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RESUMO

A limpeza domeéstica € uma atividade diaria em todo o mundo, em que bilhdes de
pessoas usam detergentes para limpar suas roupas, pratos e assim por diante. As
enzimas sdo adicionadas aos detergentes para obter a "limpeza catalitica", criando
assim fragmentos menores dos constituintes da mancha, o que, por sua vez, facilita
a acdo quimica de limpeza dos surfactantes. Detergentes domésticos sdo a
aplicacdo mais importante de enzimas industriais, representando 50% do total de
vendas. Muito progresso foi feito nas ultimas décadas na elucidacéo das relacdes
funcionais estruturais das enzimas. Além disso, tem-se um maior conhecimento
sobre os mecanismos de limpeza, as técnicas de producdo e formulacdo das
enzimas. Neste trabalho experimental, desenvolvemos um estudo fisico-quimico e
das propriedades biologicas da isoforma B-tripsina bovina relacionados a
concentracdo de ions que podem ser usadas na formulacdo de detergentes. A
atividade enzimética desta isoforma demonstrou ser influenciada pela concentracéo
de cations, porém néo foi observada uma mudanca significativa para os anions na
faixa de 0 a 20 mmol-L™". Para a série ibnica de cations, o ion metalico célcio
mostrou-se mais efetivo, porém em concentracdes baixas, entre 5 e 10 mmol-L™*
diferentemente do relatado pela literatura para a interacdo deste ion com a enzima.
O monitoramento do efeito do fon Ca®" sobre a conformacdo da proteina por
espectroscopia de fluorescéncia em meio &cido mostrou que as mudancas
conformacionais induzida na estrutura sdo consideradas pequenos ajustes
conformacionais, nao induzindo assim o aumento da fracdo de moléculas
desnaturadas. A andlise termodindmica do sistema de enzimas sob a influéncia de
CaCl, mostrou que as mudancas provocadas pela adicdo de CaCl, até 20 mmol-L*
atuam principalmente nos parametros termodinamicos de cooperatividade e
capacidade calorifica diminuindo ambos. Além de que a adicdo de ions célcio acima
da concentracdo de 10 mmol-L™ tem um efeito pronunciado na desestabilizacdo
protéica. Assim, as concentracdes tipicas de 20 mmol-L? mostram-se
desestabilizadoras em ambos os sistemas testado. Portanto, com a determinacéo
dos parametros biolégicos e fisico-quimicos em relagdo a enzima com ions em
solucéo, principalmente os termodinamicos, poderemos iniciar a segunda fase do

projeto da formulacdo do sistema detergente com a B-tripsina.



Palavras-Chaves: detergentes enziméticos. Série de Hofmeister. Tripsina.

Microcalorimetria.

ABSTRACT

Vasconcelos. A.V.B. Study of Enzymatic formulations involving bovine B-trypsin
with high activity and stability as a function of ions concentration for a use in
detergents systems and commercials soaps. 2020. 65p. Dissertation (Master in
Biotechnology). Postgradution Biotechnology Program, UFES. Espirito Santo. Brazil.

Household cleaning is a daily worldwide activity, which means that billions of people
use detergents to clean their clothes, dishes, and so forth. The enzymes are
increasingly added to achieve "catalytic cleaning”, thereby creating smaller fragments
of the stain constituents, which in turn facilitates the chemical cleaning action of
surfactants. Household detergents are the most important application of industrial
enzymes, representing 50% of total sales. Much progress has been made in the last
decades in elucidating the structure function relations of enzymes. In this
experimental work, we developed a physicochemical study and the biological
properties of the bovine B-trypsin isoform related to the concentration of ions that can
be used in the formulation of detergents. The enzyme activity of the B-trypsin isoform
shown to be influenced by the concentration of cations, but no significant change was
observed for anions in the range from 0 to 20 mmol-L™. For the ionic series of
cations, the metallic calcium ion was more effective, but at low concentration from 5
to 10 mmol-L™, differently from what has been reported in the literature for the
interaction of this ion with the enzyme. The monitoring of the effect of the Ca* ion on
the protein conformation by fluorescence spectroscopy in an acid medium showed
that the conformational changes induced in the structure are considered
conformational adjustments or small structural adjustments, that not inducing an
increase in the fraction of denatured molecules. The thermodynamic analysis of the
enzyme system under the influence of the CaCl, showed that the changes caused by
the addition of calcium chloride up to 20 mmol-L™* act mainly on the thermodynamic
parameters of cooperativity and heat capacity decreasing both. Furthermore, the
addition of calcium ions above the concentration of 5 mmol-L™ has a pronounced
effect on protein destabilization. Thus, the typical concentrations of 20 mmol-L™* were
destabilizing in both systems tested. Thus, with the determination of the biological

and physical-chemical parameters in relation to the enzyme with ions in solution, and



mainly the thermodynamics, we can start the second phase of the work that is the
formulation of the detergent system with B-trypsin isoform.

Keys words: Enzymatic detergents. Hofmeister series. Trypsin. Microcalorimetry.
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1. INTRODUCAO

1.1. BREVE RESUMO DA HISTORIA DO SABAO

Originalmente, os humanos primitivos, procuravam aguas mais moles em rios para a
lavagem de suas vestimentas, pois a remocao de gorduras em agua dura era mais
dificil (ROBERTSON, 1986). Aproximadamente em 5000 a.C., descobriu-se que as
vestimentas feitas de |& eram limpas com mais eficiéncia, quando elas fossem
pisoteadas em lama do rio e lavadas varias as vezes depois para remover a lama,
levava a maior parte da lama e sujeira a ela ligada. Em 350 a.C., tornou-se comum o
uso de outros ingredientes “detergentes”, como cinzas de madeira e folhas e
carbonato de sédio, que davam um poder extra de limpeza, devido a sua maior
alcalinidade. Isso resultou no uso de equipamentos para bater as roupas, ja que a
alta alcalinidade provocava queimaduras na pele.

E conhecido que os sumérios, por volta de 2100 a.C., faziam sab&o a partir de azeite
de oliva e cinzas de madeira. Antes da fervura, essas duas matérias-primas eram
misturadas em uma proporcao especifica, cuja receita representa o registro mais
antigo de uma reacdo quimica. No Egito, o detergente mais comum, por volta de
1000 a.C., era uma mistura de gordura animal ou 6leo vegetal com carbonato de
sé6dio (ROBERTSON, 1986).

Os romanos nao tinham sabdo. Eles guardavam as roupas usadas em vasos
contendo urina. Posteriormente, os tecidos eram pisoteados em cubas contendo
agua e lama. Somente no século VII, o uso de sabado tornou-se mais comum.
Naquela época, os arabes descobriram que o uso de cal virgem permitia a
preparacao de sabonetes mais duros. Essa nova tecnologia se espalhou por toda a
Europa, principalmente para a regido do mediterraneo, no qual eram colocadas
fragrancias nos sabdes produzidos. Porém, estes produtos estavam disponiveis
apenas para as classes mais abastardas. Somente no final de 1700, quando foram
desenvolvidas novas tecnologias para a fabricacdo de carbonato de sodio, que o
sabdao ficou disponivel para todas as classes (ROBERTSON, 1986).

O sabdo em po6 se tornou popular no final do século XIX, por razbes de

conveniéncia, ja que ele permitia a lavagem e branqueamento em uma etapa. No
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inicio do século XX, tém-se o surgimento dos primeiros componentes sintéticos,
principalmente os alquilsulfatos. Essas descobertas permitiram o surgimento dos
detergentes, que apresentavam melhores propriedades de limpeza do que os
sabdes.

Em 1913, a ideia original de usar enzimas foi descrita por Otto Rhdm. Ele patenteou
0 uso de enzimas pancreaticas em composicOes de detergentes, para melhorar a
capacidade de remocdo de manchas. Em 1931 foi lancado o primeiro detergente
enzimatico comercial, chamado “Burnus” (ROHM, 1913). Devido as limitacdes de
obtencdo da enzima, estes detergentes enzimaticos tiveram vendas timidas até o
final da década de 1950, quando surgiu o primeiro detergente contendo uma
protease bacteriana. Em 1988, foi lancado um detergente enzimatico que era
resistente a acdo oxidante dos alvejantes, permitindo a utilizagcdo destes dois
produtos simultaneamente (ROBERTSON,1986; AASLYNG et al, 1990).

1.2. PROTEASES COMO ADITIVOS DE SAPONACEOS

As proteases sdo enzimas que catalisam a hidrélise das ligacGes peptidicas e séo
encontrados em todos os organismos, onde desempenham um papel essencial nos
processos metabdlicos e fisiolégicos. Além de sua importancia fisiol6gica, as
proteases sdo de grande utilidade em aplicacdes enzimaticas industriais, como
saponaceos para a roupa, lava-loucas automaticas, aditivos para racdes, preparacao
de alimentos, couro, diagnéstico, terapéutica e industrias farmacéuticas (GUPTA,;
BEG; LORENZ, 2002; MAURER, 2004). O principal uso de proteases na industria de
alimentos é o aprimoramento do sabor em produtos lacteos, carnes e peixes. Em
diferentes tratamentos médicos, as proteases sdo usadas como agentes ativos em
tratamento da osteoartrite, remoc¢cdo de tecido morto e cicatrizacdo de feridas
(MEKKES et al., 1998).

