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Application of Enzymes: Proposals for an Experimental Class

Abstract: Currently, several groups of enzymes belonging to the classes of
oxidoreductases and hydrolases have been applied as clean alternatives for many
processes in food, detergents, textiles and pharmaceutical industries. The objective of
this article is to present new approaches for undergraduate experimental classes
based on simple and rapid methodologies, concerning the application of enzymes
(cellulases, hemicellulases, pectinases, proteases, ureases and tyrosinases). The
practices are adequated to be used in disciplines in the areas of enzyme technology
and food technology, among others.
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Resumo

Diversos grupos de enzimas das classes das oxidorredutases e hidrolases sdo aplicados
como alternativas limpas em muitos processos nas industrias de alimentos,
detergentes, téxteis e farmacos. O objetivo desse artigo é apresentar novas
abordagens para disciplinas experimentais do ensino superior, baseadas em
metodologias simples e rapidas, para a aplicacdo de alguns grupos de enzimas
(celulases, hemicelulases, pectinases, proteases, ureases e tirosinases). As praticas sao
adequadas para serem oferecidas em disciplinas nas areas de tecnologia enzimatica e
tecnologia de alimentos, dentre outras.
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1. Introdugao

As enzimas sdo catalisadores biolégicos de
natureza essencialmente proteica, que
participam em varias reacbes bioquimicas,
tendo como papel fundamental o controle
metabdlico. Estas moléculas aceleram
reacOes termodinamicamente vidveis, sendo
extremamente versateis, estereoespecificas,

e de elevada importancia nos processos
biotecnoldgicos.!

Normalmente os processos enzimaticos
tém acgdo rdpida, ndo apresentam toxidez
nem geram problemas ambientais, ocorrem
em condicOes brandas de temperatura e pH,
atuando sobre um substrato especifico."?

Em disciplinas nas areas de bioquimica e
cinética enzimatica, conceitos relacionados a
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propriedades termodinamicas e cinéticas das
reacOes catalisadas por enzimas sdo
abordados com profundidade,3’4 com a
realizacdo de experimentos nas aulas
praticas, conduzidos em condi¢Oes ideais de
reacdo (baixa concentracdo de enzima em
relacdo a concentragao de substrato, visando
garantir a verificacdo da taxa inicial de
hidrélise) e sob condi¢cGes variadas de
temperatura e concentragées de substrato,
de forma a se determinar parametros como
Km, Ki e Vm.>® Outra abordagem possivel é
baseada no ponto de vista tecnolégico da
biocatdlise, ou seja, a representacdo de
reacbes reais, como se observaria no
cotidiano das industrias, de forma que alunos
de cursos de graduacdo em engenharias e
ciéncias exatas (por exemplo) tenham
contato com procedimentos aplicados em
larga escala para o monitoramento de
bioprocessos, como o método de Lowry’ para
dosagem de proteinas (Sigma Aldrich)® e de
Somogyi9 ou Somogyi—NeIsonm’11 para
dosagem de agucares redutores totais."

Com o conhecimento da natureza das
enzimas e do seu poder catalitico, seu uso
estendeu-se gradualmente a varias 4areas,
como na producdo de alimentos, na
fabricacdo de detergentes e nas industrias
téxtil e médico-farmacéutica. A maioria das
enzimas utilizadas comercialmente
(aproximadamente 90 %) é de origem
microbiana  extracelular, tendo como
exemplos proteases, pectinases, celulases e
hemicelulases.™**

Dessa forma, a proposta deste trabalho foi
avaliar e comparar a aplicagao de enzimas em
diversos substratos, focalizando aqueles
presentes na rotina didria das pessoas,
facilitando assim seu apelo didatico em aulas
experimentais e fornecendo subsidios para o
ensino de praticas realizadas industrialmente
em bioprocessos envolvendo a aplicacao de
enzimas.

Vo

2. Procedimento experimental

2.1. Orientagdes Gerais

Em todos os experimentos para a
realizacdo da cinética enzimatica, apds a
adicdo da enzima a solugdo de substrato, é
necessaria a imediata retirada de uma
aliquota (1,5 mL) como ponto inicial da
reacdo. Este volume deve ser colocado em
um tubo de polipropileno (tipo Eppendorf),
sendo entdo incubado por 5 min em banho a
100 °C (para inativacdo das enzimas),
centrifugado e o sobrenadante analisado de
acordo com a metodologia de cada pratica.
Este ponto inicial pode ser considerado como
0 branco da reagdo. Em intervalos de tempo
pré-estabelecidos (por exemplo, a cada 15
minutos), outras amostras devem ser
retiradas e submetidas a esse mesmo
procedimento, perfazendo assim um total de
1 hora e meia de reacdo, tempo estabelecido
como adequado para a conducdo das aulas
experimentais.

2.2. Celulases

As celulases compreendem um complexo
enzimatico com numerosas enzimas (como

endoglucanases, EC 3.2.1.4; beta-
glicosidases, EC 3.2.1.21; e celobio-
hidrolases, EC 3.2.1.91), que atuam
sinergicamente na hidrdlise da fibra

celuldsica, um homopolissacarideo
constituido por unidades de glicose unidas
por ligagdes do tipo B-1,4 e cuja unidade de
repeticio é o dissacarideos celobiose.”
Produtos (majoritariamente glicose e
celobiose) podem inibir a acdo das enzimas.
Em alguns casos, o material celuldsico é
submetido a um ou mais tipos de pré-
tratamentos (dentre alcalinos, acidos,
mecanicos ou bioldgicos), previamente ao
tratamento enzimatico, com o objetivo de
tornar a celulose menos cristalina e mais
suscetivel a acdo das enzimas. As celulases
apresentam aplicacdo nas industrias de papel
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e celulose, téxtil, sucos de frutas, alcool e
detergentes, dentre outras.”'® A Figura 1
apresenta a reacdo geral de hidrdlise da
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celulose, onde a unidade em destaque na
fibra (entre colchetes) representa a unidade
de repeticdo, celobiose.

