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RESUMO

As enzimas papaina, quimopapaina B ¢ papaya proicinase foram exfraidas e

purificadas 2 partir do litex seco de Carica papaya. O método desenvelvido neste frabalho

para a pwificagio das enzimas protecHiticas mostrou ser possivel a separagBo das mesmas em
um Gnico passo, utilizando gradiente de forga idnica crescente com tampdo acetato de sédio
pH 5,0,

As proteases livies ¢ imobilizadas foram utilizadas para estudos cinéticos ¢
calorimétricos utilizando subsiraios sintéticos e proteicos. A imobilizagio em silica
funcionaliza<la mosirou ser muito eficiénte mantendo a atividade enzimitica por vérios
meses.

Papainz e quimopapaina B apresentaram  maior afinidade pelos substratos
proteicos do que a papaya proteinase. Para as enzimas imobilizadas a papaina apresentou
maior afinidade pelo substrato do qgue as outras proteases.

Estudos caloriméiricos mostraram que as enzimas quimopapaina B e papaya
proteinase sdo fermicamente reversiveis e que a desnaturagio destas enzimas obedece um
modelo de transicdo de dois estados. Confirmoun-se a existéneia de estados intermedizrios de
desnaturag3o para 2 papaina. Foram determinados os valores da entalpia de desnaturacdo,
AH oy, DATa as proteases, assim como 2 1azlo AH, g’ AHpps.

Apesar das enzimas ferem uma estrutura priméaria muito semelhante a variacdo

de entalpia de protedlise AH 5 o € muito diferente.
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ABSTRACT

The enzymes papain, chymopapain and papaya proteinase were extracted and
purified from died latex of Carica papaya. The method developed in this work for the
purification of the proteolytic enzymes has shown to allow the separation of the enzymes in

only one step by using increasing gradient concentration of the buffer

The immobilized and dissolved enzyme were used for kinetics and calorimetric
studies with synthetic and proteic substrates. Immobilization on olass spheres has shown to be

very efficient keeping the enzymatic activity for several months,

Papain and chymopapain showed higher affinity for the substrates proteic than
for papya proteinase. With the immobilized enzymes, papain showed biger affinity for the

substrate than for the others proteases.

Calonmetric studies showed that the enzymes chymopapain and papaya
proteinase are thermically reversible and the denaturation of these enzymes obeys the two-
state transition model. The existence of intermediate states for the denaturation of papain was
confirmed. The value for the enthalpy of denaturation AMppq, of the protcases were
determined as well as the ratio AH,_ g/ AHpasy, In spite of the similar primary structure

of the enzymes, the enthalpy variation of proteolisis is very different.




|, AS ENZIMAS PROTEOLITICAS PRESENTES NO LATEX
DE Carica papaye

i.1. INTRODUCAD

O mamoeito (Carica papaya) é culivado em quase todos os palses tropicais o mundo. Os
mnaiores produtores 8500 fndia Ceilio, Maldsia, América Central e do Sul, Sul da Africa e Haval (1). A planta
produz um fluido bioldgico que circula pelo ronce, folhas ¢ fiutos. Este fluido viscoso € denominado “litex de
Carica papaya” ou sirmplesments “lAtex”,

Devido 3 sua atividade proteclitica o litex de Carica papava tem um grande infereses por sua
ampla aplicagio no campo industrial. Entre suas principais aplicagles destacarn-se a clarificacio da cerveja
(cotrespondendo 2 75% da demanda), o amaciamento da came, a fabricagio de produtos famacéuticos, de
alimentos pré-cozidos, de cosméticos & o processamento do couro em curtumes (2).

Enfre os constituintes do litex do mamoeiro encontram-se Vérias enzimas, quais sgjam: papaina,
lisozima, quimopapainz A ¢ B e papaya proteinase. Com exceglo da lisozima, as demais sio proteinases, grupo
complexo de enzimas que apresentam uma grande variagio em suas propriedades fisico~quimicas ¢ cataliticas.

Estas enzimas sic produzidas imtra e exiracelularmente, exercendo imporiantes fungbes nos processos

metabdlicos das células animais ¢ vegetais, bem como nos microrganismos procanioticos e eucariGiicos (3.

As proteases exiracelilares atuam, principalmente, na bidrélise de substratos proteicos,
transformando-os em cadeizs menores que podem ser subseqlientemente absorvidas pelas células. As ENZImas
intracelulares estio relacionadas com o processo de regulagio metabdlica (4) e no “turnover” de proteinas (5).