As proteases na forma de tripsina e quimotripsina foram introduzidas pela primeira
vez como ingrediente ativo em detergentes para a roupa para degradacao de
manchas protéicas em 1913 pelo quimico alem&o Otto Roéhm (HERBOTS et al.,
2008). O primeiro detergente comercial contendo proteases bacterianas foi

produzido por Gebruder Schnyder em 1959. Em 1985, aproximadamente 70% dos
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detergentes para roupas pesados da Europa continham enzimas. Nos ultimos 50
anos, as proteases e outras enzimas dos detergentes para a roupa deixaram de ser
pequenos aditivos para o0s principais ingredientes. A selecdo e avaliacdo de
proteases a serem usadas em detergentes € baseada em parametros fisico-
quimicos e de mercado importantes definidos pelos fabricantes de detergentes para
a roupa. Uma protease detergente precisa ter desempenho eficiente de lavagem
com amplo pH alcalino e em uma ampla faixa de temperaturas (de baixas
temperaturas para fibras sintéticas a altas temperaturas para algodao). Os principais
fornecedores de enzimas e fabricantes de detergentes estdo buscando ativamente o
desenvolvimento de novas atividades enzimaticas que atendam as necessidades
dos consumidores por melhores propriedades de limpeza, cuidados com o tecido e

antimicrobianos.

1.3. CARACTERISTICAS DAS SERINO-PROTEASES

As serino-proteases constituem a familia das enzimas mais estudadas até os dias
atuais, sendo amplamente pesquisada por mais de 60 anos. Os membros mais bem
caracterizados sé&o a quimotripsina, tripsina e elastase (VOET; VOET, 2011), que
fazem parte da superfamilia das quimotripsinas (Figura 1). Estas pertencem a familia
S1, caracterizada por um sistema de triade catalitica formada por residuos de
aspartato, histidina e serina. Estes residuos trabalham juntos para controlar a
nucleofilicidade do residuo de serina durante a catalise (KUMAR; VENKATESU,
2012). As serino-proteases apresentam dois dominios similares, provavelmente
originados por modificacbes durante duplicacdo génica, e entre esses dominios
encontra-se o sitio ativo contendo a triade catalitica (LESK; FORDHAM, 1996;
VOET; VOET, 2011).
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Figura 1. Superposicao da estrutura terciaria de cinco serino-proteases e seus centros
ativos. Estruturas de protozoario (Plasmodium falciparum, magenta), arcaeon
(Pyrococcus furiosus, ciano), fungo (Neurospora crassa, plrpura) e planta
(Arabidopsis  thaliana, rosa flcsia). As proteases foram sobrepostas com
a estrutura de raio-x humano (1SGIl, Homo sapiens, laranja). Os residuos
da triade catalitica (His, Asp, Ser). Adaptado de Laskar e colaboradores, 2012.

1.4. FORMACAO DAS ISOFORMAS DE TRIPSINA

A tripsina foi isolada de diversos vertebrados e invertebrados, como porcos, ovelhas,
bois, cachorro, homem, entre outros (SIMPSON; HAARD, 1984). De acordo com
(KEIL, 1971), as tripsinas sdo uma familia de enzimas de peso molecular variando
de 20 a 25 kDa que catalisam preferencialmente a hidrélise de ésteres e ligacdes
peptidicas envolvendo o grupo carboxilico de aminoacidos basicos e na qual um

residuo de histidina e um de serina participam da catalise. A tripsina bovina € uma
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enzima proteolitica ativa, obtida pela clivagem do tripsinogénio (seu zimogénio), que
tem atividade proteolitica restrita (Figura 2). O tripsinogénio é produzido pelo
pancreas e secretado no intestino, onde sofre a agdo de enteropetidases (enzimas
presentes na mucosa do duodeno), formando a beta-tripsina (B-tripsina), que
apresenta atividade proteolitica e auto-ativador (BODE, Wolfram; FEHLHAMMER,;
HUBER, 1976; BODE, Wolfram; SCHWAGER; HUBER, 1978). A clivagem da
ligacdo peptidica do tripsinogénio ocorre entre os residuos de aminoacidos Lys6 e
lle7 do lado carboxilico da cadeia (contagem feita na sequéncia do tripsinogénio).
Com isso, ocorre a saida do hexa-peptideo N-terminal “Val-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys”
(DAVIE; NEURATH, 1955).

Enteroquinase

|

Tripsinogenio wmmp B- tripsina ==pq -tripsina mmp s -tripsina

B- tripsina B- tripsina

Figura 2. Diagrama de formacdo das isoformas de tripsina a partir do tripsinogénio e
clivagens pela isoforma B-tripsina.

O grupo alfa-amino (a-amino) da lle7 forma uma ponte salina com o residuo Asp194
(PERKINS; WUTHRICH, 1980), levando a alteragdes estruturais na B-tripsina recém-
formada. Essa nova conformacgao torna a B-tripsina duzentas vezes mais ativa que o
tripsinogénio (ROBINSON; NEURATH; WALSH, 1973).

O processo de autblise continua com a clivagem da ligacdo entre os residuos
Lys131 e Ser132 na B-tripsina, gerando uma outra forma ativa conhecida como a-
tripsina (Figura 3) (SCHROEDER; SHAW, 1968).
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Figura 3. Pontos de clivagem do tripsinogénio e formagéo das isoformas ativas da tripsina.
As setas mostram os pontos de clivagem. |- tripsinogénio, II- B-tripsina, IlI- a-tripsina, V- Y-
tripsina. Fonte: Keil (1971).

A a-tripsina formada apresenta estrutura terciaria similar da isoforma B-tripsina,
porém apresenta menor quantidade de folha beta (FOUCAULT; SEYDOUX; YON,
1974). A a-tripsina, quando comparada a isoforma 3, possui menor atividade para
substratos amidasicos, mas nenhuma diferenca significativa € encontrada quando se
utiliza substratos do tipo éster (FOUCAULT et al., 1975).
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1.5. ESTRUTURA SECUNDARIA E TERCIARIA

Quanto a estrutura tridimensional, através de trabalhos realizados com métodos
cristalograficos, mostrou que a B-tripsina apresenta um arranjo globular com dois
dominios estruturalmente semelhantes. Sua estrutura secundéria e predominante de
folhas beta e poucas hélices. O primeiro dominio é formado pela sequéncia
compreendida entre o 1° e o 105° residuo de aminoacido, e o segundo dominio é
formado pela sequéncia de aminoacidos entre as posi¢cdes 106 a 223. Esses
dominios, possuem forma de beta barril e estdo unidos assimetricamente e entre
eles esta o sitio ativo (Figura 4) (BODE, W.; SCHWAGER, 1975; BODE, Wolfram et
al., 1983; BODE, Wolfram; SCHWAGER; HUBER, 1978).

Figura 4. Estrutura tridimensional de B-tripsina bovina. O primeiro dominio esté realgado em
cor azul (1-105) e o segundo dominio realgado em cor vermelha (106-223). O residuo de
amino&cido N-terminal est4 representado em cor laranja e o C-terminal em cor verde. Os
residuos de amino&cidos que compdes a triade catalitica estdo representados em modo de
bastdo: Ser (amarelo), His (lilas) e Asp (verde).

O tripsinogénio e as isoformas de ftripsina (B, a e psi [w]) sdo constituidos,

respectivamente, por uma, duas e trés cadeias polipeptidicas. Estas cadeias estao
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interligadas por seis pontes dissulfeto (figura 5). Uma ponte dissulfeto (13-143)

interliga os dois dominios, outra ponte dissulfeto (31-47)) estabiliza o primeiro

dominio e as outras quatro pontes estdo no segundo dominio (MIKES et al., 1966;
WALSH; NEURATH, 1964).

Figura 5. Pontes dissulfeto na isoforma B-tripsina (.5ptp). Em amarelos estao representados
os atomos de enxofre; em azul, estdo representados os atos de nitrogénio e em vermelho
estdo representados os atomos de oxigénio.

Além disso, as isoformas de tripsina possuem dez residuos de tirosina, 3 residuos
de fenilanalina e 4 de triptofano, que facilitam sua dosagem e monitoramento de
enovelamento/desenovelamento utilizando técnicas espectroscOpicas que excitam

estes residuos (Figura 6).

As moléculas de a- e y-tripsina, até a presente data, ndo possuem suas estruturas
tridimensionais determinadas; assim todos os estudos sobre as isoformas de tripsina
bovina se baseiam na estrutura de sua molécula precursora, a B-tripsina. Embora
algumas caracteristicas cinéticas da a- e y-tripsina jA tenham sido descritas
(FOUCAULT et al., 1975; FOUCAULT; SEYDOUX; YON, 1974), pouco se sabe da

sua caracterizacao termodinamica.
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Figura 6. Posicdo dos residuos aromaticos da B-tripsina (5ptp.pdB): Com 3 fenilanalinas
(verde), 4 triptofanos (amarelo), 10 tirosinas (vermelho) e agua (azul) As Imagens estdo em
spacefill e foram geradas pelo programa Rasmol®. (a) mostra um face da molécula e (b)
outra face ap6s giro na vertical de 180°.

1.6. MECANISMO CATALITICO DAS SERINO PROTEASES.

Estas enzimas empregam a catélise acido-basica geral e a catdlise covalente para a
sua acdo, onde 0 mecanismo catalitico inicia-se na triade catalitica caracteristica,
His®’ - Asp®®® - Ser'®® (segundo a numeracdo do tripsinogénio), que esta localizada

no sitio ativo da enzima (Figura 7).

Na etapa (1) a serino-protease se liga a um substrato formando um complexo de
Michaelis, a Ser'®®, na etapa que determina a velocidade de reacdo, faz um ataque
nucleofilico no grupo carbonila suscetivel de hidrélise do peptideo, formando um
complexo conhecido como intermediario tetraédrico (catalise covalente). O anel
imidazélico da His>’ recebe o préton que foi liberado, formando assim um fon
imidazolico. Esse processo e ajudado pelo efeito polarizador do ion carboxilato néo
solvatado do Asp'®?, que esta ligado por ligacdo de hidrogénio & His>".