OH OH
o Q > 0, OH OH
o o O&/OOH o OOH o + 2n + 1 HZO —> 2n + OHW
oH OH oH o
n

OH

OH

Figura 1. Reacdo geral de hidrdlise da celulose

O objetivo deste experimento é
determinar a atividade enzimatica das
celulases  (através da  dosagem da
concentracdo de acucares redutores totais
pelo método de Somogyi, usando-se glicose
pura como aglcar padrdo’), frente a varias
matérias-primas, como cascas de frutas
(magd e laranja), jornal, papel, algodao,
tecidos (jeans e malha) por até 90 min de
atuacdo das enzimas.

Os equipamentos necessarios para sua
realizacdo sdo: shaker de bancada, balanga
analitica, placa de aquecimento, centrifuga
para tubos de polipropileno,
espectrofotometro para leitura na regido do
visivel e pipeta automatica de 1 mL. Ja os
materiais de laboratério requeridos sao:
frascos conicos (tipo Erlenmeyer) de 250mlL,
proveta de 100 mL, espatula, faca de ponta
arredondada, tubos de polipropileno,
ponteiras para pipetas de 1mL, tubos tipo
Folin-Wu, bécher de 1 L e cubeta de plastico.
Por fim, os reagentes necessdrios sao:
carbonato de sddio anidro, sal de Rochelle
(tartarato duplo de sédio e potassio),
bicarbonato de sddio, sulfato de sddio
anidro, sulfato de cobre penta-hidratado,
acido sulfurico, molibdato de amoénio,
arseniato de sddio hepta-hidratado, glicose
pura (para preparo dos reagentes de
Somogyi),9 acido borico, acido acético, acido
fosforico e hidroxido de sédio (para preparo
do tampdo). Caso algum reagente citado
esteja disponivel em outro grau de
hidratacdo, este poderda ser utilizado,

contanto que se faga o ajuste na massa que
deve ser pesada do reagente.

O tampdo universal pH 5 deve ser
preparado misturando-se 74,2 mL de solucdo
estoque acida 40 mM (2,3 mL/L de &cido
fosférico, 2,3 mL/L de acido acético e 2,47 g/L
de acido bodrico) e 25,8 mL de solucdo
estoque alcalina (200 mN de hidréxido de
sédio).”

Para a realizacdo dos experimentos, deve-
se utilizar 1 g de cada substrato, previamente
cortado em tamanhos pequenos (0,5 cm x 0,5
cm). Em frascos cOnicos de vidro de 250 mL,
ja contendo os substratos, deve-se adicionar
100 mL de tamp3o universal pH 5," aclimatar
o frasco a 50 °C, e entdo adicionar 500 pL de
uma preparacdo comercial a base de
celulases (como por exemplo Celluclast® 1.5
L, comercializada pela Novozymes). Uma vez
adicionada a enzima, a reac¢do se inicia e o
tempo deve ser registrado. Os frascos devem
ser incubados a 50 °C em shaker, sob
agitagdo orbital de 200 rpm. O procedimento
de inativagao das enzimas deve ser realizado
conforme descrito na segao 2.1.

Os sobrenadantes das amostras de cada
tempo de reacdao devem entdo ser utilizados
para a dosagem de agUcares redutores totais
(recomenda-se realizar a analise de cada
amostra do experimento em triplicata),
conforme o método de Somogyi,’ cujo
procedimento é bem estabelecido e
amplamente reportado.”®”* Como a escala
em que o método é realizado pode variar de
acordo com os materiais disponiveis,
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recomenda-se que se adicione 100 pL de
amostra (diluida em 4d4gua destilada, caso
necessario) aos tubos Folin-Wu, ja contendo
900 pL de 4gua destilada e 1 mL de solugdo
resultante das misturas das solugbes A (2 %
p/v de bicarbonato de sddio, 1,5 % p/v de
tartarato duplo de sddio e potassio, 3 % p/v
de carbonato de sédio anidro e 14,25 % p/v
de sulfato de sédio anidro) e B (2 % p/v de
sulfato de cobre penta-hidratado e 10 % p/v
de sulfato de sédio anidro), em proporgdo 4:1
(v/v). Depois de 10 min. a 100 °C, seguido de
resfriamento por aproximadamente 15 min,
deve-se adicionar 2 mL do reagente C (5 %
p/v de molibdato de aménio, 5 % v/v de
acido sulfdrico concentrado e 0,6 % p/v de
arseniato de  sédio hepta-hidratado,
previamente preparada e mantida a 37 °C por
2 dias), agitar em vdrtex, completar com agua
destilada até a marca de 25 mL (geralmente
gravada nos tubos). Terminada esta operacgdo
faz-se a leitura das absorvancias em
espectrofotdbmetro a 540 nm. E Importante
atentar que a leitura de absorvancia no
espectrofotometro deve ser zerada com uma
solucdo de 100 pL de amostra do inicio (0
min) da reacdo. Esta amostra é submetida as
mesmas etapas descritas acima.

Uma curva de calibragdo deve ser
preparada, utilizando-se uma solucdo
estoque 1 g/L de glicose pura, em diferentes
diluigdes. Recomenda-se utilizar como pontos
da curva a prépria solugdo estoque, bem
como esta solugdo diluida (em agua
destilada) 1,5, 2, 3, 5 e 10 vezes, todos em
triplicata. Cada ponto da curva (incluindo o
branco da curva, no qual se utiliza 100 uL de
agua destilada ao invés de solugdo de glicose)
deve ser tratado como uma amostra e
submetido ao mesmo procedimento descrito
no paragrafo anterior.

Os pares de dados (absorvancia e
concentracdo de glicose, em g/L) devem ser
plotados em software com planilha de
calculo, onde ferramentas de regressao linear
devem ser aplicadas para a obtencdao da
equacdao da curva de calibracao, que
recomenda-se que seja forcada a passagem
pela origem. Plotando-se, por exemplo, os
dados de absorvancia no eixo x e os de

Vo

concentracdo no eixo y, o calculo da
concentracdo de acglcares nas amostras dos
experimentos podera ser feito pela seguinte
equacgao:

Conc. Acgucares (g/L) = a x Abs x dil (1)

Onde a é o coeficiente angular da curva,
Abs é o valor médio das absorvancias
registradas para as réplicas de uma mesma
amostra do experimento e dil é o fator de
diluicdo, ao qual as amostras dos
experimentos foram submetidas.

