproteases.
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Fonte: Reis, 2009.

A diferenca da tripsina para as demais enzimas inseridas na sua classe é a
especificidade. A tripsina tem como caracteristica primordial a capacidade de clivar, por meio
de hidrolise, apenas as ligacdes peptidicas do lado da carbonila dos residuos de aminoacidos
arginina (Arg) e lisina (Lys) (BOUGATEF, 2013).

Em meio alcalino, a tripsina possui sua atividade 6tima entre o pH 7,0 — 11,0 e,
também em temperaturas que variam entre 35-60 °C, sendo que em pH ou temperatura
extremas, a tripsina tende a perder sua atividade. Os inibidores de serinoproteases também
conseguem inibir a tripsina. Um desses inibidores é o fluoreto de fenilmetano sulfonil
(phenyl-methyl-sulfonyl fluoride — PMSF) e, também, o inibidor da tripsina da soja (soybean
trypsin inhibitor — SBTI) (BOUGATEF, 2013).

® O substrato se liga a enzima de forma covalente por meio do grupo acila, assim formando o complexo acil-
enzima (BERG et al, 2004)
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Uma das formas de obter a tripsina é através de sua purificacdo a partir de
subprodutos derivados dos peixes. Estudos com relacdo a proteases encontradas em peixes
vém sendo desenvolvidos desde 1940, no entanto, ainda hd proteases de peixes com
caracteristicas, composicdo e aplicacfes desconhecidas. As visceras do peixe correspondem a
20% da biomassa do peixe e € uma fonte de proteases digestivas que podem ser aplicadas em
varios segmentos da industria. No entanto, para aplicacdo biotecnoldgica de proteases é
necessario purificar e caracterizar essas enzimas (BEZERRA et al, 2005; SILVA et al, 2011).

Nos ultimos anos tem-se purificado e caracterizado tripsina de varias espécies de
peixes. Assim, abrangendo o conhecimento a cerca da tripsina, suas caracteristicas e seu
potencial biotecnoldgico. Alguns das tripsinas caracterizadas de peixes de agua doce podem
ser vistas na tabela 2.

Tabela 2: Propriedades bioquimicas de tripsinas de diferentes peixes de agua doce.

Peixe Massa molecular Temperatura 6tima  pH Referéncia
(kDa) (°C) otimo
Barbela tunisiana 24 55 10,0 Sila et al
(Barbus callensis ) (2012)
Pirarucu (Arapaima 27 65 9,0 Freitas-
gigas) Junior et al (
2012)
Tilapia hibrida (O. 22 60 9,0 Wang et al
niloticus _ O. (2010)
aureus)
Tambaqui 23,9 50 9,0 Marcuschi
(Colossoma (2010)
macropomum)
Bonito (Katsuwonus 24 60 8,5  Klomklao et
pelamis) al (2007)
Tilapia-do-Nilo 23,5 50 8,0 Bezerraetal
(Oreochromis (2005)
niloticus)

Caitipa mojarra 26,5 50 8,5 Silva et al
(Diapterus (2011)
rhombeus)

Pacama 24 50 9,0 Santos

(Lophiosilurus (2016)
alexandri)

Fonte: Adaptada de Boutaf, 2013.
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2.3 Purificacdo de Tripsinas

Para entender as fungdes e as propriedades bioguimicas das tripsinas é necessario
compreender mais a cerca da sua estrutura e atividade enzimatica. Compreender todos esses
aspectos requer o isolamento da protease de interesse para obter sua forma pura. Isso é
possivel a através de técnicas desenvolvidas para isolar biomoléculas, a qual sdo baseadas em
propriedades como solubilidade, carga, pH e tamanho da molécula de interesse. Além disso,
ha uma tendéncia em minimizar 0s processos necessarios para purificar proteinas, para reduzir
tempo de purificacdo, o custo econémico e ter maior rendimento. (NELSON e COX, 2014;
BERG et al, 2004).

2.3.1 Extrato Bruto

O primeiro passo para purificagdo consiste em extrair a proteina da fonte original
(SCOPES, 1993). Em estudos de purificacdo de tripsina de peixes, 0s 6rgaos mais usados para
extrair proteases foram o ceco pilérico (MARCUSCHI, 2010; FREITAS-JUNIOR, 2012;
SANTOS et al, 2016), o pancreas (CHONG et al, 2004) e o intestino (VILLALBA-
VILLALBA, 2013; CHONG et al, 2002; BEZERRA et al, 2005). Para extrair a tripsina de
um orgao e realizada a desintegracéo da parede celular do tecido. A mistura contendo varias
proteinas € liberada para uma solugdo tampdo. Uma vez que a protease de interesse € a
tripsina, uma enzima alcalina, é recomendado que a solucdo tampéo seja bésica, para simular

as condicOes fisiologicas a qual a tripsina estava inserida.

A centrifugacdo é uma das formas convencionais mais usadas de extrair proteases de
tecidos e obter o extrato bruto. A partir desse método € possivel retirar gorduras e células
insol(veis do extrato bruto. Para isso, o homogeneizado® é centrifugado, formando um
precipitado sélido e um sobrenadante liquido, sendo este Gltimo nomeado de extrato bruto e
onde esta presente a protease. Algumas vezes, o volume de sobrenadante € insuficiente para
preparar um extrato bruto. Quando surge essa dificuldade, o homogeneizado pode ser
centrifugado varias vezes, aumentando gradativamente a velocidade de centrifugacdo. Essa

técnica é conhecida como centrifugacdo diferenciada, Figura 8 (SCOPES, 1993).

Apos a preparacdo do extrato bruto, deve-se levar em consideracdo que essa amostra

ainda é composta por varias proteinas. Para analisar as propriedades da tripsina, que pode esta

* O tecido ou célula microbiana rompido por meio de acéo mecanica.
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contida nessa amostra, é preciso empregar técnicas de separacdo até obter uma amostra com a
tripsina pura. As técnicas de separacdo podem ser aplicadas sequencialmente, considerando
propriedades como tamanho, carga, polaridade e solubilidade das proteinas, para eliminar
contaminantes e separar a tripsina das demais proteinas (CAMPBELL e FARREL, 2007).

Figura 8: Representacdo da centrifugacao diferenciada de um tecido.
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Fonte: NELSON e COX, 2014.

2.3.2 Precipitacdo Fracionada

A precipitacdo fracionada é uma técnica de separacdo que se baseia na solubilidade
das proteinas, ja que cada proteina solubiliza em faixas de concentracdes diferentes de soluto
ou solvente (CAMPBELL e FARREL, 2007).