Na etapa (2) o intermediario tetraédrico decompde-se para um intermediario acil-

enzima sob a forca da doacdo do préton do N3 da His®’ (catélise acida geral). O
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grupo de saida amino (R'NH;, a nova por¢cdo N-terminal da cadeia polipeptidica

clivada) é liberado da enzima e substituido por agua do solvente.
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Figura 7. Mecanismo catalitico das serino proteases. Adaptado de Voet e Voet, 2011.

Na etapa (3 e 4) o intermediario acil-enzima (que, na auséncia de enzima, seria um
composto estavel) é desacilado rapidamente pelo que, essencialmente, é o inverso

das etapas anteriores, liberando o produto carboxilato (a nova por¢cédo C-terminal da
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cadeia polipeptidica clivada) e regenerando a enzima ativa. Nesse processo, a agua
é o nucledfilo atacante e a Ser'® é o grupo de saida (VOET; VOET, 2011).

Especificamente, a tripsina, que é uma serino protease, é um modelo interessante
para estudos termodindmicos porque as propriedades basicas de algumas isoformas
como estrutura tridimensional, atividade enziméatica e alguns dados sobre

estabilidade térmica ja sdo conhecidas.

1.7. SITIO DE LIGACAO A CALCIO NA MOLECULA DE B-TIPSINA

A tempos € sabido que os ions calcio aceleram a conversao do tripsinogénio em
tripsina, impedem a formacéo de proteinas inertes durante a ativacdo e protegem a
tripsina contra a autdlise (DIAS, 1986).

Ja foi demonstrado que o tripsinogénio possui dois locais de ligacdo diferentes para
0s ions célcio, enquanto a tripsina possui apenas um (ABITA; LAZDUNSKI, 1969;
DELAAGE; LAZDUNSKI, 1967). O local de ligacdo de célcio de baixa afinidade
(pKca = 1,8 [31) € encontrado apenas no zimogénio e foi atribuido aos dois residuos
de acido aspartico 13 e 14 vizinhos da importante ligacdo Lys-1 S-lleu-16, que é
dividida durante a ativacdo (ABITA; LAZDUNSKI, 1969; RADHAKRISHNAN;
WALSH; NEURATH, 1969). O segundo local, com uma afec¢cdo muito maior para
calcio (pKca, = 3,4 (ABITA; LAZDUNSKI, 1969; DELAAGE; LAZDUNSKI, 1967) e
ions relacionados, é comum tanto ao tripsinogénio quanto a tripsina e,
presumivelmente, também € compartilhado pelas quimotripsinas (ABITA,
LAZDUNSKI, 1969). Para determinar cristalograficamente esse sitio, Stroud, Kay e
Dickerson, 1971, tentaram, sem sucesso, difundir ions de neodimio em cristais de
tripsina. Em uma outra publicacdo, Stroud, Kay e Dickerson, 1974 ndo puderam
apresentar nenhuma evidéncia para o local de ligacdo ao calcio. Durante o curso do
refinamento cristalografico restrito da estrutura cristalina da B-tripsina bovina inibida
por benzamidina, foi detectado apenas um unico local na molécula de tripsina que,
segundo todos os critérios disponiveis, é ocupado por um ion de calcio fortemente

ligado conforme a figura 8.
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Figura 8. Sitio de ligagéo a calcio na molécula de B-tripsina (.5ptp).

1.8. AGUA

A molécula da 4gua tem uma estrutura quimica simples, composta por dois atomos
de hidrogénio ligados covalentemente a um atomo de oxigénio. Cada atomo de
hidrogénio compartilha um par de elétrons com o atomo de oxigénio (LEHNINGER,;
DAVID; COX, 2011). Este compartilhamento é desigual o que resulta em uma
distribuicdo assimétrica dos elétrons sobre a estrutura da agua dotando esta
molécula de um forte carater dipolar. A ligacdo de hidrogénio é reconhecida como a
principal for¢ca intermolecular determinante dos padrfes espaciais e dindmicos da
agua, contudo a natureza da agua pode depender também da competicdo entre
forcas de van der Waals e ligacdes de hidrogénio (LIN et al., 2009). Por ser um forte

dipolo e possuir alta constante dielétrica (78.5 a 25 °C), a agua é um excelente
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solvente para ions (MURRAY; DAVIS, 2014). De fato, quanto maior a constante
dielétrica de um solvente maior serd seu poder de solvatacdo. A alta constante
dielétrica da &gua blinda o potencial couldmbico dos ions evitando a agregacao e
cristalizacdo de ions de cargas opostas. Da mesma maneira, a agua € um eficiente
solvente para polieletrolitos, como proteinas e &cidos nucléicos, também pela

blindagem das cargas presentes nas estruturas de tais biomoléculas (BALL, 2008).

1.9. IONS

fons sdo ubiquos na natureza e possuem papel importante em diversos sistemas e
processos (por exemplo: quimico, bioquimico, fisiolégico, tecnoldgico, entre outros).
Em condi¢cdes normais, ions isolados ndo sdo encontrados como entidades livres,
eles tendem a agregar-se formando sais iGnicos eletroneutros (ou, em casos
especiais, liquidos ibnicos) devido a natureza e a grande magnitude das interacdes
eletrostaticas. Entretanto, a situacdo é diferente em solventes polares,
principalmente a agua, que sao capazes de dissolver os ions, isto é, de estabiliza-los
como entidades dissociadas, pelo menos até certa concentracdo correspondente a
saturacdo. Esta estabilizacdo tem a sua origem nas interacfes eletrostaticas entre
0s ions isolados e os dipolos da agua, ou seja, nas forcas de solvatacdo especificas
(HUNEMBERG; REIF, 2011). Caso o solvente seja a agua, o processo de
solvatacdo € denominado de hidratacdo e refere-se a uma camada de moléculas de
agua ligadas fortemente que circunda cada molécula ou ion dissolvido. Esta camada
de hidratacdo é o resultado das for¢as intermoleculares entre o soluto e o solvente
(REICHARDT; VELTON, 2011). Os anions sao mais hidratados do que os cations
para o mesmo raio iénico. Os atomos de hidrogénio da agua se aproximam do anion
de modo mais eficiente do que os atomos de oxigénio, hidratando assim melhor o
anion (COLLINS, 1997).

1.10. SERIE DE HOFMEISTER

Em 1888, Franz Hofmeister descobriu que diferentes sais tinham efeitos diferentes
sobre a solubilidade de conjuntos de proteinas encontrados na clara de ovo da
galinha (HOFMEISTER, 1888). Esse efeito foi considerado consistente para varios
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conjuntos de proteinas e uma ordem de classificagdo mostrando o efeito de
diferentes anions e cétions na solubilidade protéica foi desenvolvida. Os ions que
causam salting out (precipitacdo) foram denominados cosmotropicos (estabilizantes
de interagBes da dgua com as macromoléculas) (COLLINS; WASHABAUGH, 1985).
Os ions que causam salting in foram denominados caotrépicos (quebradores de
estrutura de agua). Uma série para anions e cations e seu efeito nas proteinas &

mostrado abaixo.

ANIONS: SO> HPOZ F ‘CI Br NO, I NO, CIO;

COSMOTROPICOS =€ ; » CAOTROPICOS

CATIONS: Mg** Li* H® Na® : K" NH,”Rb" Cs* NH," N(CH,),’

Figura 9. lons da Série de Hofmeister. Os ions podem ser classificados como cosmotrépico
ou caotrépico, de acordo com sua capacidade de hidratacdo. Adaptado de: Yang (2009).

Os anions a esquerda do cloreto tém uma densidade de carga mais alta e diminuem
a solubilidade da proteina (COLLINS, 1997; ZHANG; CREMER, 2006, 2010). Os
anions a direita do cloreto tém uma densidade de carga mais baixa e aumentam a

solubilidade da proteina.

Como os cations e anions possuem constantes salting diferentes, as diversas
combinacdes que eles podem realizar formando sais sdo diferidas pela sua
tendéncia em promover salting out. Isso tem sido atribuido as diferencas de:
estrutura, tamanho, densidade de carga, hidratacdo, e polarizabilidade do ion, bem
como a polarizabilidade do solvente. O efeito da adicdo de sais em solu¢des de ndo-
eletrolitos € muito complexo devido aos diferentes tipos de interagbes
intermoleculares envolvendo os ions, o solvente e as moléculas do soluto (LO
NOSTRO; NINHAM, 2012).

De modo geral, os cosmotrépicos possuem a capacidade de estruturar as moléculas
de agua e estabilizar proteinas, enquanto que, 0s caotropicos desestruturaram as

moléculas de agua e desestabilizam proteinas (ZHANG; CREMER, 2006). Os ions
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cosmotropicos possuem interacdo mais forte com moléculas de agua do que as
moléculas de agua entre si (figura 10), ja os caotropicos no contrario, interagem com
a dgua mais fracamente do que as moléculas de agua entre si (LO NOSTRO et al.,
2006).

q s b
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Figura 10. ion e camada de hidratacdo. Representacdo esquematica da estruturacéo das
moléculas de agua ao redor de um &anion cosmotrépico. Adaptado de Zhang e Cremer
(2006).

A sequéncia dos ions de Hofmeister apresentada na Figura 9 representa a influéncia
dos ions na agua. Porém, esta sequéncia ndo é fixa e depende do sistema em
estudo, alguns ions podem mudar a sua posicdo na série ou até mesmo inverté-la,
ou seja, um dado ion pode interagir com apenas moléculas de agua ou com uma
macromolécula podendo apresentar um comportamento caotrépico ou cosmotropico
a depender do sistema (KUNZ, 2010; LYKLEMA, 2009).