Uma boa curva padrdo deve apresentar
coeficiente de ajuste (R?) de pelo menos
0,9900.

Recomenda-se o uso de luvas tipo
cirlrgicas durante a adicdo dos reagentes,
bem como de luva de protecdo térmica ao
retirar os tubos de Folin-Wu do banho de
aquecimento. Apds o registro da absorvancia
das solucgdes, estas devem ser colocadas em
frascos de plastico ou de vidro, para seu
adequado descarte.

2.3. Pectinases e Hemicelulases

Pectinases e hemicelulases sdao enzimas
importantes no processamento de frutas e
vegetais e na producdo de vinhos, atuando
de formas distintas nessas aplicagdes.
Enquanto as pectinases atuam na
despolimerizagdo  (poligalacturonase, EC
3.2.1.15) ou na hidrdlise de grupamentos
éster (pectina esterases, EC 3.1.1.1) de
pectinas, produzindo acidos
poligalacturdnicos, galacturénicos e metanol,
as hemicelulases (tais como endo-1,4-f-
xilanase, EC 3.2.1.8; xilana-1,4-B-xilosidase,
EC 3.2.1.37; e a-N-arabinofuranosidase, EC
3.2.1.55) atuam sobre diversos substratos,
como mananas, xilanas, arabinanas, entre
outros polissacarideos.””?* A atuacdo destas
enzimas pode ser sinérgica, acelerando assim
a hidrélise dos substratos.” A Figura 2 ilustra
uma reacdo esquematica da hidrdlise de uma
molécula hipotética de pectina, destacando
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os dois principais produtos da reagdo: o acido
galacturonico em sua forma metilada e nao
metilada.
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Figura 2. Reacdo hipotética de hidrdlise da pectina. A reacdo esta intencionalmente sem
balanco estequiométrico, pois a proporgao entre moléculas de acido galacturénico metiladas e
nao metiladas depende da fonte do polissacarideo

O objetivo deste experimento é a
determinacdo da atividade enzimdtica
(através da dosagem da concentracdo de
acucares redutores totais pelo método de
Somogyi)’ frente a atuacdo das enzimas
pectinases e hemicelulases, empregadas
conjuntamente ou em separado, sobre
polpas de frutas (maca e laranja, sem casca)
como substratos, durante até 90 min.

Os equipamentos necessdrios para sua
realizacdo sdo shaker de bancada, balanca
analitica, placa de aquecimento, centrifuga
para tubos de polipropileno, liquidificador,
espectrofotometro para leitura na regido do
visivel e pipeta automatica de 1 mL. Ja os
materiais de laboratério requeridos sao
frascos conicos (tipo Erlenmeyer) de 250 mL,
proveta de 100 mL, ponteiras para pipetas de
1 mL, tubos de polipropileno, espatula, faca
de ponta arredondada, tubos tipo Folin-Wu,
bécher de 1 L e cubeta de plastico. Por fim, os
reagentes necessarios sao carbonato de
sédio anidro, sal de Rochelle (tartarato duplo
de sédio e potassio), bicarbonato de sddio,
sulfato de sddio anidro, sulfato de cobre
penta-hidratado, acido sulfurico, molibdato
de amodnio, arseniato de sdédio hepta-
hidratado, glicose pura (para preparo dos
reagentes de Somogyi), fosfato dibasico de
sodio e 4acido citrico (para preparo do
tamp3do).

Para cada 100 mL de tampao fosfato-
citrato pH 5 a ser preparado, deve-se
misturar 25,7 mL de solu¢gdao 200 mM de
fosfato dibasico de sddio, 24,3 mL de solugdo

100 mM de 4cido citrico e 50 mL de agua
destilada.”®

Para a realizagdo deste experimento,
devem ser preparados sucos de frutas (60 g
de substrato em 300 mL de tampao fosfato-
citrato pH 5,°° processados em liquidificador
por 1 minuto, e utilizados na forma integral,
sem filtracdo), que devem ser mantidos a 45
°C em frascos conicos de vidro de 250 mL. Os
experimentos podem ser realizados de 3
formas distintas, conduzidos em paralelo,
adicionando-se aos 100 mL de suco de cada
frasco: A) 200 plL de preparado comercial a
base hemicelulases (como por exemplo
Viscozyme®, comercializado pela
Novozymes), apenas; B), 200 uL de pectinase
comercial (por  exemplo Ultrazym®,
comercializado pela Novozymes), apenas; e
C) 100 pL de cada um desses preparados. Em
todos os casos, o mesmo procedimento
experimental deve ser seguido. Os frascos
devem entdo ser incubados sob agitacdo
orbital de 200 rpm.

Amostras devem ser aliquotadas do meio
de reacgao (pelo uso de pipeta automatica de
1 mlL) periodicamente, e os sobrenadantes
devem entdo ser utilizados para a dosagem
de acucares redutores totais, conforme o
protocolo de Somogyi’ descrito na secdo
2.2.1. Recomenda-se neste caso também o
uso de luvas tipo cirdrgicas durante a adigao
dos reagentes, bem como de luva de
protecdo térmica ao retirar os tubos de Folin-
Wu do banho de aquecimento. A assisténcia
do professor ou do monitor da disciplina nos
momentos de manipulagdo dos tubos no
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banho é recomendada. Apds o registro da
absorvancia das solucdes, estas devem ser
colocadas em frascos de pldstico ou de vidro,
para seu adequado descarte.