Geralmente, sais sdo empregados para realizar a precipitacdo fracionada através do
método chamado de salting out. Diante de alguns sais, as proteinas diminuem sua
solubilidade a medida que a concentracdo de sal aumenta, ja que comecam a competir com o
sal pelas moléculas de agua, até se tornarem insollveis e precipitarem. Levando em

consideracdo que as proteinas possuem tamanho e carga liquida diferentes, e que a
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solubilidade depende dessas propriedades, proteinas diferentes vao precipitar em faixas de
concentracdo diferente. E dessa forma é possivel separar as proteinas. Os sais que podem ser
usados incluem o cloreto de sddio (NaCl), sulfato de sédio (Na,SO,) e o sulfato de amdnia
((NH2)2S0O,), sendo este dltimo o mais usualmente empregado. As vantagens de usar 0
(NH2)4SO4 estd na sua alta solubilidade em &gua, baixo custo e de prevenir o crescimento
bacteriano em solugbGes, assim mostrando ser bastante eficaz para precipitacdo
(MARCUSCHI, 2010; WATANABE, 2004; ENGLARD e SEIFTER, 1990). O sulfato de
amobnia é o sal amplamente usado na precipitacdo fracionada para obter tripsina a partir de
peixes, sendo usado em trabalhos como de VILLALBA-VILLALBA, 2013; CHONG et al,
2002; BEZERRA et al, 2005; SOUZA, 2018; SANTOS, 2018.

Os solventes organicos também sdo empregados para precipitar proteinas. Entre os
solventes destaca-se 0 metanol (CH3OH), etanol (C,HsOH), butanol (C4HyOH) e a propanona
(C3sHgO, popularmente conhecido como acetona), sendo o etanol e acetona os mais utilizados
por serem misciveis na agua. No extrato bruto, os solventes organicos agem diminuindo a
capacidade da agua de solvatar proteinas a medida que a concentracdo do solvente aumenta.
Quando o solvente organico entra em contato com o extrato bruto, os grupos polares do
solvente organico competem com agua pela proteina, deslocando as moléculas de agua
parcialmente e deixando a proteina menos hidratada. Dessa forma, hd um aumento na atracao
entre cargas opostas das proteinas e diminui¢do da solubilidade, resultando em um agregado
que precipitard. A desvantagem do uso de solventes organicos é que tanto etanol quanto
acetona podem agir no nucleo de proteinas globulares, desestabilizando-as (WATANABE,
2004; ENGLARD e SEIFTER, 1990).

No processo de purificacdo da tripsina, em alguns casos € necessario remover da
amostra compostos pequenos, por exemplo, como o sal e o etanol. A dialise é uma técnica na
qual € possivel retirar as moléculas pequenas das amostras. Para isso, a amostra é inserida em
uma membra semipermeavel, que é submersa em uma solucdo tampdo. Moléculas pequenas
passardo pelos poros da membra semipermeavel, enquanto moléculas com tamanho maior,
como as proteinas, ficardo retidas. Desse modo, a dialise pode ser aplicada para retirar sal ou

etanol de amostras resultantes da precipitacdo fracionada (SCOPES, 1993).
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2.3.3 Cromatografia Liquida

A cromatografia liquida esta associada a varias técnicas de separacdo de moléculas.
Cada técnica separa as moléculas a partir de propriedades como carga, tamanho e afinidade.
Porém, todas essas técnicas possuem 0s componentes basicos da cromatografia liquida. A
cromatografia liquida é constituida por uma coluna (fase estacionaria) e uma solugdo tampao
que migra pela coluna (fase movel). A amostra é inserida no topo da coluna e a solucdo
tampdo, fase mdvel, escoa sobre a amostra, deslocando-a pela fase estacionaria (NETO e
NUNES, 2003).

2.3.4 Cromatografia de Exclusdo Molecular ou Gel Filtracdo

A cromatografia de gel filtracdo é usada quando o objetivo é separar as proteinas
pelo tamanho, Figura 9-a. A coluna desta cromatografia € feita de polimeros insoliveis com
poros de diferentes diametros. Quando a amostra € aplicada no topo da coluna, as moléculas
pequenas ficam presas nos poros e migram mais lentamente pela coluna, enquanto as
moléculas com tamanho maior terdo migracdo mais rapida, saindo da coluna primeiro. Alguns
fatores influenciam a ter uma boa resolucdo na cromatografia de gel filtragdo. A resolucéo é
dada como a raiz quadrada da altura da coluna (vh), assim colunas longas terdo uma boa
resolucdo permitindo que proteinas com tamanho intermediario se difunda mais pela coluna.
Outro fator que influencia a resolu¢cdo é volume pequeno de amostra, pois evita a
sobreposi¢do de picos (STELLWAGEN, 1990; GENERAL ELECTRIC COMPANY, 2010).
A cromatografia de gel filtracdo é, geralmente, a primeira técnica cromatografica a ser
empregada na purificacdo de tripsinas. Em alguns casos, a gel filtracdo é a Unica
cromatografia usada para purificar a tripsina, como foi relatado por Bezerra et al ( 2005),
Marcuschi (2010) e Silva et al (2011).

2.3.5 Cromatografia de Troca Idnica

Na cromatografia de troca ibnica é possivel separar as proteinas, enzimas, acidos
nucleicos e outras biomoléculas através da carga liquida em determinados pHs, Figura 9-b.
Em alguns trabalhos, a cromatografia de troca idbnica é usada como segundo passo
cromatografico para a purificacdo, como em Klomklao et al ( 2007), Sila et al (2012) e Wang
et al (2010). A coluna para realizar a cromatografia de troca i6bnica é composta por polimeros
sintéticos com grupos carregados. A troca idnica pode ser realizada com a coluna com grupos
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carregados positivamente (trocadora de anions), ou carregados negativamente (trocadora de
cations). Na trocadora de anions, proteinas com grande extensdo de carga negativa vdo se
ligar a coluna, enquanto as proteinas com carga majoritariamente positiva serdo eluidas
primeiro da coluna. E na trocadora de cations, as proteinas com carga positiva irdo se ligar a
coluna, a0 mesmo tempo em que as proteinas com carga negativa vao sair primeiras ja que
ndo interagem com a coluna. Nessa cromatografia, a resolugdo depende da forma como a
amostra é eluida. A eluicdo é feita com uma solucdo salina com forca i6nica maior do que da
coluna, assim conseguindo desprender as proteinas que estavam ligadas a coluna e
aumentando a concentragdo da amostra (GENERAL ELECTRIC COMPANY, 2016;
ROSSOMANDO, 1990).

2.3.6 Cromatografia de Afinidade

A cromatografia de afinidade ¢ um dos métodos de purificagdo de proteinas mais
poderoso devido sua especificidade, Figura 9-c. Neste método, as proteinas sdo separadas de
acordo com afinidade delas pela coluna. Nos trabalhos realizados por Villalba-Villalba et al(
2013), Khangembam e Chakrabarti (2015), Freitas-Janior et al (2012), a cromatografia de

afinidade foi usada como segunda ou terceira técnica cromatografica para purificar tripsina.