1.11. EFEITOS ESPECIFICOS DOS iONS

Efeitos especificos induzidos por ions em diversas condi¢des sdo conhecidos como
os efeitos de Hofmeister (Figura 11). Os efeitos dos ions dessa série sao
observados em vérias situacdes como na estabilidade de proteinas (TADEO et al.,

2009), interacdes proteina-proteina, cristalizacdo de proteinas (COLLINS, 2006)
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atividade enzimética (NISHIMURA et al., 1999), estruturacdo e desnaturacdo de
macromoléculas bioldgicas (ZHANG; CREMER, 2006).

Série de Hofmeister

Cosmotropicos Caotropicos

t Tens&o superficial ., Tens3o superficial
Solubilidade de proteinas
(Salting out- agregacéo)

‘ Desnaturacao proteica

Solubilidade de proteinas
(Salting in- solubilizacdo)
t Desnaturacgdo proteica

t Estabilidade da proteina " Estabilidade da proteina

Figura 11. Efeito especificos dos ions. Sequéncia anidnica da série de Hofmeister e seus
efeitos sobre sob proteinas. Adaptado de Zhang e Cremer (2006).

Os efeitos especificos dos ions sdo dependentes da concentracdo do sal.
Geralmente, em baixas concentracdes de sal (<0,1 mol-L™") quase ndo se observa
especificidade ibnica, pois as interagdes eletrostaticas sdo dominantes. Contudo, em
concentracdes intermediarias (0,1 até 2 mol-L™), os efeitos especificos sdo mais
pronunciados e observados, pois nessa situagdo as interagfes eletrostaticas sao
blindadas significativamente (KUNZ, 2010). Os efeitos dos ions sobre a camada de
solvatacdo sao muitas vezes explicados pela teoria classica de forcas eletrostaticas.
Contudo, os efeitos especificos dos ions ndo conseguem ser bem explicados
apenas pelas teorias classicas baseadas nas forgas eletrostaticas. O tamanho dos
ions e a estrutura da 4gua devem ser considerados também, pois os ions afetam a
estrutura e a dindmica da agua, principalmente, nas suas camadas de hidratacédo
(XIE et al., 2014).
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1.12. HIPOTESE E JUSTIFICATIVA

1.12.1. Hipotese

Se a enzima aumenta sua atividade em funcdo da concentracdo de ions célcio até
20 mmol-L™, segundo a classica literatura, entéo a adicdo deste e de outros fons de
caracteristicas quimicas e fisicas semelhantes devem aumentar também a

estabilidade termodinamica e cinética da mesma.

1.12.2. Justificativa

O desempenho de uma boa protease detergente é definido por varios parametros,
como degradacdo da mancha protéica, e principalmente a compatibilidade com
outros componentes dos detergentes como surfactantes nao-iénicos e anidnicos,
sais, agentes complexantes, perfumes e outras enzimas, estabilidade na presenca
de agentes oxidantes como alvejante e prazo de validade em formulacdes
detergentes. Assim, nosso projeto visa investigar as propriedades fisico-quimicas da
enzima B-tripsina e funcdo da concentracdo de sais contidos na agua de torneira e

os ions adicionados na formulacéo inicial.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Determinagdo dos parametros fisico-quimicos da isoforma B-tripsina em funcéo da
concentracdo de sais adicionados e presentes em formulacbes de saponaceos e

detergentes.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Purificacdo e caracterizacdo da isoforma B-tripsina;

e Determinacdo da atividade enzimatica da enzima em funcdo da concentracdo de

diferentes sais em meio basico;

e Determinacdo da estabilidade conformacional da enzima B-tripsina em fungéo da

concentracdo de diferentes sais em meio acido;

e Determinacdo da estabilidade termodinamica da isoforma B-tripsina em funcgéo
da concentracdo ibnica em meio acido por microcalorimetria diferencial de

varredura.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. PURIFICACAO DA TRIPSINA COMERCIAL

Para a obtengdo da isoforma [-tripsina, foi realizada a purificacdo de tripsina
comercial bovina (Sigma Tipo I). A isoforma foi isolada por cromatografia de troca
cationica de bancada com eluicdo do tipo isocratica, tendo como base as
metodologias de Teixeira (1977) e Santos e colaboradores (2008a). Esta etapa foi
realizada em colaboracdo com o Laboratério de Enzimologia e Fisico-Quimica de
Proteinas na UFMG (Universidade Federal de Minas Gerais).

Como etapa final do processo de purificacéo, foi realizada uma dialise para retirar os
sais provenientes da solucdo tamponante e principalmente os fons metalicos Ca**
utilizados na cromatografia. As amostras foram dialisadas contra solucdo de acido
cloridrico (HCI) pH 3,0 em um volume de 10° vezes o volume total das amostras. As

amostras logo depois da dialise foram liofilizadas e armazenadas a 4°C.

3.2. SELECAO E DETERMINACAO DA PUREZA E IDENTIDADE DA
ISOFORMA B-TRIPSINA POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS E SDS
PAGE

A Isoforma B-tripsina foi selecionada baseando-se no tempo de retencdo e sua
pureza foi determinada através utilizacdo de espectrometria de massa usando a
técnica Matrix Assisted Laser Desorption/lonization-Time of Flight (MALDI-TOF) na
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, conforme a metodologia descrita por
Rosa et al. (2017). A solucdo de matriz foi preparada com 100 mg de &cido
sinapinico diluidos em 15 mL de uma solucdo de acetonitrila 40% v/v adicionada de
0,1% v/v de uma solucdo aquosa de acido trifluoroacético (TFA). As amostras de [3-
tripsina (0,05 mg-L™") foram dissolvidas em matriz, na proporcdo de 1:3 (v/v)
amostra:matriz, e em seguida aplicadas em triplicata (0,5 pL/poc¢o) sobre uma placa
MTP Anchorchip 384x600. A massa molecular foi obtida utilizando o equipamento
AutoFlex 1lII Maldi-ToF (Bruker™) em modo linear positivo. Foi utilizado kit de
calibracdo da Bruker™ Protein Calibration Standard |l e os dados gerados foram

analisados no programa Flex Analysis® (Bruker™).
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Além da espectrometria de massas, foi realizada uma eletroforese em gel de 20% de
poliacrilamida (SDS-PAGE) em presenca de um agente redutor (2-mercaptoetanol),
como descrito por Laemmli (1970). Como controle positivos foram adicionados no
SDS-PAGE as isoformas a e y-tripsina. A concentracdo da B-tripsina foi ajustada
espectrofotometricamente para 1,0 mg-L™ e aplicou-se 100 pL em cada canaleta. A
amostra foi submetida a eletroforese com uma corrente de 100 V por
aproximadamente 1 hora. A coloracdo do gel foi realizada por meio da técnica de
Coomassie Brilliant Blue R250 (SEDMAK; GROSSBERG, 1977).

3.3. MONITORAMENTO DA VARIACAO DE pK, E pH EM FUNCAO DA
CONCENTRACAO DE CacCl;

A influéncia da adicdo de cloreto de célcio (CaCl,) sobre o pH de um sistema
tampéo cloridrato de 2-amino-2-(hidroximetil)propano-1,3-diol (tris-HCI) 50,0 mmol-L’
! pH 8,0 foi monitorada através de medidor de pH de bancada. O ensaio foi realizado
através da adicdo de cloreto de célcio (CaCl,) 2,0 mol-L™ (adicdo de 1 mL do sal
entre cada leitura de pH) em béquer contendo 500 mL de tampéo tris-HCI 50
mmol-L™ pH 8,0 sob agitacdo. A medida que o sal foi adicionado, foram esperados 5
minutos e o valor do pH foi registrado. O ensaio foi realizado a temperatura de 25°C

e em triplicata e os resultados foram expressos como média + desvio padrao.

O pH é obtido através da equacao (1):

pH = —log[H*] - y (1)

Onde vy é a atividade quimica da ion.

Além da medida experimental foi realizado célculo tedrico da mudanca do pK, do
tampao em funcéo da adicdo de ions na faixa de concentracdo de 0 a 1000 mmol-L”
! assim utilizou-se a equacdo de Debye-Hiickel (2) para obter o valor da constante
de dissociacdo acida modificada (pK,) em cada adicdo de sal ao béquer sob

agitacao.
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pK, =pK,+ 2z, —1)"- I( 0.1-1] (2)

Onde: pK, € a constante de dissociacdo acida, Z, € o valor da carga elétrica do
acido conjugado, | é o valor da forca ibnica e A € uma constante dependente de
temperatura (em 25°C, A=0,5114) (BEYNON, R. J.; EASTERBY, 1996).

Para o célculo de |, é utilizado a equacédo de forca ibnica (3):

n

1 2

=3 2 Cr2{) (3)
i=I

Onde: | é a forca ibnica, C; é a concentracdo dos ions e Z; é a carga correspondente
ao ion (BEYNON, R. J.; EASTERBY, 1996).