Atualmente as enzimas proteoliticas apresentam uma expressiva importincia econdmica. A grande
diversidade da agio proteolitica sobre moléculas de proteinas tem tornado essas enzimas essenciais a0
processamento de alimentos, como came ¢ plo, & manufatura de detergentes, 3 industria farmacéutica, ao
diagnéstico de doengas ¢, ainda, 4 biotecnologia.

Mais recentemente na 4rea médica, a quimopapaina tem sido utilizada no tratamento da hérnia de
disco (6), a papaina na terapia de doengas digestivas (7), assim como na dissoluclo de cistos fibrosos benignos,

celulites, edemas, inflam

aches, elc. (&)




i.2. Histdrnico

Fm 1873, ROY (9) reconhocis & forte atividads proteolitica do ltex como a responsivel pelos usos
culindrios do mesmo, desenvolvidos por Virios povos da regifo sonde o mamosiro era conhesido. WURTZ €
BOUCHET, (10), em 1879 descovolveram 2s primeiras investigages a respeifo da atividade protoolitica do
tatex do mamoeiro. O termo “papayne” fof atibuido por estes mesmos autores para descrever o principio ativo
presente no ltex e rosponsdvel pela stividade proteolitics, passando o fermo “papaina” a designar o material
puveralento obtido pelo dessecansento ao ar do litex de mamosiro,

Historicamente, o primeiro Hitex comercial seco foi obtido expondo-se o litex ao sol (1). Este
método produz wma papaina de babia atividade proieclitica, colorida ¢ com um odor desagradavel devido &
contaminagio por microrganismos. Um ouiro méiodo para oblengEo da papaina € o “cross-flow”, no gual ©
litex fresco, encontrado na forma de codeulo, dove ser agitado para 2 Hquefagho, podendo soffer adiglo de até
0,5% de metabissulfito de sédio ou potéssio, com a finalidade de estabilizagio. O litex Bquefeito €, entdo,
filtrado ou centrifug 0 para ehminagio de impurezas grosseiras ¢ colocado em bandejas, as quals s20 levadas
a cabines, termostaticamente confroladas e mantidas 2 §5°C. O produto obtido por tal procedimento prssenta-
se como grinulos brancoes, sendo de methor qualidade do que aguele seco a0 sof ou em estufas (11).

A papaina cbtida pelo método “spray dried”, descrito na patente britinica de némero 1196760,
apresenta as seguintes vantagens sobre os tipos anteriormentes citados: esterilidade e solubilidade total do
produto, maior atividade catalitica, e suséncia s contaminantes (12).

VINER (13) sugeriu gque a papaina poderia ser composta por mais de uma substincia com
atividade proteolitica, pois obteve duas fragles por precipitagio com cloreto de sédio. FRANKEL {14) também
conseguiu a separagdo de componentes do litex, através da precipilago dos mesmos por meio de solventes
orginicos. As publicagbes de BALLS ¢ LINEWEAVER (15 ¢ 16) significaram um passo decistvo para a
caracterizagio do litex como uma mistura de proteinasss. Na primeira publicagio foi descrito o isolamento no
estado cristalino de uma enzima profeolitica, a gual os autores denominaram, simplesmente, de “pzpaina”. Tal
fato provoca até hoje sérias dificuldades conceituais, pois o Iitex seco, bruto ou purificado, também €
conhecido universalmente pelo mesmo nome, ou seja, papaina. Para evitar confusdo do termo, na presente
tese, papaina refere-s¢ sempre ¢ tho-somente a enzima isolada do l4tex de mamoeiro, designada pela
numeracdo EC.3.4.22.2 (17).




KIMMEL e SMITH (18) modificaram o procedimento de BALLS ¢ LINEWEAVER (13)
descrevendo um método de preparagio da papaina cristaline a partir do ltex seco, sendo esse, duranie anos, O

método padrio pars a purificacBo da papaina. Esscs mesimos pesquisadores (18) revisaram, extengivamente, as

nriedades fisico-quinticas da papaina, destacando-se entre clas: 2 constituiclo por um Unico componenis
proteico, & baixa especificidade ¢ 2 significativa presenga de grupos “sulfidrla” que desempernam papel

fandamental na suz atividade catalitica. Enfretranto, o mecanismo de aglo enzimitica da papaina ainda ndo

ests, totalmente, elucidado (19).

BALLS e LINEWEAVER (16) reconheceram a existéncia de wma oulra profcase no latex, com
menor atividade proteolitica, sendo denominada de “quimopapaina” por JANSEN e BALLS (20). Um
contraste marcante entre a fragho de papaina ¢ a fraglo de quimopapaina do litex reside no fato desta Gitima
apresentar-s¢ como wma mistura de proteinas mmito semeihanies entre sl Isso tem gerado uma longa
controvérsia sobre o niimero de enzimas com atividades presentes no latex, questio ainda nio resobvida.