Na cromatografia de afinidade, a coluna & composta por grupos quimicos que se
ligam a proteinas especificas, 0 que torna o método muito seletivo. Quando a amostra é
aplicada na coluna, proteinas com afinidade pela coluna ficardo ligadas a ela, enquanto as
demais proteinas migraram rapido pela coluna. Com o tampao de eluicdo é possivel reverter a
ligacdo da proteina com a coluna. A eluicdo pode ser feita de varias formas, entre elas estdo:
a) alterando as interacdes da proteina; b) alterando as propriedades do ligante e c) por
competicdo pelo ligante ou pelo alvo (OSTROVE, 1990; GENERAL ELECTRIC
COMPANY, 2007).
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Figura 9: Representacdo da cromatografia liquida, sendo a- cromatografia de troca i6nica; b-
cromatografia de gel filtracdo e c- cromatografia de afinidade.
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2.3.7 Acompanhamento da Purificagéo

A cada processo de purificacdo da tripsina ha a necessidade de acompanhar cada
etapa para assegurar a estabilidade da protease, a eficiéncia dos processos de purificacdo e
detectar a presenca de atividade enzimatica relacionada a tripsina. Alguns ensaios
quantitativos podem ser realizados para entender e verificar se 0s processos usados séo

suficientes para purificar a tripsina e caracteriza-la (BERG et al, 2004; VOET et al, 2006).

2.3.7.1 Eletroforese

A eletroforese € uma técnica usada para estimar a massa molecular de uma proteina
em uma mistura e, também, para analisar o perfil enzimatico da amostra com relacdo ao seu
grau de purificacdo. Na eletroforese, as particulas sdo carregadas eletricamente e migrardo
apos serem submetidas a um campo elétrico (VOET et al, 2006; NETO e NUNES, 2003) .

A migracdo das proteinas ocorre em um suporte constituido por gel de
poliacrilamida. A poliacrilamida formara uma malha porosa, a qual 0s poros separardo as
proteinas pela carga elétrica e massa. Para separar as proteinas apenas pela massa, o
detergente dodecil sulfato de sodio (SDS) é adicionado ao gel de poliacrilamida. A funcéo do
SDS é configurar uma carga elétrica negativa final a cada proteina, garantindo que as
proteinas possuam uma razdo carga-massa semelhante e separem, quase exclusivamente, em

fungdo da massa molecular. Assim, os poros formados pela poliacrilamida retardard a
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migracdo das proteinas com massa molecular grande, enquanto as proteinas menores migrardo
mais rapido. A técnica que envolve a utilizacdo de poliacrilaminda e SDS é conhecida como
eletroforese SDS-PAGE (CAMPBELL e FARREL, 2007; VOET et al, 2006; NETO e
NUNES, 2003).

Para finalizar é usado um corante como solucdo reveladora, podendo ser o azul
Comassi, para visualizar a disposicdo das proteinas no gel. O corante liga-se as proteinas e
ndo ao gel, formando banda(s) azul onde tem proteina (VOET et al, 2006).

2.3.7.2 Substratos cromogénicos

Uma das formas para detectar a atividade enzimatica da tripsina e a concentragdo em
uma determinada solucdo sdo através de substratos cromogénicos, substancias que absorvem
luz na regido do visivel (VOET et al, 2006). As proteases alcalinas, como a tripsina, possuem
um cromoforo especifico, 0 N-a-benzoil-L-arginina-4-nitroanilida (BApNA). Na presenca da
tripsina 0 BApNA € hidrolisado entre a ligacdo do residuo de aminoacido arginina e a p-
nitroanilina, Figura 10. A formacéo de p-nitroanilina pode ser observada visualmente, ja que
sua liberacdo resulta em uma coloragdo amarelada, e através da espectroscopia, pois o0 produto
p-nitroanilina absorve luz a 410 nm (SIGMA-ALDRICH, 2010). Dessa forma, é possivel
acompanhar tanto a presenca de tripsina em uma solugdo, como também a pureza da enzima

em questao.
Figura 10: Hidrolise do substrato cromogénico BApNA na presenca da tripsina.
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Fonte: Gatterdam, 2007
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7 OBJETIVOS
7.1 Objetivo Geral

Purificar e caracterizar a(s) tripsina(s) da Traira (Hoplias malabaricus).

7.2 Objetivos Especificos

e Realizar fracionamento da proteina de interesse pela precipitacdo por sulfato de
amonia e etanol;

e Isolar a(s) enzima(s) a partir da fragdo proteica com maior atividade enzimatica;

e Auvaliar o grau de purificacdo e massa molecular da proteina isolada por SDS-PAGE;

e Caracterizar a enzima isolada com relacdo a suas propriedades bioquimicas;

e Determinar parametros cinéticos da tripsina purificada.
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3SMETODOLOGIA
3.1 Coleta do Material

A realizacdo dos experimentos e captura dos animais foram realizadas perante a
autorizagio da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) com nimero de protocolo
09/2018 e pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBio) com
namero de autorizagdo 63071.

As trairas foram capturadas por pescadores locais em um acude localizado na cidade
de lgaci — AL. Com tesoura e bisturi, as visceras foram retiradas dos animais e guardadas em
sacos plastico e, posteriormente, foram congeladas.

3.2 Preparo do Extrato Bruto

Com bisturi, os cecos piléricos das trairas foram separados das visceras e preparados
dois extratos brutos. Para a preparacdo do primeiro extrato bruto foram utilizadas 26 trairas,
retirados seus cecos pildricos, pesados (23,18 g), macerados com o auxilio de tesouras e
homeneizados com tampéo Tris-HCI 50 mM pH 8,0 (tampéo de extracdo) na proporcéo de 2
g/mL, de acordo com Santos (2018). Para o segundo extrato bruto, o procedimento de
homogeneizacdo foi repetido, porém usando 18 cecos piléricos, que resultaram em massa
igual a 28,390 g.

O homogenato foi transferido para tubos de 50 mL e submetido a centrifugacédo a
15.000 xg por 15 minutos e temperatura igual a 4 °C (Centrifugues Hitachi, série RXII). O

sobrenadante resultante apds a centrifugacao foi coletado e denominado de extrato bruto.

3.3 Determinacéo da Atividade Enzimética

Apos cada procedimento de purificacdo, foi realizado ensaio enzimatico com o
substrato cromogénico BApNA (especifico para tripsina) a 50 mM em DMSO

(dimetilsulfoxido).