2.4. Proteases

As proteases catalisam a clivagem de
proteinas via reacdes de hidrélise, onde uma
molécula de agua ¢é adicionada aos
aminodacidos envolvidos em cada ligacdo
peptidica, facilitando assim o ataque
nucleofilico a uma carbonila normalmente

Vo

Dentre os diversos tipos de proteases,
destaca-se a bromelina (fruit bromelain, EC
3.4.22.33), que é uma protease do tipo
cisteinica. Esta enzima usa como estratégia a
ativacdo do radical de cisteina por uma
histidina, a qual faz a fungao de um nucledfilo
gue ataca a ligacdo peptidica. A bromelina é
extraida do abacaxi (Ananas sativa) por
precipitaggo com dlcool (etanol). Sua
aplicacdo industrial normalmente se dd para
0 amaciamento de carnes, estabilizacdo de
cervejas e vinhos, fabricacdo de couro,
auxiliares  digestivos e producdo de
hidrolisados proteicos.>?**

ndo reativa, de acordo com a reacdo
apresentada na Figura 3.”’
(5] .
o) o) O..
| I L . HR—R,
_CL8 Ro = C Ry * HO™> N4
R, N Ry 1
| |
H H

Figura 3. Representacdo da acdo de proteases sobre substratos proteicos

O objetivo deste experimento é a
avaliagdo do desempenho da enzima
bromelina na catdlise da hidrdlise de
proteinas de varios substratos (amendoim
sem casca, carne bovina moida e ovo — clara
e gema), durante um periodo de reac¢do de
90 min. A quantificacdo do progresso da
reagdo ocorre pela dosagem da concentragao
de proteinas soluveis totais, de acordo com o
método de Lowry.’

Os equipamentos necessarios para sua
realizacdo sao shaker de bancada, balanca
analitica, centrifuga para tubos de
polipropileno, liquidificador, vortex,
espectrofotometro para leitura na regido do
visivel, pipeta automatica de 1 mL e pipeta
automatica de 100 pL. J& os materiais de
laboratério requeridos sdo frascos coOnicos
(tipo Erlenmeyer) de 250 mL, proveta de 100
mL, tubos de polipropileno, espatula, faca de
ponta arredondada, ponteiras para pipetas
de 1 mL e 100 pL e cubeta de plastico. Por
fim, os reagentes necessarios sdo soro

albumina bovina (BSA), acido tricloroacético
(TCA), carbonato de sddio, sulfato de cobre
penta-hidratado, tartarato duplo de sddio e
potassio, hidréxido de sddio, reagente Folin-
Ciocalteu (para preparo dos reagentes de
Lowry), acido borico, acido acético, 4cido
fosférico e hidroxido de sodio (para preparo
do tampdo). Caso algum reagente citado
esteja disponivel em outro grau de
hidratacdo, este poderd ser utilizado,
contanto que se faga o ajuste na massa que
deve ser pesada do reagente.

O tampao universal pH 6 deve ser
preparado misturando-se 70,4 mL de solucao
estoque acida 40 mM (2,3 mL/L de &cido
fosférico, 2,3 mL/L de acido acético e 2,47 g/L
de acido bodrico) e 29,6 mL de solucdo
estoque alcalina (200 mN de hidréxido de
sédio).”

Com base no método de Lowry,” sugere-
se o preparo de 3 solugdes estoque; solugdo
A (2 % p/v de carbonato de sédio em 100 mN
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de hidréxido de sodio), solugédo B (1 % p/v de
sulfato de cobre penta-hidratado) e solugao C
(4 % p/v de tartarato duplo de sodio e
potassio. As solugcbes A, B e C devem ser
misturadas na propor¢gao de 99:0,5:0,5
(v/v/v) para compor a solugdo final para a
reacao (reagente de cobre).

Para realizacdo do  experimento,
recomenda-se utilizar 20 g de cada substrato
triturado (por cerca de 1 min, em
liquidificador) junto com 100 mL de tampao
universal (pH 6), a 50 °C.* Da mistura
formada, devem ser separados 90 mlL, e
adicionados 10 mL de polpa de abacaxi
recém-obtida, seguindo-se o procedimento
experimental geral apresentado no inicio da
secdo 2. Frascos cOnicos de vidro de 250 mL
contendo a mistura foram mantidos a 50 °C,
sob agitacdo orbital de 200 rpm.

Amostras devem ser aliquotadas do meio
de reacdo (1 mL em cada tempo de reacdo)
periodicamente, e os sobrenadantes devem
entdo ser utilizados para a dosagem de
proteinas. Para tal, 500 pyL de amostra (se
necessario, diluida em agua destilada) devem
ser adicionados a tubos de polipropileno
contendo 1 mL de solugdo 20 % p/v de TCA,
seguido de incubacdo a temperatura
ambiente por 10 min. Em seguida, as
amostras devem ser centrifugadas por 5 min
a 1000 g. Do sobrenadante da centrifugacao,
transfere-se 50 pL para outro tubo plastico,
onde se adiciona 2 mL do reagente de cobre
e 450 pL de agua destilada, seguido por
agitacdo em vortex. Depois de 10 min de
reagdo a temperatura ambiente sem
incidéncia de luz (os tubos podem ser
cobertos com uma folha de papel aluminio,
por exemplo), deve-se adicionar em cada
tubo 200 plL de reagente de Folin-Ciocalteau
(previamente diluido 2 vezes em agua
destilada), e agitar novamente em vortex. Os
tubos devem ser deixados a temperatura
ambiente por mais 30 min, e ao final, as
absorvancias das solugées a 660 nm devem
ser registradas. Importante atentar que a
leitura de absorvancia no espectrofotémetro
deve ser zerada com uma solucao de 500 pL
de amostra do inicio (0 min) da reacdo, e
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submetida as mesmas etapas descritas
acima.

Uma curva de calibragdo deve ser
preparada, utilizando-se uma solugdo

estoque 0,1 g/L de BSA, em diferentes
diluicdes. Recomenda-se utilizar como pontos
da curva a solugdo estoque diluida (em dagua
destilada) 1,5, 1,7, 2, 3, 5 e 10 vezes, todos
em triplicata. Cada ponto da curva (incluindo
o branco da curva, no qual se utiliza 500 pL
de 4gua destilada ao invés de solugdo de BSA)
deve ser tratado como uma amostra e
submetido ao mesmo procedimento descrito
no paragrafo anterior.