EBATA ¢ YASUNOBU (21) introduziram o use de resinas idnicas na resoluciio do lbtex e
obtiveram uma cnzima na forma cristalina, eletroforsticamente homogénes, na qual o 4cido gluthmico constitui
o residuo amino terminal. Entretanto, KUNIMITSU ¢ YASUNOBU (22) foram capazes de isolar uma
protease a partir da fragio de quimopapaina obtida pelo método de EBATA ¢ YASUNOBU (21). Tal protease
ge apresenfa com uma maior atividade protecitica sobre o subsirato caseina, tendo como residuo amino
terminal a tirosina. Foi, entlio, proposta a existéncia de duas quimopapainas que foram denominadas de A ¢ B,
segundo sua ordem de descoberta ¢, também, de conformidade com a maior carga positiva. Entrefanto, desde
entio, tem sido colocada em divida a correglo desta proposigio. Alguns autores julgam existir mais de dois
componentes (KUNIMITSU ¢ YASUNOBU (22), LYNN (23 ¢ 24), JOSHI et alii (25) ¢ CLAGETTE et alii
(26)), outros admitem a exisiéncia de apenas um BUTTLE ¢ BARRET (27), KHAN e POLGAR (28),
KORODI et alii (29) ¢ CAYLE et alii (30).

A papaya proteinase & 2 protease mais basica do 14tex do mamoeiro e foi descrita pela primeira vez
por SHACK (31), que a denominou de “papava peptidase”. Recentemente, proposigbes baseadas em
argumentos diversificados, como por exemplo, o fato da papaya peptidase nao ser uma peptidase € stm, uma
protease, questionarm esta denominagio. Foram sugeridos vérios nomes por diversos aufores, 3 saber: “papaya

proteinase omega” por BROCKLEHURST et alii (32); papaya proteinagse IE por POLGAR (33) e papaya




proteinase por BARRET ¢ MAcDONALD (34). Nesse trabalho, adotamos esta filtbna denondnagio, isio &,
“scapaya proteinase”.

Comentarnos, anferiorments, a exisiéncia de um fmico componente protéico do IAtex
quantitativamente importante, que nio € wma protesss, a fisozima, gue fem um importante papel de defesa da
planta contra sgressGos das mais variadas formas vivas. Wuito embora sua funclo seia relevante, a Hsosima do

Tatex tem recebido pouca atenglo dos pesquisadores.

i.3. CLASSIFICACAD E HOUMENCLATURA

Proteases sio hidrolases, isto ¢, enzimas que quebram ligagbes peptidicas com a adigds de igua,
estando classificadas na categoria EC 3.4 de acordo com a Unifio Internacional de Bioguimica {35).

Frabora o8 fermos proteases e proteinases sejam freqlientemente usados para referir-se s ep Zirnas

proteoliticas, o Gliirno ¢ o mais resirifo, como ilustra 2 Figurs 1. O termo proteinase € aplicado somente para

proteases do tipo endopeptidase.

PROTEASES (EC.34]
tRidruiogses t

i i
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Ficura 1. Classificagio das proteases

Endopeptidases, que catalisam a hidrélise das EgagBes internas na cadeia polipeptidicas

Exopeptidases que atacam somente ligagbes peptidicas localizadas nas extremidades das cadeias
(36).

Os termos, quais s¢jam, papaina, quimopapaina, quimodtripsina, dentre outros, sdo ainda utilizados
por muitos pesquisadores, para varias enzimas desta classe, embora existz uma nomenclatura oficial proposia
por HARTELY (37} em 1960.




As endopeptidases contém sitios especificos que, normalmente, nfo sceitan subslralos com grupos

inais amino ou carboxila carregados, sendo classificadas de acordo com o grupo funcional de seu sitio em:
serina-proteases, cisteina-proteases, aspirtico-profuinases, ¢ metalo-profeinases. Existern, portanto, quato
mecanismos cataliticos basicos para as endopeptidases, que sfo facllmente distingfiidos pela sensibilidade a

inibidores especificos. Para 2 determinagio do mecanismo catalitico, o estudo dos inibidores é mais importanie

do gue a especificidade (38, 39 e 40). As enzimas protecliticas do Yitex do mamoeiro s3o classificadas como

cisteina-protesses por apresentarem o residuo de cisteina- 25, essencial 30 scu mecanismo de aglo.
1.4, MECANISKIO DE AGAC DAS CISTEINAS-FROTEASES

A reacBo catalisada por essas enzimas € a hideSlise das ligaghe

Entretanto, elas sio também capazes de hidrolizar um grande mimero de substratos sintéticos, como amidas ¢
esteres.