Para as reacdes foram utilizados 10 puL de amostra, 390 pL de tampéo e 100 pL de
solucdo reveladora (2 uL de BApNA 50 mM com 98 pL de tampdo). A reacdo foi colocada
em Banho Maria (KACIL BM-02) a 37 °C por 30 minutos. Ap0s passar o tempo determinado,
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a reacdo foi retirada do Banho Maria e interrompida com 500 pL de &cido citrico 20% (m/v),
como descrito por Santos (2018). Em seguida, foi realizada a leitura da absorbancia a 410 nm
no espectrofotdmetro UV-Vis.

A atividade de amidase da tripsina, hidrélise do BApNA, foi calculado de acordo

com a formula abaixo:

(A - A0) x volume final da mistura (mL) x 1000
8800 x tempo de reagido (min) x 1,0 mL

Atividade ( U/mL) =

Sendo 8880 M™ cm™ o coeficiente de extincdo para a p-nitroanilina, A e Ay 0s
valores de absorbancia das amostras a 410 m e o branco da reagdo, respectivamente
(SANTOS, 2016).

3.4 Precipitacdo Salina e com Solvente Orgéanico

O fracionamento do extrato bruto foi realizado a partir de dois métodos: precipitacdo
salina e precipitagdo com solvente orgénico, usando o sulfato de aménia como sal e o etanol
como solvente organico, como descrito por Englard e Seifter (1990). Nos dois casos foram
realizados cinco ciclos de precipitacdo em concentracGes diferentes (0-20%, 20-40%, 40-60%,
60-80% e 80-100%). A cada ciclo, a adicdo de sulfato de aménia e etanol a amostra ocorreu
sobre agitacdo constante em banho de gelo. As fragdes com sal foram incubada por 1 hora a 4
°C e logo em seguida centrifugadas a 15.000 xg por 15 minutos a 4° C. Enquanto, as fracGes
com etanol foram incubadas nas mesmas condigdes, porém pelo periodo de 15 minutos. Ao
final de cada centrifugacao foi formado um precipitado e sobrenadante, no qual o precipitado
foi ressuspendido em 500 pL de tampao Tris-HCI 50 mM pH 8,0, enquanto o sobrenadante
foi retirado e usado para 0s novos ciclos de precipitacdo. As fracGes resultantes passaram por

teste enzimatico com o BApNA como descrito no topico 3.3.
3.5 Cromatografia por Exclusdo Molecular (Gel Filtracéo)

A cromatografia de exclusdo molecular foi realizada com a fracdo com maior
atividade enzimatica tanto da precipitacdo salina, quanto da com solvente organico. A resina
da coluna utilizada foi Sephacryl S-100 (50 mL e dimensbes de 60x1 cm) acoplada ao
aparelno AKTA Pure M1(GE) que foi equilibrada com tamp&o Tris-HCI 50 mM pH 8,0 com
NaCl 0,5 M pH 8,0 (tampdo B). Em seguida foi aplicado 300 pL de cada amostra,

previamente centrifugada por 1 minuto, com fluxo de 0,5 mL/min. Foi realizado teste de
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atividade enziméatica com BApNA nos 40 tubos coletados de cada cromatografia (SOUZA,
2018).

3.6 Eletroforese SDS-PAGE

Para avaliar a pureza das fracdes obtidas foram executadas eletroforeses em gel de
poliacrilamida com dodecil-sulfato de s6dio (SDS-PAGE) a 12% (m/v) a voltagem constante
(90 V), como descrita por Laemmli (1970). Como tampdo das amostras foi usado 0,5 M Tris-
HCI pH 6,8; 2% SDS; 10% Glicerol; 5% 2-mercaptoetanol; 0,001% de azul de Bromofenol e
aquecido por 10 minutos a 100 °C. Para corar os geéis e identificar as bandas foram
empregados dois métodos: (1) Coomassie Brilliant Blue G-250 em 4gua, seguido de metanol
(1:1) por 2 horas e usando solucéo descorante (50% metanol, 10% &cido acético e 40% agua);
(2) 0,4 g de nitrato de prata (AgNO3) diluida em 2 mL de &gua deionizada acompanhada da
adicdo da solucéo B ( 126 pL de NaOH 10 M + 46,5 mL de &gua deionizada + 1,250 mL de
NH4OH + ), mantendo nesta por 15 min. Em seguida, os géis foram lavados com agua e a

solugéo C ( 25 pL de &cido citrico + 25 pL de formaldeido + 50 mL de 4gua deionizada).
3.7 Teste de Temperatura Otima

Ensaios enzimaticos com BApNA em diferentes temperaturas foram realizados para
avaliar a temperatura o0tima da enzima purificada. Nas reacdes efetuadas foram adicionados
20 pL da enzima com 380 pL de tamp&o B e 100 pL de solucdo reveladora ( 2 uL de BApNA
+ 98 pL de tampdo B), seguida de incubacéo por 1 hora em Banho Maria na temperatura entre
20 °C a 70 °C. Com 500 pL de acido citrico 20% (m/v) as reagdes foram encerradas. A
atividade da enzima em cada faixa de temperatura foi analisada em espectrofotometro a 410
nm (SILAS et al, 20120.

3.8 Teste de pH Otimo

Para determinar o pH 6timo da enzima purificada foram executadas reacGes entre
diferentes faixas de pH ( 4 a 10). Para a execucdo tampbes em diferentes pH foram

preparados, porém com a mesma concentracdo (100 mM):

e pH4,5e 6: acetato + NaOH,;

e pH 7: fosfato monobasico + fosfato bibésico;
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e pH 8: tris-HCI;
e pH9e10:glicina + NaOH.

Cada reacdo tinha 20 pL da enzima, 380 pL de cada tampédo e 100 puL de solucéo
reveladora ( 2 uL de BApNA + 98 de cada tampéo) (SILAS et al, 2012).

3.9 Cinética Enziméatica

A atividade da enzima purificada foi analisada a partir da curva cinética de
Michaelis-Menten. Para tal foram elaboradas reacGes com diferentes concentragdes de
BApNA (0,000730; 0,001460; 0,002920; 0,005850; 0,011710; 0,023430; 0,046875;
0,093750; 0,187500; 0,375; 0,75; 1,5; 3,0; 6,0 mM). As reacdes envolvidas para fazer o
estudo continha 20 pL da enzima com 380 pL de tampéo (glicina 100 mM + NaOH pH 9,0) e
100 pL de solucéo reveladora ( 2 uL de BApNA em cada concentragdo+ 98 pL de tampéo
glicina 100 mM + NaOH pH 9,0). As amostras foram incubadas durante 1 hora em Banho
Maria a 50 °C e usado 500 uL de acido citrico 20% para interromper a reacdo. Os valores de
absorbéancia obtidos apds a analise foram inseridos em um grafico e os parametros cinéticos

de Michaelis-Menten (Ku e Vmax) calculados usado o programa GraphPad Prism 7.