Os pares de dados (absorvancia e
concentra¢do de proteinas, em g/L) devem
ser plotados em software com planilha de
calculo, onde ferramentas de regressao linear
devem ser aplicadas para a obtencdo da
equacdo da curva de calibracio, que
recomenda-se que seja forcada a passagem
pela origem. Plotando-se, por exemplo, os
dados de absorvancia no eixo x e os de
concentracdo no eixo y, o calculo da
concentragdo de proteinas nas amostras dos
experimentos podera ser feito pela Equacgdo
1.

Recomenda-se o uso de luvas tipo
cirargicas durante a adicdo dos reagentes e
manipulagdo dos tubos com as solugdes, bem
como durante a leitura de absorvancia em
espectrofotdmetro. Apds o registro das
absorvancias, estas devem ser colocadas em
frascos de plastico ou de vidro, para seu
adequado descarte.

2.5. Ureases

Ureases (ureia amido-hidrolase, EC
3.5.1.5) sdo enzimas que catalisam a hidrdlise
da ureia, a uma taxa 10" vezes mais rapida
que a reagdao sem enzima, produzindo
amoénia e gas carbOnico. A urease estd
presente em materiais como sementes de
soja, feijdo de porco (Canavalia ensiformis),
meldo (Citrullus vulgaris), guandu (Cajanus
cajan), dentre outros. No entanto, nos

Rev. Virtual Quim. |Vol 5| |[No.5| |787-805]|



Ribeiro, B et al.

ultimos anos, o conhecimento sobre ureases
de origem bacteriana tem ultrapassado ao
daquelas provenientes de plantas, pois a
medida da eficiéncia da fertilizacdo do solo
com nitrogénio advindo da ureia é diminuida
sensivelmente pela atividade ureolitica
microbiana, e aumenta em consequéncia do
arado do solo,*® o que demonstra a forte
acdo destas enzimas de fontes microbianas.
Recentemente, as ureases de Klebsiella
aerogenes, Bacillus pasteurii e Helicobacter
pylori foram obtidas e caracterizadas por
cristalografia de raio-X, apesar de terem sido
associadas a varias patologias.®

Também foi demonstrado recentemente
gue a urease pode ser usada para fins
analiticos,”” como na aplicagdo em
biossensores, que permite o uso de eletrodos

Vo

de amo6nia como medidores, ou em ensaios
guimioluminescentes, produzindo assim um
sinal, onde sua intensidade é linear na faixa 4
- 400 mM,32 ou ainda em ensaios
colorimétricos, onde se usa uma segunda
enzima, glutamato desidrogenase, cujo
progresso da reacdo pode ser medido pela
diminuicdo na concentracdo de NADH,
conforme apresentado na reagao da Figura 4.
Biossensores contendo ureases imobilizadas
sdo utilizados crescentemente em analises
clinicas, ambientais e em alimentos, e tem
sido apontados, recentemente, como uma
alternativa promissora. S3o de facil uso,
resposta rapida, elevada portabilidade e
confiabilidade para andlise de ureia em
diferentes amostras.****

Ureia + H, O ————— » 2NH; +CO,

Glutamato
desidrogenase

Urease

®
2-Cetoglutarato + 2NH,; + 2NADH

@
» 2-| -Glutamato + 2NAD + 2H,0

Figura 4. Representa¢do da agdo de ureases, como ocorrido em biossensores

A urease também pode ser utilizada na
analise de alimentos, como carnes e leite,
pois como a ureia é o produto final do
metabolismo proteico mais importante, esta
serve como um indice de proteina na dieta
bovina. Ainda, o conteldo de ureia em aguas
de tratamento ou piscinas indica a
concentragdo de urina.'

O objetivo deste experimento é a
determinacdo do desempenho de ureases
provenientes de vdrias fontes (sementes de
feijao de porco, de meldo e de abdbora) na
catdlise da hidrdlise de ureia. A reagdo é
acompanhada pelo aumento da
concentracdo de nitrogénio amoniacal,
detectado pelo método do fenol-
hipoclorito.® Para as reacdes, utiliza-se uma
solugdo 1,5 % (p/v) de ureia, durante 90 min,
e comparando os resultados obtidos.

Os equipamentos necessarios para sua
realizacdo sdo shaker de bancada, balanga
analitica, centrifuga para tubos de

polipropileno, liquidificador, banho
termostatizado, espectrofotébmetro para
leitura na regido do visivel, pipeta automatica
de 1 mL. J& os materiais de laboratério
requeridos sdo frascos conicos (tipo
Erlenmeyer) de 250 mL, proveta de 100 mL,
tubos de polipropileno, tubos tipo Folin Wu,
espatula, faca de ponta arredondada,
ponteiras para pipetas de 1 mL e cubeta de
pldstico. Por fim, os reagentes necessarios
sdo cloreto de amonio, fenol, nitroprussiato
de sddio, hidréxido de sdédio, hipoclorito de
sédio (para preparo dos reagentes de fenol-
hipoclorito), &acido bdrico, dacido acético,
acido fosférico e hidréxido de sddio (para
preparo do tampao).

O tampdo universal pH 8 deve ser
preparado misturando-se 62,4 mL de solugao
estoque acida 40 mM (2,3 mL/L de &cido
fosfdrico, 2,3 mL/L de acido acético e 2,47 g/L
de 4acido bodrico) e 37,6 mL de solugdo
estoque alcalina (200 mN de hidréxido de
sédio).”
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Para a realizagdo dos experimentos, deve-
se pesar 1,5 g de ureia e dissolvé-la em 100
mL de tampdo universal (pH 8)," a 30 °C,
adicionando em seguida 10 g da fonte
enzimatica previamente triturada. As reagGes
devem ocorrem em frascos cOnicos de vidro
de 250 mL, sob agitacdo orbital de 200 rpm.
O procedimento  experimental geral,
apresentado no inicio da secdo 2, deve ser
adotado.