Estas proteases sio também completamente inativadas por reagenics blogueadores do grupo t

tais como: acido iodoacético, Acido para-mercuribenzico, metais pesados, efc.

O mecanmismo de aglo das cistefna-proteases resulta da reaglo de um substrato com o grupo
sulfidrila, presente ern um residuo de cisteina do sitio ativo. Na papaina, o grupo imidazdlico ndo protonado da
His-137 aumenta a reatividade da cys-25 por atrair o dtomo de hidrogénio do seu grupo ﬁé%, elevando a
densidade eletrénica do tomo de enxofre (41, 42 ¢ 43). Esse atomo de enxofre da cisteina ataca o grupo
carborila do substrato, formando um composto tetraddrico, qual seja, o intermedirio estavel acil-enzima que
apresenta ligaghes covalentes, conforme o esquematizado na Figura 2 (etapa de acilagio). Para quebrar o
complexo acil-enzima, tem sido sugerido que o grupo imidazol da histidina, carregado positivamente, atrai ©
grupo hidroxil da agua ¢ este atua como um nucledfilo, quebrando a ligagho éster do complexo intermediario
enzima-substrato (etapa de desacilagio). Esta hidrélise propicia a formagho do produto e o reforno da enzima
para sua forma original (44, 45 ¢ 46).
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FIGURA L. Mecanismo geral de aglo da cisteina-protease (47).
i.5. EspuciFIiciDADE DAS PROTEASES

Quanto ao tipo de ligaglo peptidica suscetivel 4 clivagem, 2 especificidade das enzimas proteoliticas
do litex de Carica papaya vana amplaments. Embora existam numerosos estudos voltados i elucidacio das
cisteinas proteinases, até o presenie momento tal assunto ainda no fol totalmente ezclarecido (48).

FRUTON (49) estudou, sistematicamente, a especificidade da papaina por meio de substratos
proteicos. Este autor comenta que existc uma scrie de dificuldades para se esclarecer & especificidade da
papaina, destacando-se denire elas: a extensio do sitio ativo ¢ a sua interagio em miltiplos pontos do substrato,
tendo como conseqiiéncia um processo cooperative.

Na literatura a quimopapaina ¢ a papaya proteinase sio, geralmente, descritas como enzimas que
apresentam uma especificidade mais restrita do que a papaina.

JACQUET ei ali (50) sugeritam que estes onzimas proteoliticas apresentam diferentes
especificidades distintas entre si, devido & diferentes composiches de aminodcidos a0 reder do sitio ativo,
diferengas essas relacionadas ds suas diferentes formas estruturais ¢ propriedades fisico quimicas. Assim, 8
papaina cliva principalmente as ligagbes peptidicas anterior ¢ posterior a serina; cliva as tigagtes lis-ala;
quimopapaina cliva preferencialmente as higacOes peptidicas anteriores e posteriores a amino4cidos aromaticos;

papaya proteinase cliva as ligagBes anteriores € ou posteriores a aminoécidos arométicos e glicina.




ii. IMOBELIZACAO DE ENZIMAS

i.1. InTRODUCAD

As enziraas sho muito atrativas pata 2 indisizia devido a sua extrac dindria especificidade, poder
catalitico e a vantagern de poder oporar a baixa femperatura (51). Entretanto, o uso das enzimas om prooessos
industriais & restrito. Primeiro, por seu cardter proteico, uma vez que as endmas podem manter sua atividade
4tima em uma faixa Hmitada de condigBes, e segundo, pelo fato das enzimas spresentarem catflise homogénes,
sendo geralments diluidas em solugbes aguosas, ¢ desprezadas apds o use, por perderem a atividads ou por nlio
poderern ser recuperadas (51),

O processo de imobilizagio oferece uma possivel soluglo para estes problemas. Pela associagfo da
enzima a um suporte sélido insolivel, com dimensbes que permitern que a reagfo enzima-subsirato ocomra,
num sisterna de catélise heterogénes, toma-se possivel sua utilizacio infimeras vezes em bafelada ou processo

continuo.

ih.2. HISTORICO

A primeira comunicagBo sobre imobilizagio de uma enzima foi feita em 1916, quando NELSON ¢
GRIFFIN (52) adsorveram a invertase em carviio ¢ mostraram que a enzima mantinha sua atividade, podendo
ser utilizada varias vezes.

