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Resumo:

O latex de T. catharinensis possui uma ampla variedade de proteinas, sendo rico
especialmente em enzimas proteoliticas. As proteases constituem um dos mais
importantes grupos de enzimas tanto a nivel industrial quanto académico, tendo uso
promissor comercialmente devido as suas multiplas utilizacdes na industria
alimentar, farmacéutica, de detergentes, couro, la e do ponto de vista biotecnolégico.
Portanto, se faz necessario aumentar a estabilidade das enzimas em condi¢des
extremas de pH, temperatura e solventes organicos. O aumento da estabilidade
contribui para a recuperacéo e reutilizagdo das enzimas, no caso das proteases, a
remocao ou reducado de autodigestao (autolise). O seguinte estudo teve por objetivo
estudar os efeitos da imobilizacdo do extrato de proteases, este obtido do latex da T.
catharinensis em alginato de calcio. A imobilizacéo foi feita segundo QUIROGA et al.
(2011), em seguida realizou-se a atividade proteolitica e dosagem de proteinas.
Também como forma de purificacdo das enzimas foi realizada a cromatografia por
troca ibnica — catibnica. Sendo possivel concluir, que o método de imobilizacdo por
gotejamento € um meétodo simples, produtivel e rapido. Pode-se dizer que as
enzimas do latex bruto possuem uma excelente atividade e concentracdo de
enzimas, sendo esta de 93,4%.

Introducao

A tecnologia enzimatica comecou a surgir como area de investigacdo no inicio da
década de 1960, com a imobilizacdo de enzimas para utilizacdo em processos
quimicos. Uma das principais estratégias para aumentar a estabilidade e reutilizacéo
da enzima € a imobilizagdo. A imobilizacdo consiste no aprisionamento da enzima
em um suporte sélido para posterior reutilizacdo do biocatalisador, deixando o
processo menos trabalhoso, fornecendo uma série de vantagens (MENDES et al.,
2011). As vantagens sao: utilizacdo da atividade catalitica por um maior periodo de
tempo; possibilidade de aplicabilidade em processos continuos, com maior facilidade
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de controle; algumas vezes, ocorre modificacdo favoravel das propriedades
cataliticas da enzima como, maior estabilidade ao pH e a temperatura, entre outros;
facilidade de interrupcéao da reacao, em um nivel desejado, pela remocéo da enzima
(MENDES et al., 2011).

Dentre os diferentes biopolimeros que podem ser empregados em tais processos,
alginato é um dos mais frequentemente utilizados devido a que a imobilizacdo é
realizada sob condi¢cdes brandas (pH e temperatura fisiolégico) sendo assim, nao
causando alteracdes prejudiciais a enzima (ZHANG et al., 2009).

Sabendo da importancia biologica e a grande aplicabilidade das enzimas e de sua
imobilizagdo, o seguinte projeto teve como por objetivo avaliar os efeitos da
imobilizacdo do extrato de proteases, obtido do latex da T. catharinensis em alginato
de calcio.

Materiais e métodos
Coleta do Latex e Precipitagdo com etanol P.A

O latex foi coletado por meio de incisfes superficiais do caule de T. catharinensis e
recolhido em tubo Falcon com 25 mL de agua destilada. A mistura de latex e agua
foi centrifugada (5000 x g) a 5°C durante 25 min.

Ao sobrenadante adicionou-se etanol P.A 1:3 (v/v) para a precipitagdo das proteinas.
ApoOs 24 horas, o precipitado obtido foi liofilizado, estocado a -20° C.

Purificac&o por cromatografia por troca idnica — catidnica

O precipitado etandlico liofilizado foi adicionado em uma coluna empacotada com
uma resina de troca idnica SP-Sepharose de fluxo rapido que foi pré-equilibrada com
tampdao acetato 0,01 M, pH 5,0. A coluna foi exaustivamente lavada com o mesmo
tampéao e as proteinas eluidas com um gradiente de sal linear de 0,15-0,5 M NaCl.
Cada fracdo com aliquotas de 6 mL foram recolhidas. O teor de proteinas relativo foi
avaliado pela medida de absorbancia a 540 nm apo0s a reacdo como reagente de
Biureto, a atividade proteolitica de cada fracdo também foi avaliada.

O doseamento de proteinas foi realizado em microescala seguindo a metodologia de
Hartree (1972).

Ultradiafiltrac&o

A ultradiafiltracdo das proteinas foi realizada para as amostras dos tubos de 1 a 10
obtidas da cromatografia por troca i0nica, empregando-se um sistema de
Ultradiafiltracdo da Millipore — Amicon com capacidade de 180 mL, utilizando
membrana com limite de excluséo de 1 kDa (Millipore).