3.4. EFEITO DA CONCENTRACAO DE SAIS NA ATIVIDADE ENZIMATICA
DA ISOFORMA B-TRIPSINA

A atividade amidasica da isoforma [B-tripsina foi medida utilizando a metodologia
descrita por (ASCENZI et al., 1981; ERLANGER; KOKOWSKY; COHEN, 1961)
usando o substrato sintético cromogénico Ng-Benzoil-D,L-Arginina-p-Nitroanilida
(BApNA). A catalise deste substrato gera o produto p-nitroanilina com leitura em 410
nm. Este substrato foi preparado como solucéo estoque a 90 mmol-L™* em DMSO
(Dimetilsulféxido). A reacdo da enzima com substrato sintético e demonstrada

abaixo na Figura 12.
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Figura 12. Reac¢do enzimatica de catdlise do substrato sintético BapNA

Os ensaios foram realizados em pH 8,0 utilizando duas séries de sais: uma série
com variacdo do cation ligado ao ion cloreto (cloreto de calcio, cloreto de sodio
[NaCl], cloreto de magnésio [MgCl,], cloreto de césio [CsCl,], cloreto de potassio
[KCI] e cloreto de amdnio [NH4CI]) e outra série com variacdo do anion ligado ao ion
sédio (dihidrogenofosfato de sédio [NaH,PO,], sulfato de sédio [Na,SO,] e iodeto de
sédio [Nal]). A concentracdo de céation ou anion, no sistema reacional, variou entre 0

e 1000 mmol-L™. Com estas mudancas, o meio reacional foi constituido assim:

a) aliquota de 12,0 pL da enzima (solucéo estoque a 1,0 mg-mL™);

b) adicdo de 283,0 pL de solucéo contendo o tamp&o tris-HCI 50,0 mmol-L™
pH 8,0 com adicdo de um dos nove sais descritos acima com concentracao

entre 0 e 1000 mmol-L™ em relag&o ao anion ou cétion variante;
c) incubacéo a 37 °C por 10 minutos;

d) adicdo de 1,0 pL do substrato BApNA;

e) incubacédo a 37 °C por 15 minutos;

f) adicdo de 75,0 pL de solucdo aquosa de acido acético 60% (v/v) ao

sistema,;

g) aliquota de 2,0 uL do sistema “f’;

h) mensuracdo da absorbancia do produto a 410 nm.
A absorbéancia do produto da reacdo descrita acima foi medida no espectrofotdmetro
NanoDrop® 2000 (Thermo Fisher Scientific™) no Laboratério Multiusuario de

Andlises Biomoleculares da Universidade Federal do Espirito Santo (LABIOM/UFES)

e o0s dados foram expressos como média (n=3) * desvio padrdo. Todas as
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determinacdes de concentracdo de proteina usada neste trabalho foram feitas por
espectrofotometria utilizando o coeficiente de extingcdo molar da B-tripsina que é de
40,000 mol-L™* - em™ (WALSH; WILCOX, 1970).

3.5. INFLUENCIA DOS CATIONS SOBRE A ESTABILIDADE
CONFORMACIONAL DAS ENZIMAS EM MEIO ACIDO MONITORADO POR
ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA.

Para obter informacBes sobre a conformacdo estrutural da enzima nos sistemas
salinos que apresentaram melhor desempenho de atividade amidasica (item 4.4)
utilizou-se a técnica de espectroscopia de  fluorescéncia para monitorar 0
deslocamento dos aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina e fenilalanina)
durante o desenovelamento ou enovelamento de proteinas como indicador de
mudanca conformacional (LAKOWICZ, 2006). Esta técnica € muito sensivel a
mudanca de ambiente dos residuos arométicos e como a tripsina possui 4 residuos
de triptofano, 10 de tirosina e e 3 de fenilalanina e 0os mesmos encontram-se
enterrados na estrutura da enzima esta técnica é muito viavel para a deteccdo de
mudanca conformacional na tripsina. Esta medida realizada em meio acido
desconsidera o efeito de ligacdo dos ions ao sitio de ligacdo, pois em meios acidos
os residuos do sitio de ligacdo a ions positivos estdo protonados, assim a verificacdo

da influéncia dos ions é sobre o sistema, proteinas, ions e agua.

Os ensaios foram realizados segundo o protocolo descrito por Rosa et al.
(2017), com alteracdes. Os testes foram realizados em pH 3,0 com os 3 sais que
apresentaram a melhor atividade amidasica no item 3.4 em concentra¢do variando

entre 0 e 100 mmol-L™. O meio reacional foi constituido como se segue:

e Aliquota de 20,0 pL da enzima (solucéo estoque 1,0 mg-mL™);

e Adigdo de 80,0 pL ao sistema “a” de solucéo contendo glicina 50,0 mmol-L™

pH 3,0 mais o sal (cloreto de calcio, cloreto de magnésio e cloreto de sddio)

em concentracdo de 0,0 mmol-L™*, 5,0 mmol-L**, 10,0 mmol-L™}, 20,0 mmol-L°
1.
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e Adicdo de 2,0 pyL do sistema “b” em poco de placa de placa de microvolume
take3" (BioTek Instruments®).

As amostras foram analisadas pelo leitor de multideteccdo em microplacas Synergy
H1 (BioTek Instruments®) no LABIOM/UFES. A excitacdo da amostra foi realizada
em 293 nm e a coleta da varredura foi feita na faixa de 320 a 370 nm, com
velocidade de varredura em modo normal, 10 medidas por ponto e intervalo de
aquisicao dos dados igual a 1 nm. O ensaio foi realizado em triplicata.

3.6. VARIACAO DA ESTABILIDADE TERMODINAMICA EM FUNGCAO DA
CONCENTRACAO DE {ONS POR MICROCALORIMETRIA DIFERENCIAL
DE VARREDURA (DSC).

O Calorimetro diferencial de varredura (DSC, do inglés differential scanning
calorimetry) (Figura 13) possui duas camaras adiabéticas, ou seja, suas camaras
sao isoladas de qualquer fonte de troca de calor, possuindo duas células (Referéncia
e Amostra) com volume de 500 pL cada. Este equipamento registra a diferenca de
temperatura entre as duas células e o resultado € um gréfico de capacidade

calorifica em funcéo da temperatura (Figura 13).

O estudo microcalorimétrico da desnaturacao térmica da isoforma B-tripsina em pH
3,0 sob a influéncia da adicdo de sais foi realizado com base na metodologia
descrita por Freire e outros (1992) e Privalov e Potekhin (1986). Todos os
ensaios microcalorimétricos  foram realizados no equipamento VP-DSC
Microcalorimeter Microcal® (Malvern Panalytical™), localizado no LABIOM/UFES. Os

dados foram analisados no programa Origin DSC®.
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Figura 13. Sistema de funcionamento do DSC. Fonte: Hemminger e Sarge (1998).

A metodologia para aplicacdo da amostra esta descrita abaixo:

a) dissolucdo da B-tripsina em solucdo tamp&o contendo glicina 50 mmol-L™ pH
3,0 com adicdo de cloreto de calcio (0, 2,0, 5,0, 10,0, 20,0, e 50 mmol-L™),

tendo a concentracdo final da enzima de 1.0 mg-mL™.

b) desgaseificacdo da solucdo protéica e do tampéo da célula de referéncia

durante 30 minutos;
c) aplicacdo de 500 pL do sistema "a" na célula de amostra;
d) aplicacdo de 500 pL do branco na célula de referéncia;
e) aplicacdo de 20,0 psi de pressdo em ambas as camaras.

As corridas foram realizadas no intervalo de temperatura de 20 a 70°C, a uma

velocidade de varredura de 60 °C/h.

Foram produzidas linhas de base para cada variacdo de concentracdo de calcio no
tampao, para subtracdo no processamento de dados, seguindo 0s mesmos

parametros apresentados para a corrida da amostra. Na célula de amostra foi
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adicionado o mesmo tampao utilizado para solubilizar a proteina. Foram coletadas 5
linhas de base por tampao. A linha utilizada para subtracdo ¢ a média das 5
corridas. Para cada ensaio foram realizadas 3 corridas e os resultados expressos

como média * desvio padréo.

3.6.1. Calculo de parametros termodindmicos (temperatura meédia de
desnaturacdo e variacdo de entalpia de desnaturacdo calorimétrica e
de Van't Hoff).

Para a obtencdo dos parametros termodinamicos, usou-se o software Origin-DSC®
(Malvern Panalytical™). Este software realiza a subtracdo da linha de base,
realizacdo de uma conexao linear entre o estado nativo e desnaturado e ajuste de
curvas com modelos predeterminados dos dados processados. O modelo classico
de transicdo em dois estados foi utilizado para a deconvolu¢do das curvas. Cada
transicdo ajustada no modelo dois estados fornece os parametros T, € AHga. Tm € 0
ponto médio da curva de transicdo, em que 50% das moléculas da proteina se
apresentam desnaturadas. AH.; € a mudanca de calor que o sistema consome ou
libera para que a transigdo ocorra. As usadas para deconvoluir os dados de DSC
estdo descritas nas referéncias Sturtevant, (1987) e Privalov, (1986).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. OBTENCAO DAS ISOFORMAS DE TRIPSINA BOVINA

Para obter a isoforma de interesse do estudo, foi realizada uma cromatografia de
troca catidnica de bancada com eluicdo do tipo isocratica, tendo como base a
metodologia de Santos e colaboradores, (2008) e Teixeira (1977). O perfil obtido
(Figura 14) foi similar aos encontrados por Santos e colaboradores (2008a),
Schroeder e Shaw (1968) e Smith e Shaw (1969). e+&+y
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Figura 14. Cromatografia de troca catibnica de tripsina comercial bovina. Condicdes
cromatogréficas: Fluxo de 19,5 mL-h? sobre a fase estacionaria SE-Sephadex C50, usando
uma fase mével de 100 mmol-L™ de Tris-HCI; pH 7,1 a 4°C; 20,0 mmol-L™* de cloreto de
célcio e 1,0 mmol-L™* de Benzamidina. Foram coletados 7,0 mL por tubo e os mesmos foram
detectados a 280 nm. A linha continua (-) mostra a detecgéo a 280 nm. A area em cinza
indica a regido que contém a isoforma B-tripsina.
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Apesar da baixa resolucdo entre as isoformas de tripsina, o0 método adotado
garantiu um alto rendimento para a isoforma B-tripsina, pois a partir de 1 grama de
tripsina comercial foram obtidas 438 mg de [-tripsina pura. Para garantir o
isolamento apenas da isoforma [-tripsina, utilizou-se apenas os tubos coletados na
area retangular cinza do cromatograma (Figura 14), mesmo esta opcao levando a

um menor rendimento cromatografico.