Durante quase quarenta anos praticamente nada foi acrescentado a pesquisa de processos de
imobilizacio d¢ enzimas. Em 1954 GRUHOFER ¢ SCHEITH (53) imobilizaram amilase, pepsina e outras
enzimas em polacrilamida mostrando que elas mantinham suas atividades. No inicic dos anos sessenita as
pesquisas sobre imobilizagio foram intensificadas. BAR-ELI ¢ KATCHALSKI (54) imobilizaram 2 enzima
tripsina ¢ demonstraram que esta apresenta aproximadamente 20% da sua atividade na forma livre. Portanto, a
imobilizaglo apresentou a vantagem de aumentar a estabilidade, podendo-se estocar a enzima por um periodo
de meses, sem perda significativa da atividade.

Em 1968, uma nova forma de imobilizacio de enzimas tornou-se comercialmente vidvel

Quimotripsina, papaina ¢ fripsina foram comercialmente imobilizadas em polimeros. Desde entdo, as pesquisas




sobre imobilizagio foram intensificadas, assim como a das enzimae aplicado & quimica analitica (55 ¢ 56}

anélises clinicas (57) © & estudos de imobilizagio em colunas (58).

i.3.

CrracTERISTICAS nAS ENZvAS IMOBILIZADAS

Quando uma enzima ¢ imobifizada algumas de suas caracteristicas fisico-guimicas sofrem

modificagbes.

ii.4.

1) pH 6timo - Devido & modificagio no microambiente interagles cletrostitics, Ligaches de
hidrogénio, entre outras, afetam ¢ pH 6timo de atividade enzimética. Desta mancita, © pH &timo
pode sofrer alteragbes de mals ou menos duas unidades.

2) AlteracZo na constante de MichaeHs-Menten - Geralmente ocorre um aumenio de Ky, devido a0
fato da reacio aprosentar uma catilise heterognes, dificulfando o processo de difuslo e

apresentando também modificagBes da estrutura tridimensional, que favorecer a catélise.

3) Reutitizacdo - O processo de imobilizagio das enzimas permite que esta possa ser reutitizada vérias
vezes,

§) Maior Estabilidade - Qualquer processo de imobilizagio propicia reagles qus modificam as
propriedades fisico-quirnicas, aproximando as enzimas da situacio real dentro das células. Desta
maneira, as enzimas passam a ter mador estahilidade, maior precisio, stuam numa faixa mais ampla
de pH e temperatura, tornando possivel o uso na indlstria.

5) Menor Interferfncia - As enzimas imobilizadas apresentam menor suscetibilidads & aglo de

ativadores ¢ inibidores do que &s enzimas Hvres em soluglo.
METODO DE IMOBILIZACAO

As enzimas s3o proteinas, portanto, os métodos de imobilizagio devem ser brandos, utiizando uma

faixa restrita de pH ¢ temperatura,

Nos Gitimos anos, ocorreram avangos considerdveis na tecnologia de imobilizagio de enzimas.

Entre eles podemos destacar: modificagbes quimicas das moléculas, por introdugio de um grupo insolivel € ©

aprisionamento da enzima em uma matriz inerte, como amido ou gel de poliacrilamida.




As técricas de imobilizagio de enzima ¢ derivados slo: (1) imobilizagho por inchisio; (2) adsorglo;

(3) imobilizagho pos Bgagho covalenis; (4) imobilizagio por Bzaglo covalente cruzada.
H4.4. Imobilizacdo porlnclusio

E um processo do imobilizaglo que mantém a8 motéculas de envimas aprisionadas dentro de uma
rede tridimensional de um polimero insolivel na 2gua ou aprisionadas dentro de microcpsulas que slo
delimitadas por manbaanas Sem-pormedveis, gue posUm pOros Com dimensbes dos produtos da reaclo (59).

Esta téenica de imobilizagio impBSem minima resirigho &s enzimas imobilizadas ¢ nio envolve

ligacio covalente para suporiar a enzima, ¢ gue a torna vanizjosa para imobilizagio de qualguer enzima {(60).
14.1.1. Inclusdo em Matrizes Insolivels em Agua

Neste caso, a enzima ¢ dissolvida numa soluglo de um mondmero, polimerizada na presenga de
umn agente catalizador, podendo tamblm ser apcisionada em um coldide protetor como albuming, agarose ou
dextrana, ou ainda pode ser aprisionada deniro de fibras ocas. Deve-se ovitar processes de polimerizagdo
exotérmicos devendo~se tomar cuidados adicionais pera niio desnaturar a enzima (61).