Determinacéo da atividade enzimatica proteolitica pelo método de azocaseina

A atividade enzimatica proteolitica, segundo Charney & Tomarelli (1949), foi
realizada em triplicata, utilizando o precipitado em etanol do latex liofilizado, tripsina,
e um branco para leitura no espectrofotometro em 440 nm.
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Imobilizacao

As enzimas presentes no precipitado etandlico, foram imobilizadas em esferas de
alginato de calcio, segundo a metodologia de QUIROGA et al. (2011). Logo, as
esferas foram coletadas, lavadas com agua destilada e armazenadas a 4 °C.

Resultados e Discussao

Logo apds a coleta, foi realizada a precipitagdo em etanol por um tempo de 24h. Em
seguida, o precipitado foi centrifugado e levado ao congelamento, a seguir foi feita a
liofilizacdo do mesmo. Obtendo-se 0,200 g de precipitado liofilizado. A partir deste,
foram realizadas as analises seguintes.

A concentragdo de proteinas foi estabelecida empregando-se uma curva analitica,
obtido como padrdo a Albumina Bovina (Sigma-Aldrich®) em diferentes
concentracfes. Assim a concentracdo de proteinas, em porcentagem, foi calculada
de acordo com a seguinte formula, onde Agyo € a absorbéncia encontrada em 620
nm:

Proteinas (%) = 12364,25 x (Absgyo) — 121,51.

A concentracdo de proteinas encontradas no precipitado em etanol foi de 93,4%.
Apés a realizacdo da dosagem de proteinas do material liofilizado, foi realizada a
determinalcdo da atividade enzimatica do mesmo, a analise foi feita em triplicata,
fornecendo um valor médio das amostras de 3,772 U e para a Tripsina de 2,329 U.
Isto mostrou que, as amostras apresentaram uma excelente atividade proteoitica
mesmo quando comparada com o controle positivo Tripsina.

Com o proposito de identificacdo e separacao das proteinas, 0,107g do precipitado
(correspondente a 100 mg de proteinas totais) foram submetidos a purificacdo por
cromatografia por troca idnica. Como resultado da separacao obteve-se sessenta e
cinco tubos.

A absorbancia em 540 nm de cada tubo foi determinada a partir da reacdo com
reativo de Biureto. Assim baseando-se nos resultados, obteve-se o0 seguinte
cromatograma apresentado na Figura 1.
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Figura 1 - Cromatograma obtido apés a purificagcdo das proteinas por troca-ibnica.

Pode-se observar que nos tubos de 1 a 8 (Fracdo 1) se obtiveram maiores
concentracbes de proteinas. Assim, as solugBes contidas nestes tubos foram
reunidas e levadas para dessalinizacao por ultradiafiltracéo.
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As amostras dos tubos de 1 a 8, (Fracdo 1,Figura 1), foram reunidas e
posteriormente ultradiafiltrados em membrana 1 kDa, com intuito de eliminar o NaCl.
Posteriormente, o retido na membrana 1 kDa foi levado para liofilizacdo, obtendo-se
80 mg de amostra liofilizada. Em seguida, o material liofilizado foi submetido a
analise de proteinas e a concentracdo encontrada para a F1, foi de 99%. Este valor
elevado esta associado a eficiéncia do processo de purificagdo por cromatografia de
troca-ibnica juntamente com a ultradiafiltracéo.

Posteriormente foi realizada a andlise de atividade proteolitica segundo Charney &
Tomarelli (1947), no qual se encontrou 1, 856 U para Tripsina e 6,697 U para a
amostra. Apresentando uma atividade proteolitica superior do que na amostra
quando ainda néo feito o processo de purificacao.

A imobilizacdo foi realizada com a amostra bruta de latex, porque o rendimento
obtido da purificacdo ndo forneceu quantidade de proteinas suficiente para realizar
este processo. Na imobilizacdo formaram-se granulos de alginato de célcio. Estes
granulos serdo analisados segundo a atividade proteolitica da enzima e sua
concentracdo, esta feita segundo o doseamento de proteinas. Dados que
posteriormente serdo comparadas com a analise do latex bruto.

Conclusbes

O método de imobilizacdo por gotejamento é um método simples, produtivel e
rapido. Pode-se dizer que as enzimas do latex bruto possuem uma excelente
atividade e concentracdo de enzimas, sendo também, de grande utilidade no
processo de imobilizacdo. As comparacfes entre as enzimas imobilizadas e livres
ainda serao realizadas.
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