Recomenda-se a retirada de amostras do
meio de reacdo (pelo uso de pipeta
automatica de 1 mL) a cada 15 min, e uso dos
sobrenadantes para a dosagem de nitrogénio
amoniacal. O nitrogénio amoniacal deve ser
dosado conforme método anteriormente
descrito®, para o qual, se recomenda as
seguintes quantidades. Em tubos do tipo
Folin-Wu, adiciona-se 500 pL de amostra, 500
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uL de solugdo de fenol (0,5 % p/v de fenol e
0,025 % p/v de nitroprussiato de sédio) e 500
uL de solugdo de hipoclorito (0,21 % v/v de
hipoclorito de sédio e 0,25 % p/v de
hidroxido de sédio), incubando-se os tubos
por 6 min a 56 °C. Passado esse tempo, deve-
se adicionar agua destilada aos tubos, até a
marcacao de 25 mL contida no vidro, seguida
de homogeneizacdo por inversdo. As
absorvancias das amostras a 625 nm devem
ser registradas.

A reagdo envolvida na detecgdo da
améOnia na presenca dos reagentes ¢é
apresentada na Figura 5, na qual o
nitroprussiato atua como um catalisador e o
composto formado, o corante azul de
indofenol, apresenta coloracdo azul escuro.

NH3 + 2@—0- + 3CI0° —» D@NGG +2H,0 + OH + 3Cr

Figura 5. Representacdo geral da deteccdo de amonia na presenca de fenol e
hipoclorito®

Uma curva de calibragdo deve ser
preparada, utilizando-se solu¢do uma solugao
estoque 3,8 g/L de cloreto de ambnio, em
diferentes diluicGes. Recomenda-se utilizar
como pontos da curva a solugdo estoque
diluida (em agua destilada) entre 1000 e 5000
vezes, todos em duplicata. Cada ponto da
curva (incluindo o branco da curva, no qual se
utiliza 500 pL de agua destilada ao invés de
solucdo de cloreto de amoénio) deve ser
tratado como uma amostra e submetido ao
mesmo procedimento descrito no paragrafo
anterior. O teor de nitrogénio amoniacal sera
26,4 % do teor de cloreto de amonio (relagédo
massica entre o peso do atomo N e do peso
molecular do sal).

Os pares de dados (absorvancia e
concentracdo de nitrogénio amoniacal, em
pg/L) devem ser plotados em software com
planilha de calculo, onde ferramentas de

regressao linear devem ser aplicadas para a
obtencdo da equacdo da curva de calibracdo.
Recomenda-se que seja forgada a passagem
pela origem. Plotando-se, por exemplo, os
dados de absorvancia no eixo x e os de
concentragdo no eixo y, o cdlculo da
concentragdo nitrogénio amoniacal nas
amostras dos experimentos poderd ser feito
pela Equagdo 1.

Recomenda-se o uso de luvas tipo
cirargicas durante a adicdo dos reagentes e
manipulagdo dos tubos com as solugbes de
reacdo, bem como durante a leitura de
absorvancia em espectrofotometro. Apds o
registro das absorvancias, estas devem ser
colocadas em frascos de plastico ou de vidro,
para seu adequado descarte.
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2.6. Tirosinases

A reacdo promovida pela polifenoloxidase
(PFO), também conhecida como tirosinase
(monofenol monoxigenase, EC 1.14.18.1), na
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presenca de oxigénio, gera quinonas e outros
produtos de condensagdo, responsaveis pelo
escurecimento dos vegetais (Figura 6).”
Como exemplo desta agdo, destaca-se o
escurecimento da polpa de magd, apds seu
corte.

Compostos
Fendlicos

OH OH (o]
02 OH O2 (o)
g PFO PFO —_—
—> Condensados
e
H,0
R R R

Produtos

Quinonas

Figura 6. Representacdo da oxidacdo de fendis catalisada pela tirosinase (PFO)

A polifenoloxidase utiliza  oxigénio
molecular para catalisar a oxidacdo de
compostos fendlicos, mediante 2 reacgGes
distintas. Uma é a orto-hidroxilagdo de
monofendis em catecéis e a outra é a
oxidagdo destes a o-quinonas. Estas ultimas
reagem espontaneamente entre si, formando
oligbmeros, que sdo instaveis em solucdes
aquosas, e, dependendo do substrato
empregado, precipitam dentro de poucas
horas.”’

Esta enzima pode ser obtida através de
fontes vegetais, como batata doce (/lpomea
batatas), casca de manga (Mangifera indica),
folhas de cha (Camellia sinensis), tabaco
(Nicotiana tabacum), fruta do conde (Annona
squamosa), bem como de fontes fungicas,
como Neurospora crassa, Coriolus sp.,
Latania sp. e Agaricus bisporus.38

A polifenoloxidase pode ser utilizada no
tratamento de efluentes contendo fendis, na
polimerizacdo de compostos fendlicos, na
composicao de biossensores para deteccao
de fenol, na remocdo de compostos
xenobidticos e na oxida¢do de catecol, dentre
outras aplicagdes.*

O objetivo deste experimento é
determinar o desempenho de tirosinases
(através da medida da variagdo de
absorbancia a 280 nm, comparando-se com
um padrdo de tirosina a 0,05 % p/v) frente a

varios substratos, como fenol (0,1 % v/v),
acido tanico (0,03 % p/v), extratos de repolho
roxo, rosa vermelha e beterraba (2 % p/v) por
até 90 min.

Os equipamentos necessarios para sua
realizacdo sdao shaker de bancada, balanca
analitica, centrifuga para tubos de
polipropileno, espectrofotdmetro para leitura
na regido do visivel, pipeta automatica de 1
mL. J4 os materiais de laboratério requeridos
sdo frascos conicos (tipo Erlenmeyer) de 250
mL, proveta de 100 mL, tubos de
polipropileno, espatula, faca de ponta
arredondada, ponteiras para pipetas de 1 mL
e cubeta de plastico. Por fim, os reagentes
necessarios sdo acido bdrico, acido acético,
acido fosforico e hidroxido de sédio (para
preparo do tampado, conforme descrito na
secdo 2.4.1).