O polimero mais usado nesses provessos € o de poliacrilamida, uma vez que as preparagdes de gel
hidratado para eletroforese usando-se acrilarmda ¢ N, N metilbisacrilamida é uma téonica rotinecira nos
laboratérios de bioguimica. Esta téonica apresenta a vantagem de nao ser exotérmica (62).

Alguns plastificantes podem ser usados com 0 propésito de tornar o polimero menocs rigido &
temperatura ambiente. Podemos citar como principal vantagem dests tipo de imobilizagho o fato da ¢nzima nio

envolver seus grupos ativos, com a totalidade da massa protefca sendo mantida denfro da rede do polimero.

#1.4.1.2. Microencapsulamento

Foi CHANG (64) quem introduziu a téonica de microencapsulamento para enzimas imobilizadas.
Neste procedimento a enzima fica dentro de uma capsula limitada por uma membrana semi-permedvel
permanente ou Por uma membrana semi-permeével nfo permanente. As membranas permanentcs podern ser

obtidas por coacervados de polimeros, com posterior polimerizagdo interfacial.
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Usando-se uma soluglo aquosa de enzima, um solvente orgénico insolfivel em 4gua e a adigBo de
dois mondmeros, um hidrofilico ¢ um hidrof6bico respectivamente, pode-s¢ obter uma reagfo de polimerniza¢do
que produz a formagdo de uma membraua a0 redor das microgoticulas. A mafor desvantagem desta téenica

consiste no fato de gue o procedimento de polimerizagio pode causar a desativagio da enzima.
H4.2. mobilizacio por Adsorgéo

A adsorgBo das enzimas sobre um suporte insoldvel resulta de ligaches i0nicas, ligaghes por ponics
de hidrogénio, interagBes hidrofébicas (van der W, aals).

Os suportes gue tém sido preferencialmente usados sio vidro (65); quartzo (66); carviio (67); silica
gel (68); alumina (69); resina trocadora de fons (70) ¢ bentonita (71}

Os suportes podem ser de dols lipos: porosos € nfio porosos, sendo que as enzimas Hoam
fracamente Hoadas aos nio porosos, enquanto que nOS SUPOTISS POTOSOS &5 profeinas preenchem scus poros.

A maior vantagem deste método é sua extrema simplicidade. A Jigag3o da enzima como suporte €
feita por simples exposicio, © as condigbes sdo brandas mas a desvaniagem é que esta metodologia depende de
fatores tais como: pEL, solventes, substratos e temperatura. Variando-se estes fatores pode ocomrer wma

dessorg3o progressiva das enzimas. Estes incovenientes fimitam o emprego dessa téenica de imobitizaggo (72).
1.4.3. Imchilizagdo por Ligagdo Covalente

Este tipo de imobilizagio, em suporte insoliivel, caracteriza-se pela formagdo de uma ligagdo
covalente dos grupos funcionais nio ativos da enzima a grupos reativos ligados na superficie solida do suporte.

Os suportes sdo escolhidos por suas propriedades de solubilidade, grupos funcionais, estabilidade
mecanica e rea superficial. Os suportes insoliiveis mais usados incluem polimeros sintéticos (celulose, agar-
agar, sefarose, colageno, amido, dexirana, eic...) € materiais inorganicos (6xidos metédlicos € pérolas de vidro
com propriedades conhecidas).

IL4.4. Imobilizagdo por Ligagdo Cruzada

Reagentes bifuncionais (homofuncionais ou heterofuncionais) tém sido utilizados com grande

freqiiéncia na imobilizaglo de enzimas ¢ ou proteinas. Este método baseia-se na formagdo de Hgaglo das
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moléculas de

zs enire si por pontes infermoleculares, uliizando-se agenmiss homofuncionais ou
heterofuncionais. Dresta forma, oblem-se uma estrutura de alto peso molecular,

Alguns dos reagentes homofuncionais wtilizados incluem: giularaldeido, foido 2,27 dissulfdnico;
enquanto que os heterofuncionals inclien o 3-metoxidifeniimetanc, 4,4 diisocianato entre oulros.

Esta ticnica produz complexos de alta atividade ¢ confers boa estabilidade frente as variagOes de

pH, forga ibnica, schvenies ¢ tmperatura.
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1. A ENERGIA ENVOLVIDA NA MUDANGA
CONFORMACIONAL DA ENZIMA

B4, InTRODUCACS

U dos mais fascinantes ¢ desafiadores problemas da bioguimica é aqusle que se refore A base
fisica da noidvel organizagio e especificidade estruturais das enzimas. Esis problema tem wn significado
importante ¢ particular, porque a atividade bioldgica dessas macromoléculas dependem das variagOes
conformacionais da estrutura tridimensional (73).