3.10 Teste de inibigdo

Foi realizado teste de atividade enzimatica da enzima parcialmente purificada a
presenca de cinco inibidores. Os inibidores usados foram PMSF (5mM), 2-mercaptoetanol (5
mM), SBTI (1 mM), benzamidina ( 5 mM) e EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) (5
mM). A enzima foi incubada com os inibidores a 25 °C por 30 min. Apds transcorrer o tempo
determinado, foi realizado teste de atividade como o descrito em 3.2. A reacdo sem a presenca
de inibidores foi considerada como 100% da atividade (BEZERRA et al, 2011; SANTOS,
2016; SANTQOS, 2018)

3. 11 Zimograma

Para 0 zimograma, a preparacdo do gel foi realizada como descrito em 3.7. Sendo a
Unica diferenca que o gel foi polimerizado com 0,2 % de caseina e o tampao de amostra foi
preparado sem a presenca de redutor. Apds finalizar a eletroforese, o gel foi lavado por 30

minutos com Triton X-200 2,5% e tampéo (glicina 100 mM + NaOH pH 9,0) para retirar o
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SDS. Em seguida, o gel foi incubado com tampéo (glicina 100 mM + NaOH pH 9,0) por 48 h
e corado como dito em 3.6.

3.12 Anélise estatistica

Os dados foram analisados e construidos os graficos com o auxilio do programa
GraphPad Prism 7
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Extrato Bruto

Dois extratos brutos (ExBrl e ExBr2) foram preparados a partir dos cecos piléricos
da traira. Os dois extratos apresentaram atividade enzimatica em teste com o substrato

BApNA, como pode ser observado na tabela 3 pelos valores de atividade enzimatica.

Tabela 3: Anélise da absorbancia do extrato bruto do ceco pilérico da traira (H. malabaricus)
no espectrofotdometro a 410 nm.

Quantidade*  Massa dos cecos  Volume de extrato A 410nm
piléricos (g) bruto (mL)
ExBrl 26 23,1768 15 0,203
ExBr2 18 28,390 14 0,199

*NUmero total de trairas capturadas.
Fonte: autor, 2019.

Em um estudo anterior realizado por Alencar et al (2003) com peixes tropicais
demonstrou que o ceco pilorico da traira possuia maior atividade enzimaética, quando
comparado ao intestino e figado desse animal. Segundo Alencar et al (2003), a alta atividade
apresentada no ceco pilorico possui relacdo com varias enzimas com atividade proteolitica
alcalina. E possivel que essa atividade enzimatica esteja relacionada a enzima digestiva
tripsina, devido a caracteristicas como agir em meios alcalinos e realizar clivagem proteolitica

de outras proteases digestivas.

Outro fato é que o BApNA, na presenca de serino proteases forma o produto p-
nitroanilina. O produto formado tem como caracteristica a colora¢do amarelada e absorver luz
na faixa de 410 nm. Como pode ser visto na tabela 3, o extrato bruto conseguiu absorver luz
nessa faixa, indicando mais uma vez a presenca de uma serino protease no ceco pilérico da

traira. Sendo a tripsina uma enzima pertencente ao grupo das serino proteases.

Depois de confirmada a presenca de atividade enzimatica nos dois extratos brutos,
extratos, foi realizada precipitacdo fracionada para continuar a purificacdo da tripsina. Para

isso, 0 ExBr1 foi precipitado com etanol e ExBr2 precipitado com sulfato de amonia.
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4.2 Precipitacéo Fracionada
4.2.1 Precipitacdo com Solvente Organico

O ExBr1l foi fracionado usando o etanol como solvente organico . As atividades de
cada fracdo podem ser verificadas na tabela 4.

Tabela 4: Atividade enzimética da tripsina nas fragGes de precipitacdo com etanol, utilizado o
extrato bruto do ceco pilérico da traira.

Fracoes A410nm
B - 0-20% 0,107
C - 20-40% 0,021
D - 40-60% 0,019
E - 60-80% 0,101
F - 80-100% 0,147
G - 100% 0,069

Fonte: autor, 2019.

A precipitacdo fracionada com etanol conseguiu separar as enzimas, concentrar a
atividade em trés fracoes (B, E e F), além de retirar contaminantes que poderia esta no extrato
bruto. A precipitacdo com etanol mostrou bons resultados com o polissacarideo hemicelulose
(LI et al, 2016), recuperando 55,09% do polissacarideo original e com a enzima pectinase
(TRENTINI et al, 2015), na qual a maior atividade enzimatica foi detectada no sobrenadante
da amostra precipitada. Em estudo realizado por Michail et al (2006), mostrou a purificacéo
parcial de proteases acidas e serino proteases da cabeca da truta-arco-iris usando acetona
como agente precipitante. Nessa pesquisa, a precipitacdo com acetona gelada mostrou ter
valor de recuperacdo maior (99%) do que a precipitacdo com sulfato de aménia (8%), sendo a

precipitacdo com solvente organico mais eficiente do que com sal.

A precipitacdo do ExBrl com etanol, concentrou a maior atividade na fracdo F ( 80-
100%), tendo maior valor de absorbancia comparada as demais fracdes. As fracdes B (0-20%)
e E (60-80%) apresentaram valores de absorbancia semelhantes. Na eletroforese SDS-PAGE
12%, Figura 11, é possivel visualizar o perfil protéico das amostras fracionadas. Para a fracdo
F, foi possivel observar duas bandas proximas, o que indica a existéncia de proteinas com
propriedades similares associadas ao maior valor de absorbancia quando comparadas as

demais fragdes.
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Comparando a fragdo F com a fracdo E (60-80%), a segunda maior atividade, é
notavel que a fracdo E concentra proteinas com massas moleculares diferentes, uma vez que
as bandas estdo posicionadas em regides diferentes do gel. Portanto, pode-se dizer que a
purificagdo da fracdo E envolveria mais etapas devido a mistura de proteinas com massas

moleculares diferentes.

Outro ponto analisado foi a recuperacdo de atividade apds o fracionamento com
etanol. A recuperagdo de atividade € o percentual de atividade mantida apds cada etapa da
purificagcdo, sendo 100% a atividade do extrato bruto. As trés maiores atividades do
fracionamento com etanol tiveram recuperacdo de atividade baixa (B = 8,73%, E =8,98% e F
= 12,67%). Diante disso, foi escolhida a fracdo F para submeter a cromatografia de excluséo
molecular, ja que conseguiu concentrar mais a enzima a ser isolada.