4.2. CONFIRMACAO DA IDENTIDADE DAS ISOFORMAS DE TRIPSINA
BOVINA POR ESPECTROMETRIA DE MASSA E SDS PAGE REDUTOR.

A fim de confirmar a identidade, em funcdo da massa molecular, e a pureza das
isoformas de tripsina, as fracbes foram submetidas a espectrometria de massas do
tipo MALDI-TOF-MS. A pureza da isoforma B-tripsina coletada da regido acinzentada
foi avaliada por espectrometria de massa e o resultado obtido a 1 Da de resolugao
da molécula contida no retangulo hachurado foi de 23.294 Da (Fig-10A). Este valor
de massa molecular estd dentro do erro aceitavel e condizentes com o trabalho
prévio de Lacerda e colaboradores (2014) e Santos e colaboradores (2008b),

confirmando a identidade da isoforma por sua massa molecular.

Além da espectrometria de massa, foi realizado SDS-PAGE (Figura 15) para

observacédo da constituicdo molecular de cadeias na isoforma B-tripsina.

Como pode ser observado na Figura 155, a isoforma B-tripsina apresenta uma
massa molecular de 23 kDa em apenas 1 (uma) banda com alta intensidade. Este
resultado era esperado, visto que a B-tripsina, originada da quebra enzimatica do
tripsinogénio, possui apenas uma cadeia protéica (DAVIE; NEURATH, 1955). Desta
forma, o perfil cromatografico, a pureza, massa molecular e a confirmacédo de

cadeias confirmam a identidade de isoforma B-tripsina.
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Figura 15. Determinacéo da pureza e das cadeias da isoforma B-tripsina por Espectrometria
de massa (A) e SDS-PAGE 20% (B) a regido numero 1 tem massa aproximada de 23 kDa,;
A regido numero 2 tem massa aproximada de 15 kDa; e a regido nimero 3 possui massa
aproximada de 12 kDa.

4.3. AVALIACAO DO EFEITO DA FORCA IONICA SOBRE O pH E pKy' DA
SOLUCAO TAMPAO

Estes experimentos foram realizados para certificar que o efeito da adicdo de sais
sobre as propriedades fisico-quimicas e biologicas da enzima estariam relacionados
tanto a interacdo dos ions com a superficie da proteina e com seu sitio de ligacao a
ions metalicos quanto com a interacdo entre ions e a camada de solvatagao,
descartando a possibilidade de os resultados deste trabalho serem provenientes da
influéncia da modificagdo do pH e pK, do sistema tamponante em funcédo da
variagao da forca idnica (BEYNON; EASTERBY, 1996). Para este experimento em
especial, o cloreto de calcio foi usado como indutor de alteracdo na forca i6nica, pois
este possui uma vasta literatura conhecida sobre o efeito deste sal sobre as
propriedades quimicas e bioldgicas desta enzima (BEYNON; EASTERBY, 1996;
RECORD et al., 1998).

Como pode ser observado na Figura 16, a adicdo de 0,1 até 1,0 mol-L™* de CaCl,
causou uma variagcdo pouco significativa, tanto no pH quanto no pKy do tampao,
pois nesta faixa de concentragao idnica a variacdo maxima foi de 2,5% para o pH e
de 3,4% para o pKy.Ou seja, a variagdo de pH entre a menor e a maior
concentracdo de CaCl, (0,1 e 1,0 mol-L") ndo ultrapassa 0,2 unidades de pH,

estando os extremos de pH em 7,8 e 8,0. Esta pequena variagdo do pH é resultante
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da insignificante variacdo do pK, e, desta maneira, podemos sugerir que a adig¢ao
de concentracbes crescentes de sal ndo causou alteragcdo das
propriedades tamponantes relacionadas a equacdo de Henderson-Hasselbalch.
Portanto, o sistema contendo ion mantém a mesma faixa de pK,; observada antes
da adicao dos ions. Vale ressaltar que a presenca do ion no sistema pode causar a
exclusdo ou perturbacédo desta camada. Para valores de adicdo de cloreto de calcio
entre 0 a 1 mol-L™, consideramos que ndo houve mudanca significativa tanto no pH
quanto no pKa. Portanto, considera-se que a adicdo de até 1,0 mol-L™ de cloreto de
célcio a um tampao base de tris-HCL 50 mmol-L™ pH 8,0, ndo causa variacdes
significativas em relacdo ao pH e pKa e assim as mudancas biolégicas e estruturais

serdo relacionadas a interacdo dos ions com o sistema protéico e com a camada de

solvatacgéo.
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Figura 16. Avaliacdo da variacdo do pH e do pK, do tampé&o tris-HCI 50,0 mmol-L™ pH 8,0
em fungdo da adigdo de cloreto de calcio. Os valores sdo expressos como média (n=3) e +
desvio padrdo. O pH foi medido experimentalmente através da utilizacdo de pHmetro, ja o
pK, foi calculado através da equacéo de Debye-Hiickel (2).
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4.4. AVALIACAO DA INFLUENCIA DE CATIONS E ANIONS SOBRE A
ATIVIDADE ENZIMATICA DA ISOFORMA B-TRIPSINA BOVINA EM pH E
TEMPERATURA OTIMA DA ENZIMA.

4.4.1. Efeito dos céations sobre a atividade da enzima

O efeito do cation célcio sobre a atividade enzimatica das isoformas de tripsina ja €
bem relatado (ABBOTT et al., 1975; BODE, W.; SCHWAGER, 1975; CHIANCONE et
al., 1985; LACERDA et al., 2014), porém, para os demais ions de interesse deste
estudo, as informagbes séo pouco exploradas. Assim, foram realizados ensaios de
atividade enzimética em funcao da concentracdo de varios pares ibnicos da série de
Hofmeister (HOFMEISTER, 1888). Na Figura 17 podem ser observadas cinco fases
distribuidas da seguinte forma: fase | (0 a 5 mmol-L™%), fase Il (5 a 10 mmol-L™), fase
Il (10 a 20 mmol-L™"), fase IV (20 a 100 mmol-L™") e fase V (100 a 1000 mmol-L™).
Estas fases foram agrupadas em quatro comportamentos distintos: (i) uma taxa de
crescimento elevada na fase I; (ii)) uma velocidade de crescimento mais baixa nas
fases Il e lll; (iii) manutencdo do grau de a atividade biologica na fase 1V; (iv) uma
brusca queda na atividade da enzima na fase V. Apenas o ion KCI| ndo apresenta o

mesmo comportamento das fases.

Nas fases | e Il, ocorre a formacao especifica de complexos enzima-cation. Os
cations interagem com grupos carboxilicos livres (na faixa de pH analisada)
estabilizando a estrutura terciaria da enzima. Esse efeito de aumento de
estabilizacdo acarreta em um aumento gradual da atividade enzimatica até 10
mmol-L™, que é estatisticamente igual 20 mmol-L™*. Apés 20 mmol-L™ esse efeito
estabilizador atinge o seu maximo e entra na fase IV. Nesta fase, quando o sitio de
ligacdo a célcio esta completamente ocupado, as interacdes entre enzima e metal
sdo caotropicas e o resultado é a desestabilizacdo da proteina causada pelo
excesso de ambos os fons Ca?* e CI' em solucdo. Ocorre entdo uma
desestruturacdo da proteina que progride a medida que a concentracdo de sal
aumenta, resultando na diminuicdo da atividade amidasica. Efeitos semelhantes
foram encontrados no trabalho de Bye e Falconer (2013) para a enzima lisozima. Na
fase V, a queda observada na atividade reflete a agregacao das proteinas pelo efeito
de salting out (ARAKAWA; TIMASHEFF, 1984; BALDWIN, 1996).
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Uma das sugestdes que explicam o efeito do célcio sobre a atividade da tripsina em
meio alcalino é encontrada nos trabalhos de Lazdunski e Delaage (1965) e Nord e
Bier (1953), em que os autores defendem que ocorre uma mudancga conformacional
provocada pela ligacdo o ion de calcio com o sitio ativo de ligagdo a calcio da
enzima, tornando a proteina menos sensivel a autdlise, gerando uma molécula mais
estavel e compacta (BODE; SCHWAGER, 1975; CHIANCONE et al., 1985).
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Figura 17. Atividade amidasica da isoforma p-tripsina em funcdo de diferentes
concentracdes de sais (CaCl,, CsCl,, KCI, MgCl,, NaCl e NH,CI). Condi¢bes: tampao tris-
HCI 50,0 mmol-L™, pH 8,0, usando como substrato o0 BApNA. O croméforo foi detectado a
410 nm. Os resultados estdo expressos como média (n=3) + desvio padrao.

Como pode ser visto na Figura 17, o efeito estabilizante e desestabilizante dos sais
é determinado pela concentracdo e pelo tipo de ion. Assim, césio, amdnio e potassio
parecem desestabilizar a tripsina, ndo se mostrando bons candidatos para

estabilizacdo da formulag¢do enzimatica.

4.4.2. Efeito dos anions sobre a atividade da enzima
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Na Figura 18, realizou-se o monitoramento da atividade enzimética em resposta ao

aumento da concentracao de anions para os sais NaH,PO4, Nal e Na,;SO,.
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Figura 18. Atividade amidasica da isoforma p-tripsina em funcdo de diferentes
concentracdes de anions de variados sais (Nal, Na,SO, e NaH,PO,). Condi¢des: tampao
tris-HCI 50,0 mmol-L™, pH 8,0, usando como substrato o BApNA. O croméforo foi detectado
a 410 nm. Os resultados estdo expressos como média (n=3) + desvio padrao.