Virios e complexos sio os fatores gue deferminam a conforroaglo da profeina na cadeia
polipeptidica: o comprimento das ligagBes ¢ os Angulos sho considerados relativamente fixos, as ligaghes
amidicas geralmente sio planares, apresentando 3 conformaglo trans. Portanto a conformacgio da cadeia
polipepidica ¢ especificada pelos valores 2 totados pelos ingulos de rotagho internos ¢ ¢ ¥ associados com cada
residuo (74). As rotagdes das ligaghes sho Bmitadas por determinados fatores tais como: impedimento estérico e
outras interaghes. Ligagbes por pontss de hidrogfnio, interagbes hidrofébicas (as quais surgem e€m
conseqiiéneia das caracteristicas peculiares da 4gua), interagbes eletrostiticas e ligagles dissulfelo sdo
determinantes da conformagio do polipeptiden. O conjunto de todos esses efeitos da origem & conformagio
nativa das proteinas {73).

O estudo da variagio de entalpia de desenrolamento (desnaturagBo) das proieinas ¢ de fundamental
importincia para compreensio desses fatores.

A desnaturagio tem sido tratada na literatura como um processo cooperativo (76). Entretanto as
medidas termodinimicas da mudanca conformacional sio interpretadas como um modelo em dois estados:

nativo e desnaturado, envolvendo respectivamente a estrutura nativa € desnaturada das profeinas.

ii.2. HistérICO

COHN (77) iniciou o estudo das propriedades termodinimicas das proteinas, observando o efeito

de sais na solubilidade e as interagBes destes sais com pequenas moléoulas orghnicas, correlacionzndo-os com a
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tconia eletrostdtica de DEBYE ¢ HUCKEL (78). A pastir do trabalho de COHN (77} anmenton o iferesse em
pesquisas relativas ao esclarecimento de estrutura de aminodcidos, peptideos e proteinas.

A importincia de interagbes hidrofébicas para a manuiencdo da estrutura nativa das proteinas foi
muito bem elucidada por TANFORD {79).

ANFIINSEN (80} domonstron, em um importante trabalho realizado com a sibonucliease bovina,
que esta proteina era capaz de desnaturar ¢ se renaturar espontaneamente, Este experimento confirmou gue,
mesmo em profeinas relativements pequenas, hé forges intifnsecas

nadas das propriedades Ssico-quimicas

dos aminoédcidos. Isto ¢, s¢ a segiiéncia de aminodcidos ests ardenada, tudo o que tem que ser considerado sio
as propriedades individuais de cada aminoécido, e o comporiamento desses em solugBes aquosas,

As regibes estruturais da protelns sio divididas em quatro nivels: 2 estrutura primaria, que € a
seqiéncia de aminodcidos ¢ a localizacio das pontes dissulfetos, se houver; 3 estrutura sacmé&ma, gue se
refere a0 arranjo espacial de aminoacidos que estdio préximos uns dos outros na seqiitneia lmear, sendo que
algumas dossas relagfes esiéricas sfio de um tipo regular, dando ofigem a uma estrutura periédica, como a -
helice, a folha pregucada B ¢ a a-hélice do colégeno; a estrutura tercidria, que se refere ao arranjo espacial de
aminoacidos € a estrutura quartenaria, que se refere ao arranjo espacial das subunidades das cadeias de
proteinas.

Estudos recentes de conformaglio, fungio e evolugio de proteinas revelam a existincia das
estruturas supersccundérias (81), que se referem ao aglomerado da estrutura secundéria, ¢ dos dominios, que
820 08 enovelamentos compactos de unidades globulares separadas, por um segmento flexivel da cadeia, como
pérolas em um cordio.

A elucidagio da estrutura tridimensional da micglobina por KENDREW (82), ¢ da hemoglobina
por PERUTZ et alii (83), sdo um marco imporiante para demonsirar que a cristalografia de raios X pode
revelar a estrutura de moléculas t3o grande quanto a das profeinas. Mais recentemente a ressondncia magnética
nuclear (RMN) tem sido utilizada por diversos autores, para a determinagdo da estrutura tridimensional das
proteinas (84 ¢ 85).