Figura 11: Gel de eletroforese SDS-PAGE corado com Comassie Brilliant Blue G-250 das
fracdes resultantes da precipitacdo com etanol. Sendo B=0-20%, C=20-40%, D=40-60%, E=
60-80% e F=80-100%.

Fonte: autor, 2019.

4.2.2 Precipitacdo Salina

A precipitacdo salina iniciou a partir do ExBr2 usando o sulfato de aménia como sal

e realizando 5 ciclos de fracionamento.

Tabela 5: Valores de absorbancia das fragdes resultantes da precipitagdo salina do ExBr2.

Fragoes As10nm
Il - 0-20% 0,061
Il - 20-40% 0,393
IV - 40-60% 0,363
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V - 60-80% 0,104
VI - 80-100% 0,050
Fonte: autor, 2019.

Observando os valores de absorbéncia para cada fracdo na tabela 5, notou-se que a
fracdo 111 (20-40%) e 1V (40-60%) possuem numeros proximos e elevados de absorbéncia
quando comparadas as demais fracdo. Desse modo, ficou comprovada a eficacia do método de
separacdo utilizado, uma vez que a atividade detectada ficou concentrada em apenas duas
fragbes. Em alguns estudos envolvendo a precipitacdo com sulfato de amonia, a atividade
concentrava-se apenas na fragdo 40-60% (SANTOS, 2016; SOUZA, 2018; SANTOS, 2018).

Com relacdo a recuperacao de atividade, as fracdes Il e IV tiveram 30,8% e 28,5% ,
respectivamente, de atividade enzimatica recuperada. Outras pesquisadas relacionadas a
purificagdo de tripsina, empregando a precipitacdo salina, mostraram valores de recuperagéo
de atividade de 35,4% (FREITAS-JUNIOR et al, 2012), 34,7% (BEZERRA et al, 2005) e
36,2% (SILVA et al, 2011). Valores proximos a das frac@es Il e IV, demonstrando a eficacia

do método empregado e a retencdo de parte da atividade enzimatica apos o fracionamento.

Ainda é possivel implicar que ha uma concentracdo de proteases em duas fracoes e
que as tripsinas podem estar presentes em uma delas ou nas duas, Figura 12. Devido a tais
aspectos optou-se por levar as duas fracbes para mais uma etapa de purificacdo, a

cromatografia de gel filtracdo.

Figura 12: Gel de eletroforese SDS-PAGE corado com Comassie Brilliant Blue G-250 das
fracdes resultantes da precipitacdo com sulfato de amonia. Sendo I=ExBr2, 11=0-20%, 111=20-
40%, 1VV=40-60%, V= 60-80%.
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Fonte: autor, 2019.
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As fragdes resultantes da precipitacdo com sal mostrou ter atividade enzimética
superior a das fragdes da precipitacdo usando etanol, além de apresentar valores de
recuperacgdo de atividade maiores. Assim, a precipitacdo salina mostrou ser mais eficaz do que
a precipitacdo com solvente organico, Figura 13. Segundo Scopes (1994), a precipitacdo com
solventes organicos requer cuidado com a temperatura, ja que pode influencia no resultado
final. Portanto, é aconselhado realizar a precipitagdo em temperaturas abaixo de 10 °C. Em
altas temperaturas, pequenas moléculas organicas podem entrar pela superficie da proteina e

interagir com residuos internos, provocando a desnaturacéo da proteina.

Figura 13: Comparacdo entre os resultados obtidos com a precipitacdo com solvente organico
e com sal.
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Fonte: autor, 2019.

4.3 Cromatografia de Gel Filtracéo

Tanto a fracdo F como as fracbes Il e IV foram submetidas a cromatografia de
exclusdo molecular, com a coluna equilibrada com o tampéo ( tris-HCI 50 mM + NaCl 50

mM pH 8,0). Em cada corrida da cromatografia liquida foram coletados 40 tubos.

Através da figura 14 € possivel notar que a fracdo F possui um pico de atividade
entre os tubos 23,24 e 25, o qual coincide com a visualizacdo de proteinas nessa mesma

regido, confirmada por leitura a 280 nm. Além disso, ainda foram apresentados mais dois
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picos de atividade, totalizando trés picos. Tal fato pode esté relacionado com a presenca de
isoformas. Uma das caracteristicas da tripsina é estar presente nos meios como isoforma,
portanto, os trés picos de atividade podem estar relacionados as isoformas da tripsina. No
trabalho apresentado por Klomklao et al (2007) mostrou a purificagdo e caracterizagdo de trés
isoformas da tripsina. As isoformas foram isoladas do Bonito (Katsuwonus pelamis) apds trés

etapas de cromatografia (duas gel filtracdo e uma troca i6nica).

Figura 14: Cromatografia de exclusdo molecular com fracdo F (80-100%) da precipitacdo
com solvente orgénico. Linha preta leitura a 280 nm e linha vermelha a 410 nm.
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Fonte: autor, 2019.

Com relacdo a cromatografia da fracdo Il da precipitacédo salina, Figura 15, todos os
tubos coletados foram submetidos a teste de atividade a partir da hidrolise do BApNA. E
perceptivel um Gnico pico de atividade na regido entre os tubos 21,22 e 23. Na mesma regido
ha absorcédo de luz a 280 nm com valores proximos. Essa € uma evidéncia da presenca de uma
Unica espécie de proteina que fracionou em tubos diferentes. Dessa forma, pode-se dizer que a
tripsina possui atividade especifica. Segundo Berg et al ( 2004) a atividade especifica (U/mg)
de uma enzima é a razdo da atividade enzimatica (U) e a quantidade de proteina ( mg) na
solucdo e tende a aumentar no decorrer do processo de purificagdo. Como pode ser visto na
figura 14, ha uma alta atividade concentrada em uma pequena regido com concentracdo de

uma mesma protease, 0 que configura uma atividade especifica para essa tripsina.
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Figura 15: Cromatografia de exclusdo molecular com fracdo 11l (20-40%) da precipitacdo
com sulfato de amonia. Linha preta leitura a 280 nm e linha vermelha a 410 nm.
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O gel de eletroforese SDS-PAGE 12% dos tubos 21,22 e 23 da cromatografia de
exclusdo molecular da fragé@o 111 pode ser visto na figura 16. As canaletas correspondentes dos
tubos 21, 22 e 23 apresentaram duas bandas proximas e com mesma altura, mostrando que a
tripsina foi parcialmente purificada. Assim afirmando mais uma vez que a atividade
observada na hidrélise do BApNA esté relacionada a uma Unica protease. Bezerra et al (2001)
também alcancou a purificacdo parcial da tripsina do tambaqui, na qual obteve recuperacao de
40%. A recuperacdo de atividade dos tubos 21, 22 e 23 totalizaram 33,25%, valor proximo ao
encontrado por Bezerra et al (2001) e, também, em estudos de purificacdo de tripsina com o
peixe do género Pterygoplichthys disjunctivus, 28,6% (VILLALBA-VILLALBA et al, 2013)
e 0 peixe caratinga, 22,1% (SILVA et al, 2011).
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Figura 16: Gel de eletroforese SDS-PAGE 12% corado com nitrato prata dos tubos 20, 21,
22,23 e 24 coletados da cromatografia de exclusdo molecular da fracdo Il da precipitacdo
salina.
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Fonte: autor, 2019.