Como pode ser visto na Figura 18, existem trés regides de mudancas de atividade.
Porém, as diferencas de atividade entre as regiées 0 a 10, 10 a 100 e 100 a 1000
mmol-L™ ndo foram estatisticamente significativas dentro de suas faixas e foram
muito menores em comparagdo a serie catidnica (Figura 17). Como a tripsina ndo
possui sitio de ligacdo para anions, ndo ocorre a interagdo dos anions com o0s
grupos carboxilicos livres, mas diretamente com a proteina e com a camada de

solvatacdo. Como pode ser notado na figura 18, a atividade da enzima s6 apresenta
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um aumento significativo a partir de 200 mmol-L™*. Porém, esta concentracéo de fons

é inviavel para fins de desenvolvimento de detergentes.

Segundo a resolucédo n° 357, de 17 de marco de 2005, do Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA) a agua doce destinada ao consumo humano possui
valores maximos para a presenca de cloreto (7,1 mmol-L™); manganés (1,8 mmol-L’
Y, sulfatos (2,6 mmol-L™") e aménia (0,2 mmol-L™), ndo apresentando limites para os
outros ions presentes nesta dissertacdo (BRASIL, 2005). Essas concentracdes
estdo na regido de maior atividade amidasica nos experimentos (5 a 20 mmol-L™) ou
abaixo dela. Assim, os ions nas concentracdes testadas e em relacdo as
encontradas no destino final, ndo irdo afetar significantemente a atividade da

enzima.

4.5. ANALISE ESPECTROSCOPICA DE FLUORESCENCIA DA
INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE IONS SOBRE E ENZIMAS EM
MEIO ACIDO.

A analise de proteinas por espectroscopia de fluorescéncia € util na investigacdo
conformacional (estrutural), pois sua informacéo € relacionada as mudancas globais
que uma molécula sofre quando submetida a condi¢bes fisico-quimicas diferentes.
Assim, quando uma proteina em meio aquoso tem seu equilibrio deslocado do
sentido nativo (N) para o desnaturado (D), esta mudanca pode ser monitorada por
uma diminuicdo no comprimento de onda e na intensidade de emissao (LAKOWICZ,
2006).

A fim de entender o efeito dos ions sobre a estrutura protéica os ensaios foram
realizados em pH 3,0, deste modo o sitio de ligacdo a calcio das proteinas, que tem
PKacar+ de 3,2 (BODE, W.; SCHWAGER, 1975), esta totalmente protonado, logo
todas mudancas espectroscopicas observadas foram relacionadas ao sistema
(proteina + &gua + fons) (ABITA; LAZDUNSKI, 1969; DELAAGE; LAZDUNSKI,
1967). Assim, como pode ser observado na Figura 19, de modo geral todos os ions
selecionados provocam mudancas no sistema protéico e estas mudangas séo ion

especificas, ou seja, ndo dependem somente de concentracao dos ions.
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Como pode ser observado na figura 19, a comparacédo do efeito dos ions sobre a
estrutura da enzima demonstra que, na faixa de 0 a 20 mmol-L™, os perfis de NaCl e
CacCl, sao similares e maiores que os efeitos do MgCl, sobre a enzima. Outro ponto
a se destacar na Figura 19 € que as variacdes de comprimento de onda de emissao
entre as concentracdes testadas sdo pequenas, da ordem de no maximo 2 nm. Esta
variagdo no comprimento de onda esta relacionada a pequenos movimentos de
ajuste conformacional provocados pela interacdo dos ions com a proteina, e ndo a
um deslocamento de equilibrio no sentido de aumento da populacdo de moléculas
no estado desnaturado. Para que o movimento conformacional resulte em mudangas
espectroscopicas na isoforma B-tripsina, € necessario uma variagdo da ordem de 7 a
10 nm de acordo com os resultados obtidos por (ROSA et al., 2017) e expressos na
Figura 19 quando se desnatura a p-tripsina utilizando etanol. Uma possivel
explicacdo para o pequeno efeito do Cloreto de Calcio na [B-tripsina pode ser
visualizada no experimento realizado por Buono e colaboradores (1994). Este
estudo revelou que em pD 5,0 a enzima inibida ndo apresentava nenhuma
modificacdo conformacional significativa perceptivel por Infravermelho por
Transformada de Fourrier (FTIR), tanto na presenca quanto na auséncia de calcio,
sugerindo entdo que o efeito de inibir a autdlise poderia ser originado de fatores
eletrostaticos. Baseado neste artigo, pode-se especular que em pH 3,0 as
modificacdes conformacionais sejam maiores do que as observadas em pD 5,0,
porém ainda pequenas em relacdo as promovidas em pH 8,0. Podemos assim supor
que o efeito do CaCl, seria devido a variagdo na forca idnica da solugéo e a ligacao

ao sitio de célcio quando o mesmo esta desprotonado.
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Figura 19. Espectroscopia de fluorescéncia de B-tripsina em fungdo da concentragdo de
CaCl,, MgCl, e NaCl. O espectro de emissao de fluorescéncia intrinseca de triptofano foi
medida pela excitagdo em 280 nm de B-tripsina 0.01 mmol-L™* em tamp3o glicina 80 mmol-L™*
pH 3. Os resultados estdo expressos como média (n=3) + desvio padrao.

Assim, como a mudanca nos estados conformacionais € muito pequena e como
nossos dados sobre informacdo conformacional foram obtidos indiretamente, eles
nao nos forneceram a visdo completa do sistema. Portanto, eles sdo apenas uma
face da moeda, ou seja, a informacdo estrutural, porém, para o entendimento
completo do sistema, € necessaria a informacao do comportamento termodinamico

da proteina sobre a acdo dos ions.

4.6. ESTUDO DA ESTABILIDADE TERMODINAMICA DA ISOFORMA B-
TRIPSINA EM pH 3,0 EM FUNCAO DA CONCENTRACAO DE IONS
CLORETO DE CALCIO MONITORADO POR MICROCALORIMETRIA
DIFERENCIAL DE VARREDURA.

A estabilidade termodinadmica de uma molécula em um sistema pode ser medida
através de calorimetria diferencial de varredura (DSC). Os resultados obtidos através

desta técnica sdo a expressdo mais aproximadas das mudancas impostas ao
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componente polimérico em determinadas condicbes fisico-quimicas. Este
equipamento foi usado no intuito de captar as diminutas (microcalorimétricas)
mudancas energéticas conformacionais que a adicdo dos ions célcio e cloreto

provocam a enzima B-tripsina.

Com base nas informacdes contidas na tabela 1, pode-se observar que a variacao
de T, da B-tripsina é de 0.51 K entre 0 e 10 mmol-L™ de CaCl, e de 0,83 K entre 20
e 50 mmol-L™. Este resultado demonstra que na faixa de concentracdo de 20 a 50
mmol-L™ o cloreto de calcio tem uma influéncia desestabilizadora maior sobre o T,
do que a faixa de concentracdo anterior. Uma possivel explicacdo para este
resultado esta relacionada a teoria da série de Hofmeister (Figura 9) para
mecanismos de estabilizacéo de proteinas, pois os fons Ca** e CI" sdo caotrdpicos e,
desta forma, tendem a desestabilizar a proteina diretamente e ainda desestabilizar a
camada de solvatacdo protéica, mudando suas interacbes intermoleculares na

proteina, que se tornam mais fracas (HRIBAR et al., 2002).

Tabela 1. Parametros termodinamicos da B-tripsina em fungcéo da concentracao de
CaCl,, em pH 3,0.

CaCl, T’ AH,# AHg,® ASr,* IC®
(mmol-L™?) (K) (kcal-mol* UC)  (kcal‘mol™)  (kcal-mol*-K™) (K

0 327.67 £0.1 68,90 99.22 £ 0.13 0.302 £ 0.01 1,45

5 327.47 +0.1 82,95 99.11 £0.11 0.302 £ 0.01 1,21

10 327.16 £0.1 83,64 98.69 £ 0.12 0.301 +0.01 1,20

20 326.77 £0.1 86,62 97.88 £ 0.23 0.299 £ 0.01 1,15

50 325.94 +0.1 76,05 95.82 £ 0.22 0.293 +0.01 1,31

Temperatura em que 50% das moléculas estdo no estado desnaturado.

’Descreve a dependéncia da constante de equilibrio (K) em funcdo da temperatura.

%E a mudanca de entalpia que o sistema consome ou libera para que a transigéo ocorra.
4Variag§o da entropia no T,.

®Indice de cooperatividade.

Além do efeito direto de desestabilizacdo sobre a molécula, os ions também
deslocam o equilibrio quimico para o sentido do aumento da populacdo de
moléculas no estado desnaturado. Este efeito pode ser notado quando se observa
na tabela 1 a diminuicdo progressiva do AH., relacionado a quantidade de energia

necessaria para desnaturar a proteina. Estes valores AH.; sé@o relacionados ao
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namero de moléculas capazes de sofrerem uma mudanca conformacional do estado
nativo para o estado desnaturado da proteina. Assim, quanto menor o valor de AHca,
menor a fracdo de moléculas no estado nativo. A diferenca de valores de AH¢, entre
0 e 50 mmol-L* de CaCl, é pequena, porém significativa. A associacdo desta
variagdo com a termodinamica populacional do sistema nos permite diferenciar as
modificagcdes ocorridas na fluorescéncia (modificacdes conformacionais) e na

atividade da enzima (modificacdes na atividade biolégica) na presenca de sais.