Para realizacdo deste experimento, deve-
se adicionar 1 g de cogumelo (Agaricus
bisporus) picado (cerca de 0,5 cm x 0,5 cm) a
100 mL de solugao dos substratos preparados
com tampdo universal (pH 6),° a uma
temperatura de 30 °C, e realizando o
procedimento experimental geral descrito no
inicio da seg¢do 2. O sistema de reagdo deve
ser mantido em frascos conicos de vidro de
250 mL, sob agita¢do orbital de 200 rpm.

As amostras aliquotadas ao longo das
reacGes (pelo uso de pipeta automatica de 1
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mL) devem ser centrifugadas e os
sobrenadantes devem ter sua leitura de
absorvancia diretamente registrada, ou seja,
diferentemente dos exemplos anteriores, ndo
ha reagdes adicionais para desenvolvimento
de coloracdo e detecgdo dos produtos de
hidrélise nesse caso.

O uso de luvas é opcional durante a maior
parte das reacgdes, sendo recomendado
sistematicamente apenas no caso da reacgdo
contendo fenol como substrato. Ao final, as
solugcdes podem ser descartadas na pia, a
excecdo daquela contendo fenol.

3. Resultados e Discussao

3.1. Celulases

Os resultados obtidos em func¢do dos
varios substratos utilizados sdo comparados
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na Figura 2. Substratos que contém celulose
e que sdo menos processados, como as
cascas de macga e de laranja, devem resultar
em maior concentragdo de acucares
redutores totais (expressos como glicose)
durante a reacdo. No caso da casca de macga,
o resultado mostrado na Figura 7 indica
maior hidrdlise do material. J4 no caso da
casca de laranja, a conversdo ndo muito
elevada pode estar associada a um fendbmeno
de inibicdo enzimatica devido ao elevado teor
inicial de acgucares redutores observado neste
material (ou seja, o material utilizado ja
continha agucares livres). A hidrélise mais
extensa de materiais como a casca de maca é
um resultado esperado, ja que os fungos
filamentosos produtores de celulases (como
Aspergillus niger e Trichoderma reesei) sdo
agentes de deterioracdo de frutas e vegetais,
processo que ocorre através da producdo de
enzimas que catalisam a degradacdo da
parede celular da planta.”

—O—Jeans

-
—o—Casca Maga —— Papel
——Roupa —A— Algodao

6 1 =o=Jornal —&— Casca laranja

Concentracédo de acucares redutores (g/L)

Tempo dereagédo (min.)

g 10

Figura 7. Cinética de hidrdlise de materiais celuldsicos, catalisada por celulases

No caso de materiais como papel, jornal,
algoddo e seus derivados téxteis (jeans e

roupa), a celulose apresenta grande porgdo
da estrutura ainda na forma cristalina, o que
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dificulta a a¢do de endoglucanases (que
atuam randomicamente clivando as ligacGes
de PB-1,4-glicose nas regides internas da
celulose). Isso favorece a acdo majoritaria de
exoglucanases (catalisando a clivagem
apenas de terminais, redutores e nao-
redutores, da celulose) e beta-glicosidases
(catalisando a clivagem de oligossacarideos
solUveis a glicose). O grau de hidrélise
aparenta ser afetado pela presenca de
corantes em alguns dos materiais, como no
caso do jornal e do jeans.**>*’

3.2. Pectinases e Hemicelulase

Os resultados observados durante a
hidrdlise de polpa de laranja e de polpa de
maca sdo apresentados nas Figuras 8a e 8b,
respectivamente. A polpa de laranja
apresenta um maior conteldo de pectina,
gue possui grupos carboxilicos mais
esterificados que os da polpa da maca. No
entanto, esta Ultima apresenta um teor de
hemiceluloses (27 %) maior que o da polpa
de laranja (5%)."

Pelos resultados apresentados na Figura
8a, pode ser observado como o maior grau
de esterificacdo da pectina citrica prejudicou
a hidrdlise da polpa de laranja. Isso ocorre
porque a pectinase necessita de grupos
carboxilas livres para sua acdo hidrolitica.” A
acao sinérgica entre hemicelulases e
pectinases ndo foi tdo eficiente, nao se
observando grandes aumentos na produgdo
de agucares redutores. Ja na Figura 8b,
percebe-se que houve uma maior hidrélise
da polpa de magd, comparada a da polpa de
laranja, evidenciado pela maior quantidade
de acgucares redutores liberados. Na hidrélise
da polpa de mag3, os perfis de liberagcdo de
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aclcares redutores foram similares, tanto
qgquando as enzimas foram aplicadas em
separado, quanto em conjunto.

Caso os processos propostos estivessem
sendo conduzidos em larga escala, as agles
gue poderiam ser tomadas seriam a
interrupcdo da hidrélise da polpa de laranja
apdés 45 min. de reacdo e da hidrdlise da
polpa de maga apdés 60 min. de reacdo,
ambas catalisadas por hemicelulases. A
continuidade dessas reacdes por tempos
mais longos nao contribui para maior
liberacdo de acglcares redutores. J4 no caso
da hidrdlise da polpa de maca catalisada por
pectinases, o perfil de liberacdo de acucares
redutores indica que a reacdo poderia ser
continuada por tempos mais longos. A
decisdo em um cenario real, no entanto, deve
levar em consideracdo outros fatores, como o
gasto energético do processo (para manter o
reator agitado e na temperatura da reagdo) e
a qualidade do produto de interesse.