Na cromatografia de exclusdo molecular da fragdo 1V da precipitacdo salina, Figura
17, foram observados dois picos de atividade, um entre os tubos 17 e 18 e outro entre os tubos
22,23 e 24. Essa € mais uma evidéncia da presenca de isoformas, assim como foi apresentado
na cromatografia da fracédo F.

Figura 17: Cromatografia de exclusdo molecular com fracdo 1V (40-60%) da precipitacdo
com sulfato de aménia. Linha preta leitura a 280 nm e linha vermelha a 410 nm.
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O gel de eletroforese dos tubos 17 até 26 da cromatografia da fracdo IV pode ser
visto na figura 18. Os tubos correspondentes ao primeiro pico de atividade (17 e 18), mostram
varias bandas, ficando evidente a presenca de uma mistura de enzimas. Porém, nas canaletas
relacionadas ao segundo pico de atividade ( 22, 23 e 24) apresentaram duas bandas proximas (

e na amostra 21 também), indicando a possivel purificacdo parcial da enzima nessas amostras.

Figura 18: Gel de eletroforese SDS-PAGE 12% corado com nitrato prata dos tubos 17 até o

26 coletados da cromatografia de exclusdo molecular da fragéo 1V da precipitacéo salina
17 1 19 20 21 22 23 24 25 26

p—

Fonte: Autor, 2019.

A partir dos resultados obtidos foi observado na cromatografia das fracdes F e IV ha
presenca de possiveis isoformas da tripsina, uma vez que nos ensaios com BApNA foi
apresentado mais de um pico de atividade com perfil protéico similar no gel de eletroforese
SDS-PAGE. No entanto, na cromatografia da fracdo Il foi observada a concentracdo de
atividade em um pico proteico, o que configura uma atividade especifica a tripsina presente.
Além disso, por meio de eletroforese SDS-PAGE 12% foi confirmada a purificacdo parcial da

tripsina.

Em muitos estudos, a purificacdo da tripsina acontece em mais de trés etapas e
usando mais de uma técnica cromatografica, sendo a cromatografia de gel filtracdo a primeira
escolha na maioria dos casos. Entre esses casos do uso apenas da gel filtragdo como método
cromatografico para a purificacdo, pode-se citar as tripsinas purificadas de peixes de agua
doce das espécies Oreochromis niloticus (BEZERRA et al, 2005) e Diapterus rhombeus
(SILVA, 2011). Outro caso é o de Santos (2016) que conseguiu purificar a tripsina do
Pacamd usando apenas a precipitacdo salina com sulfato de aménia e cromatografia de troca
ibnica com coluna DEAE-Sepharose. No estudo apresentado por Kano et al (2018) da
purificacdo da tripsina encontrada na traira, a purificacdo também ocorreu em dois passos,

sendo eles a purificacdo com sulfato de amdnia e a cromatografia por afinidade.
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Levando em consideracdo esses resultados, foi decidido prosseguir com a
caracterizacdo da tripsina parcialmente purificada da cromatografia de exclusdo molecular da
fracdo IlI.

4.4 Caracterizacdo Enzimética
4.4.1 Temperatura Otima

Cada enzima possui propriedades especificas, assim como possui meios com
caracteristicas proprias para manter sua funcdo. Mudanca no ambiente ao qual a proteina estar
sendo exposta pode leva-la a desnaturar e, assim perder sua funcdo. Por tanto, é importante
saber fatores como pH e temperatura 6tima de cada proteina para evitar a desnaturacao
(VOET, 2006). Outro ponto importante é que os fatores citados possuem influéncia sobre a

futura aplicacdo da enzima, tornando ainda mais relevante estudar essas caracteristicas.

Na figura 19, pode ser visto 0 comportamento da tripsina do ceco pilorico da traira
frente & variacdo de temperatura. A medida que a temperatura aumenta, a atividade enzimatica
também aumentava, na qual a atividade enzimatica foi mantida entre 30-50 °C, atingindo o
maior valor a 50 °C, sendo essa temperatura considerada o6tima. De forma geral, proteinas
desnaturam e perdem totalmente sua atividade em temperaturas elevadas, assim explicando a
perda de atividade brusca da tripsina quando a temperatura aumentou. Estudos realizados com
Lophiosilurus alexandri (SANTOS, 2016), Diapterus rhombeus (SILVA et al, 2011),
Oreochromis niloticus (BEZERRA et al, 2005) também apontam 50 °C como a temperatura
Otima da tripsina isolada. Em alguns trabalhos, a temperatura 6tima encontrada para a tripsina
foi abaixo do gue é observado geralmente, uma dessas pesquisas é a de Villalba-Villalba et al
(2013) e Lu et al (2008), em que apresentaram temperaturas 6timas de 40 °C e 35-40 °C,
respectivamente. Industrias como a de detergentes e de alimentos possuem preferéncia por
enzimas que possuam atividade em temperaturas em torno de 50-60 °C, dessa forma, a
tripsina parcialmente purificada possui potencial para ser aplicada nesses segmentos

industriais.

44



Figura 19: Andlise de temperatura 6tima para a tripsina do ceco pilérico da traira.
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Fonte: autor, 2019.

4.4.2 pH Otimo

O comportamento da tripsina parcialmente purificada diante da variacdo de pH pode
ser visto na figura 20. Foi observado que quanto mais alcalino o meio, maior era a atividade
da tripsina. Entre o pH 7,0 a 10,0, a tripsina isolada apresentou atividade enzimatica, sendo o
pH 9,0 identificado como Otimo para a protease isolada. Tornando-se interessante sua
aplicacdo na industria de detergente ou couro, ja que séo segmentos do mercado industrial que

utilizam proteases alcalinas.