Durante as mudancas conformacionais induzidas pela adicdo dos sais 0 ajuste da
estrutura da agua na concha de solvatacdo ocasiona compensacdes entrdpico-
entalpicas, e estas podem ser usadas como indicativo de qual seria o tipo de
contribuicdo que favorece a mudanca no sistema induzido pelos sais (LIU; YANG;
GUO, 2000). Assim, como pode ser visto na Figura 20, a adicdo de ions cloreto e
calcio a enzima em meio &cido ndo ocasiona uma compensacao entalpico-entrépica,
pois ambas seguiram uma mesma tendéncia. Deste modo, nossos resultados se
encaixam em um modelo de comportamento termodindmico, onde capacidade
calorifica e o indice de cooperatividade sdo os fatores efetivos da desestabilizacéo
da proteina (IKEGAMI, 1981). Analisando nossos resultados de AH,4 (descreve a
dependéncia da constante de equilibrio [K] em funcdo da temperatura) e IC (indice
de cooperatividade) sob este panorama termodinamico, 0S mesmos sugerem que 0S
ions cloreto e calcio interagem com as unidades cooperativas do sistema protéico,
diminuindo o indice de cooperatividade e aumentando o AH,y durante desnaturacao
protéica até o valor de 20 mmol-L™ como pode ser observado na Tabela 1. Este
resultado indica a ocorréncia de modificacbes energéticas conformacionais nos
dominios estruturais que acarretam na diminui¢cdo da interacdo entre os residuos de
aminoacidos e na interacdo entre os dois dominios, tornando a estrutura mais frouxa

guando ela ainda esta no estado nativo.
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Figura 20. Compensacao entropica-entalpica do sistema de desnaturacdo de [3-tripsina em
meio acido sob acao de cloreto de calcio. Variacao de AS+,, e AH.y de B-tripsina em tampéo
50,0 mmol-L™* Glicina pH 3,0 em funcédo da concentracéo de Cloreto de Célcio.

As analises de nossos resultados demonstraram ainda que a populacdo de
moléculas desnaturadas apresentou caracteristicas semelhantes em relacdo a
capacidade calorifica (C,) para todas as concentragbes de sais testadas. Assim,
assume-se que o fator preponderante para a diminuicdo do AH¢, € ASty, (variagcédo
da entropia no T,), com consequente diminuicdo de T, das proteinas, esta na
capacidade calorifica e este parametro esta relacionado a dinamica de
movimentacdo da camada de solvente na superficie da proteina. Desta maneira, sob
0 ponto de vista termodinamico, os ions cloreto e calcio adicionados ao meio acido
atuam diretamente na proteina ou na concha de solvatacdo, interferindo na
exposicao de residuos hidrofobicos na superficie da proteina nativa (LOLADZE;
ERMOLENKO; MAKHATADZE, 2001) e assim na variacdo da capacidade calorifica
durante a desnaturacdo térmica. Com isto, Tr, AHc.q € ASty, tém seus valores

nominais diminutivos sincronicamente até 20 mmol-L™.
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Apesar de nao ter obrigacdo de explicar, os fendbmenos bioldgicos e os resultados
espectroscopicos, os resultados termodinamicos nos fornecem uma visdo sobre o
sistema energético completo, sugerindo e permitindo fazer previsdes
termodinamicas acerca das mudancas estruturais e biologicas induzidas pelos ions.
Estas previsbes podem ser confirmadas usando termodindmica estatistica
associados a nossos resultados e assim um panorama termodinamico pode ser visto
na figura 21. Sob o ponto de vista da termodinamica estatistica, levando em conta o
principio ergodico, que salienta que “o comportamento médio de curta duragdo de
uma grande colecdo de identidades idénticas, presume-se que as particulas sejam
idénticas ao comportamento médio de longa duracdo de uma particula Unica sob
determinadas condigbes”. Portanto, a analise da figura 21 demonstra que a
interacdo dos ions sobre um sistema “X” atua por dois mecanismos: afrouxando a
estrutura, aumentando seu raio e na mudanca da dindmica das moléculas de agua
na camada de solvatacdo, ficando estd com menor espessura e com menor
velocidade na superficie da proteina (reacdo 8 da figura 21). Porém, estas
mudancas (reacdo 8 da figura 21) ndo sao suficientes a ponto de a enzima perder
atividade biolégica. Os estados desnaturados com a influéncia do sal (sistema “Y”)
ou sem (sistema “W”) possuem propriedades termodinamicas semelhantes, assim

podemos chegar as seguintes conclusdes acerca do sistema termodinamico:
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Figura 21. Panorama termodinamico da interacdo dos ions sobre o sistema protéico. Onde
D é a fracdo (Y) de proteinas desnaturada; D’ é fracdo (W) de proteinas no estado
desnaturado com adi¢cdo de CaCl,; N é a fracdo (X) de proteinas no estado nativo; N’ é a
fracdo (Z) de proteinas no estado nativo com adi¢do de CaCl,. As areas sombreadas em cor
azul em volta das circunferéncias sdo uma representacdo da semiquantitativa do raio da
camada de solvatagdo. O gradiente Vy, o € a velocidade das moléculas de H,O na superficie

da proteina.
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Figura 22. Diagrama de propriedades termodindmicas comparando quatro populagbes
termodindmicas extraidas da figura 21 e dos dados calorimétricos. V é volume
hidrodindmico ou raio da proteina hidratada; ASA é a medida da exposicdo de residuos
hidrofébicos na superficie da proteina; Coop €é indice de cooperatividade durante a
desnaturacao térmica; C, € a capacidade calorifica da molécula em determinado estado; X é
um sistema protéico constituido por uma populagédo de proteinas no estado nativo; Y é um
sistema protéico constituido por uma populacdo de proteinas no estado desnaturado com
influéncia de sais e W é um sistema protéico constituido por uma populacdo de proteinas no
estado desnaturado sem influéncia de sais e Z € um sistema protéico constituido por uma
populacéo de proteina no estado nativo com influéncia de sais.

Assim, a partir destas andlises e das equacfes abaixo, podemos sugerir que a
principal mudancga ocorrida sob a agédo dos sais no sistema, sob o ponto de vista
termodinamico, € a diminuicdo da variacdo da capacidade calorifica e este efeito

pode ser notado na reacao 6 da figura 21.
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Da figura 21 e dos dados termodinamicos podemos dizer que:

AHcal - AHcal

AT " Tf—Ti “)

t
AH =f C, XAT = Cp =
t1

Onde Tf é a temperatura final de transicdo térmica e Ti a temperatura inicial da

transicao.

Da figura 21 e dos dados termodinamicos podemos dizer que:

AHcal . AHcal

AT(6) > AT(l) o ACp = AT 8 Tf — T
l

()

Onde (6) e (1) sao reacdes indicadas pelas setas na figura 16.

Como o Cppdo | Y| e |W| séo similares, entdo o Cpndo | Z| é menor do que o Cpy
do | X|.
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5. CONCLUSAO

O estudo da influéncia dos sais na atividade de uma enzima que atuam em sistemas
detergentes € de alta importancia, pois a escolha do meio primario de estabilizagdo
da mesma, quer seja em meio liquido ou solido, depende de varios parametros
fisico-quimicos. Além disto, poucos sdo os estudos que se destinam a investigar a
interacdo entre os parametros biologicos, conformacionais e energéticos de uma
molécula, quer seja pela dificuldade de obtencdo ou mesmo pela dificuldade de
manipulacdo matematica dos dados. Nossos resultados sdo a primeira fase para o
entendimento da dinadmica da enzima B-tripsina atuando em um sistema detergente
na fase liquida, onde a enzima pode encontrar na agua de torneira uma quantidade
de ions que podem estabilizar ou desestabilizar a mesma. Ainda, o projeto leva em
consideracdo a inclusdo de ions na formulacdo para garantir a que a autdlise nao
ocorra durante o tempo de armazenamento. Os resultados deste projeto foram
importantes tanto para a analise da formulacédo de detergentes como para pesquisa

na area basica de fisico-quimica de tripsina.

Em relacdo a atividade bioldgica, ficou demonstrado que as concentracdes
tradicionalmente usadas (BIER; NORD, 1951; BUONO et al., 1994; GORINI, 1951;
NORD; BIER, 1953) de 20 mmol-L™* de CaCl, sdo maiores que a necessidade real in
vitro que a enzima necessita para que o sitio de ligacao a célcio esteja preenchido e
assim a enzima figue mais estavel e resistente a autélise em meio alcalino. Portanto,
uma concentracdo de 5 mmol-L™ pode ser usada para alcancar os resultados

biolégicos semelhantes ao que se encontra em 20 mmol-L™.

Em relacdo a investigacao do efeito do ion metélico célcio sob a conformacéo global
da enzima, foi demonstrado por espectroscopia de fluorescéncia que os cations e
anions testados na faixa de 0 a 20 mmol-L™* nao interferem significativamente na
conformacéao global da proteina, quando o sitio de ligacdo a calcio esta protonado.
Assim, a adicdo de sais até a concentracdo de 20 mmol-L™" provoca pequenas
alteragbes conformacionais ou ajustes na estrutura que nao induzem deslocamento

de equilibrio para um aumento da fracdo de estados desnaturados.
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Sob o ponto de vista termodinamico, fomos capazes de corroborar os resultados
obtidos pela atividade biol6gica testada neste projeto e confirmar que concentracdes
maiores que 5 mmol-L™ alteram significativamente o sistema. Além disso, nossos
resultados foram suficientes para criar um panorama termodinamico onde as
funcdes IC e C, foram demonstradas ser os principais fatores influenciados pela

adicdo de ions.

Para fins praticos na determinacdo da formulacdo de um detergente usando -
tripsina em meio liquido, o nosso trabalho através dos resultados biologicos,
quimicos e fisicos foram capazes de determinar as concentracdes destes sais que a
enzima suporta sem afetar sua atividade. Os resultados conformacionais e
termodindmicos nos deram suporte para desenvolvimento de formulagbes liquidas
mais estaveis que possam manter a enzima ativa por anos. Estas previsfes podem
ser feitas, pois as concentracdes destes sais na agua de torneira s&o muito menores

gue a testada neste projeto.
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