No caso da hidrélise da polpa de laranja,
uma alternativa para se aumentar a
conversdo seria o uso de preparados
enzimdticos com maior atividade de pectina
esterases, e uma proporc¢do diferente entre
pectinases e hemicelulases (80/20, v/v)
devido a menor quantidade de hemicelulose.
No caso da polpa de mac3, além das enzimas
utilizadas, poderia se adicionar preparados
comerciais nomeadamente a base de
celulases, jd que na estrutura das paredes
celulares vegetais ha também celulose, em
gue pese o preparado comercial proposto
para esta pratica, Viscozyme, apresentar
alguma atividade de celulases (cerca de 12 %
da atividade em carboximetilcelulose e 48 %
da atividade em celulose cristaling,
respectivamente, das observadas no
preparado Celuclast).”’
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Figura 8. Cinética de hidrdlise de (a) polpa de laranja e (b) polpa de mac3, catalisada por

pectinases e hemicelulases

3.3. Proteases

A Figura 9 apresenta os resultados obtidos
com os trés diferentes substratos. As
proteases apresentam diferentes estratégias
de catdlise: covalente com ataque
nucleofilico (proteases serinicas e cisteinicas)
e 4cido-base (proteases asparticas e
metaloproteases).41 Por isso, sua reatividade
varia sobre diferentes tipos de substratos.
Desta forma, os resultados mostram que para
a hidrolise de amendoim, a bromelina

promoveu boa hidrdlise das proteinas (Figura
9), mas isso ndo implica que sua hidrdlise
serd boa também quando incubada com
outros tipos de proteases.! J4 quando ovo foi
utilizado como substrato, acredita-se que
maiores teores de proteinas poderiam ter
sido observados caso a clara tivesse sido
separada da gema, ja que estas fragles
possuem proteinas com propriedades
funcionais diferentes (tais como
ovoalbuminas e ovoglobulinas na clara e
lipovitelinas e fosvitinas na gema).*
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Figura 9. Cinética de hidrdlise de substratos proteicos catalisada por bromelina

3.4. Ureases

Os resultados obtidos demonstram que
feijdo de porco apresenta acdo de urease
muito superior as demais fontes enzimaticas
avaliadas, sendo cerca de 100 vezes maior
que a da semente de abdbora e 1000 vezes
maior que a da semente de meldo (conforme

concentragdes de nitrogénio amoniacal
observadas apds 90 min de reagdo), como
visto na Figura 10. Outros experimentos
poderiam ser propostos visando comparar a
urease obtida desta fonte com outras
leguminosas similares (soja, ervilha, lentilha,
outros tipos de feijdo), ou mesmo com
alguma fonte de urease microbiana.

10000

9000 A ——o— Feijdo de porco
§ —— Abdbora
-g 8000 1 100 —A— Melédo
o

7000 -
% 75
.g 6000 -+
«@ 50
g’g 5000 - e
= D
f o u
S & 4000
© 0
S 3000
&
= 2000 A1
<
()
= 1000 -
o
© 0 I8 n——8 A ; a

0 15 30 45 60 75 90
Tempo de reagao (min.)

Figura 10. Cinética da atuacdo de ureases de fontes vegetais sobre ureia
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Interessante observar por este conjunto
de resultados que o método é aplicavel a
identificacdo da atividade de urease inclusive
em baixas concentragées. Nas amostras
obtidas apds 60 min e 90 min de reagdo, os
valores de nitrogénio amoniacal ultrapassam
o limite da curva de calibra¢do, demandando
diluicdo das amostras previamente as
analises.

3.5. Tirosinases

Os resultados apresentados na Figura 11,
concernente a oxidacdo enzimatica da
tirosina, revelaram perfis esperados,
indicando aumento da absorvancia das
solu¢bes a 280 nm. Este comprimento de
onda foi utilizado, por ser usado na deteccado
de alguns aminodcidos com cadeias laterais
aromaticas (tirosina, triptofano, fenilalanina).
Os valores de absorvancia apresentados na
Figura 11 ja sdo os valores totais, obtidos
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pela  multiplicagdo das  absorvancias
registradas em espectrofotémetro pelos
fatores de diluicdo (em 4d&gua destilada)
aplicados a cada amostra.

J4 os perfis observados quando foram
empregados substratos ricos em antocianinas
(rosa, repolho e beterraba), bem como fenol
e acido tanico, foram distintos. Nesses casos,
a oxidacdo enzimatica promove uma reacgao
de polimerizacdo, que ndo necessariamente
gera variacdo na coloracdo que possa ser
detectada na faixa de luz ultravioleta. As
estruturas de algumas substancias fendlicas
sdo apresentadas na Figura 12.

No caso do uso de substratos ricos em
antocianinas e outros compostos fendlicos,
seria preciso variar os comprimentos de onda
para cada tipo de composto fendlico a ser
detectado, apresentando-se como exemplos
520 nm para antocianinas,” 385 nm para
taninos hidrolisaveis e 430 nm para taninos
condensados.*”

Absorvancia (280 nm)

35
—&— Tirosina = Repolho Roxo
30 - =—2x— Rosa Vermelha —#— Acido Tanico
—&o— Fenol —O— Beterraba
25 A —>
20

Tempo de reagdo (min.)

Figura 11. Cinética de oxidacdo de substratos fendlicos catalisada por tirosinases
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/ Cianidina H OH
OH Delfinidina OH OH

Figura 12. Exemplos de compostos fendlicos. (a) Antocianinas; e (b) Acido tanico *°

4. Conclusoes preparo dos materiais. Outro aspecto
importante das praticas propostas é que as
reagbes enzimaticas promovem alteragdes
nos materiais utilizados que sdo de facil e
rapida deteccdo, como alteracbes de cor,
além da visualizacdo da mudanca de
consisténcia dos meios de reacdo e
liguefacdo das matérias-primas sélidas. Por
fim, as metodologias propostas demandam
equipamentos bdsicos de laboratério, como
balanca, placa de aquecimento com agitacao
magnética, banho termostatizado ou shaker
com agitacdo orbital, centrifuga e
espectrofotometro.

O presente trabalho mostra a
possibilidade de se construir experimentos de
facil execucdo a serem aplicados em aulas
praticas de disciplinas de tecnologia de
alimentos e tecnologia enzimatica, utilizando
materiais de uso cotidiano e de facil
obtengdo, como roupas, frutas, verduras e
legumes. Adicionalmente a essa praticidade,
os experimentos sdo de curta duragdo,
podendo a maioria ser empregados em aulas
com periodo de 2 horas, mediante o prévio
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Desta forma, o estudo em questdo
comprova que de maneira eficaz e factivel é
possivel enriquecer atividades didaticas
relativas a disciplinas das areas de
engenharias e ciéncias exatas, com a inser¢do
de aulas experimentais aplicadas. Isto
contribui para o maior aprendizado dos
alunos no que tange a procedimentos
aplicados em larga escala envolvendo a
biocatalise.
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