Em pH acido, a atividade enzimatica da tripsina era baixa ou nula. A tripsina é uma
protease alcalina e consegue manter sua atividade em meio alcalino, sendo que em pH
extremos ( abaixo de 7 e acima de 10) perde sua funcdo (SIMPSON e HAARD, 1987). Em
meio &cido, a atividade enzimatica da tripsina diminui, pois eles influenciam a distribuicdo de
cargas e muda a conformacdo da enzima, fazendo com que a tripsina ndo consiga se ligar ao
substrato. Além disso, o residuo de His torna-se protonado, impossibilitando o ataque
nucleofilico ao grupo —OH da Ser da triade catalitica (BENJAKUL e MORRISEY, 1997).
Resultados semelhantes foram encontrados em tripsinas isoladas das espécies de peixes
Lophiosilurus alexandri (SANTOS et al, 2016), Arapaima gigas (FREITAS-JUNIOR et al,
2012), Oreochromis niloticus x O.aureus ( WANG et al, 2010).
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Figura 20: Andlise do pH 6timo para a tripsina do ceco pilorico da traira.
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4.4.3 Cinética Enzimatica

As enzimas sdo descritas como macromoléculas capazes de catalisar reacfes em
meios biologicos. Compreender a velocidade que uma dada enzima converte o substrato em
produto é uma forma de avaliar a sua eficiéncia. Um dos parametros usados para entender a
cinética de uma reacdo enzimatica é atraves da constante de Michaelis-Menten (Ky), sendo o
valor unico para cada enzima. No Ky, a velocidade da reacdo enzimatica é considerada em
funcdo da concentracdo do substrato, assim, Ky € a concentragdo de substrato em que a
velocidade da reacdo é a metade da velocidade méaxima. Dessa forma, valores pequenos de
Kwm significa a maxima eficiéncia catalitica da enzima em baixas concentracfes de substrato
(NELSON e COX, 2014; VOET et al, 2006).

Na figura 21 estd representada a curva para da Ky da tripsina isolada, na qual a

concentracdo do substrato BApNA foi variada.
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Figura 21: Gréfico de Michaelis-Menten para a tripsina parcialmente purificada do H.
malabaricus em diferentes concentracdo de BApNA.
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Fonte: autor, 2019.

O valor de Ky deu igual a 1,62 mM e Vmax = 0,69 mM s™. Um valor alto de Ky é
considerado ruim quando comparado a demais tripsinas isoladas de peixes de dgua doce. A
comparagéo de alguns valores de Ky pode ser vista na tabela 6. No entanto, a tripsina isolada
ainda pode ser empregada na inddstria devido ao seu conjunto de caracteristicas ( temperatura

e pH) ser distinto das demais tripsinas isoladas de peixes.

Tabela 6: Tabela contendo diferentes valores de Km encontrados em diferentes trabalhos de
isolamento de tripsinas.

Km (mM) Especie Referéncias
1, 62 H. malabaricus Presente estudo
0,517 L. alexandri Santos (2016)

0,6 B. callensis Sila et al. (2012)
0,266 D. rhombeus Silva et al (2011)
0,47 A. gigas Freitas-Janior et al ( 2012)

0,11-0,29 K. pelamis Klomklao et al (2007)
0,755 O. niloticus Bezerra et al (2005)
0,13 P. disjunctivus Villalba-Villalba (2013)

Fonte: Autor, 2019.

4.4.4 Teste de inibicao
Algumas enzimas tém sua atividade enzimatica inibida por determinados compostos,

A inibicdo pode fornecer informacfes importante a respeito das caracteristicas da enzima
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inibida. O inibidor age impedindo a agdo da enzima e diminuindo a velocidade de reacéo
(CAMPBELL e FARREL, 2007). A tripsina possui inibidores especificos como PMSF e
benzamidina, inibidores de serinoproteases, e o SBTI, inibidor da tripsina da soja. Alguns
grupos das endopeptidases possuem inibidores especificos como as metaloproteases que sdo
sensiveis a EDTA e o 2-mercaptoetanol que é um inibidor de cisteino proteases
(SUMANTHA, A. et al).

Nos testes de inibi¢do realizados, Tabela 7, a atividade enzimatica da tripsina isolada
foi reduzida na presenga dos inibidores benzamidina, PMSF e SBTI, que sdo inibidores
especificos para serino proteases, 0 grupo das proteases a qual a tripsina pertence, e o inibidor
da tripsina. Estudos de purificacdo de tripsina de peixes, BEZERRA et al (2011), FREITAS-
JUNIOR et al (2012) e SILAS et al (2012), mostram valores de atividade enzimatica maiores,
entre 5-30% de atividade residual, mesmo na presenca dos inibidores especificos para serino
proteases e a tripsina. Diante dos resultados obtidos, pode-se dizer que a protease isolada é

possivelmente uma tripsina.

Ja na presenca do 2-mercaptoetanol, a inibi¢do de atividade foi minima, mostrando a
presenca baixa de residuos de cisteina. O EDTA inibiu 40% da atividade enzimatica

evidenciando a presenca de ions metalicos.

Tabela 7: Inibidores utilizados frente a tripsina isolada do ceco pilérico da traira.

Inibidores Concentragcfes (mM) Atividade residual (%)
EDTA 1 60
2-mercaptoetanol 5 96,8
Benzamidina 5 5,26
SBTI 1 5,96
PMSF 5 1,05

Fonte: Autor, 2019.
4.4.5 Zimograma

O zimograma permite avaliar a atividade enzimatica da tripsina isolada em um gel de
eletroforese SDS-PAGE, na qual o gel é polimerizado com caseina 0,2%. O gel de
eletroforese possui em sua composicdo moléculas da proteina caseina que € hidrolisada na
presenca de tripsina. No zimograma, Figura 22, foram aplicadas em duas canaletas a tripsina
isolada do ceco pilérico da traira. Apoés a coloracdo do gel, foram detectadas duas bandas
mais claras, mostrando, assim, a hidrdlise da caseina pela tripsina. Dessa forma,

demonstrando mais uma vez a protease isolada trata-se de uma tripsina.
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Figura 22: Zimograma com caseina 0,2% polimerizada em gel de eletroforese.

Enzima 7 Enzima

Fonte: Autor, 2019.
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5 CONCLUSAO

Foi possivel a purificagcdo parcial da tripsina do ceco pilorico da traira (Hoplias
malabaricus) a partir de duas técnicas de purificacdo. Assim como, foi evidenciado que
precipitacdo salina é mais eficaz para a purificacdo de tripsina(s) da Hoplias malabaricus,
apresentando resultados melhores comparados com a precipitagdo com solvente orgéanico. A
tripsina parcialmente purificada da Hoplias malabaricus possui alta atividade enziméatica em
pH 9,0 e temperatura em 50 °C , podendo ser empregada na industria de detergentes ou
couro. Também foi confirmado, pelos testes de inibicdo e 0 zimograma, que a protease € uma
serinoprotease. Apesar de possui valor de Ky 1,62 mM, a tripsina ainda se mostra promissora
por apresentar boa atividade em condicGes distintas da(s) tripsina(s) ja isoladas de peixes e

ainda ser ativa mesmo quando imobilizada (zimografia).
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