Em contraste com os sofisticados métodos para a comprecnsio da arquitetura das proteinas, os
parAmetros termodinimicos de desnaturagio sio determinados por metodos indirctos: agentes guimicos

(substincias quimicas desnaturanies como a freia, cloridrato de quanidina) ou fisicas (desnaturagio pela
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temperatura). A desnaturaglo, por zgentes quimicos, apresenia-ss como um processo complicado, nio bem
esclarecido a1 agora, mas que atua sobre 2 estabilizacio da estrutura nativa. A desnatusaglio por temperatura
tem considerdvel vanlagem, neste aspeclo, desde que o fator usado para 2 desnaturag3o ferm apenas um
significado fisico (86). A deferminacio dos pardmetros termodinimicos de desnaturagio ganhou impulso
devido ao excelénie trabalho de PRIVALOV (27) utilizando micro DSC.

Com o propésito de elucidar o mecanismo de desnaturagio das protefnas plobulares, PRIVALOV
(88) propds um modclo de desnaturagio para estas protelnas. Esias seriam formadas de blocos cooperativos ou
sub-dominios moleculares, ¢ 2 medida que val ocorrendo o desenrolaments de um bloco cooperativo, isto
acelera o desenrolamento de outro, tomando a desnaturaglo um processo ripido.

O mecanismo de desnaturaglo e rematuragio € ainda um tépico confrovertido (89). Opinides
variam dependendo do enfoque dado 2 resultados termodinimicos obtidos por desnaturacBo térmica ou de
recentes evidéneias cinéticas, obtidos por desnaturagZo quimica. Os primeiros consideram qus a desnaturago é
um Processo cooperativo, enquanto os segundos ndo ressaltam a cooperatividade. Os dois tipos de informages
tendem a realgar diferentes aspecios do processo de desnaturagBo e rensturagio das protefnas.

Dados termodinfmicos sfo guantitativamente cmgis%eﬁﬁas com 2 idéia que o desenrolamenio de
proteinas globulares pequenas corresponde aproximadamente a um modelo em dois estados {LUMRY et akli
(90), BRANDTS (91), TANFORD (92)).

PRIVALOV ¢ KHECHINASHVILY (93) realizaram estudos calorimétricos de desnaturacdo
iermica de cinco proteinas pequenas (sibonuclease, guimotripsinogénio, citocromo-c, Hsozima e
metamiogiobina), mostrando que a relagio da variagdo de entalpia de van't Hoff ¢ da vaniagio de entalpia
medida calorimetricamente (AH, o yor / AHpesy) 8¢ aproximam da unidade, para cada wma das proteinas, isto
€, obedecem a uma cinética de primeira ordern em dois estados.

Ainda ndo estio elucidados os caminhos que levam uma proteina a ter sua forma nativa ou
desnaturada, mas como afirma ANFINSEN (80) em seu trabatho com a ribonuclease: “Deve-s¢ considerar a
seqliéncia de uma molécula proteica, a ponto de se enovelar numa forma geométrica precisa, como uma linha
melddica escrita em forma canfnica ¢ projetada pela natureza para dobrar-se, criando acordes harménicos de

interagdo compativeis com sua fungBo bioldgica,”
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H.3. AlwponTtaAnciaos fousaua MAKUTEHCAC DA CoNFORMACAD NATIVA DAS PROTEINAS

A importincia dz2 ¢ ua na manutengo nativa das proteinas, se dove além de suas propriedades
fisicas, & sua capacidade de solvatar regifes carregadas da proteina, sendo de ignal iImportincia a insolubilidade
de regides apolares da profeins neste solvente,

Us aspectos mais notivels da estabilidede conformacional estio provavelmente associados com a
alta organizagio das moléculas de dua a0 redor dos sitios hidrofdbicos no estado desnaturado. Esta ordenacio
¢ uma situagfo termodinamicamente instével desde que ela represents uma grande diminuiglo em enfropia
comparada com & profeina nlo solvatada (enovelada) mais moléculas de dgua livre. O modelo desta
organizaco das moléculas de doua a0 redor dos sfiios hidrofSbicos esté esguomatizado na Figura 3.

ElRe
o

“CLUSTER® DE MOLECULAS DE EGUA

H\
i o. "
A [
i “pti—g”
H H d
- TR “

Regido hidrofdbrice

ga proteing
g’ Sggmento de

proteing desncturcda

Ficura 3. “Cluster” de Moléculas de &gsa |
Bil.4. Forcas ENVOLVIDAS NA cW@gm@@ NATIVA DAS PrROTEINAS

As forgas envolvidas no enovelamento das proteinas ¢ na manutencic desta complexa estrutura
tridimensional podem ser classificadas em quatro categorias principais: forgas eletrostiticas, forgas de van der
Waals, interagGes por pontes de hidrogénic, interagbes hidrofdbicas, além de ligaghes dissulfeto conforme
mostrado no esquema da Figura 4.
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INTERACAQ
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FIGURA4.  As forgas envolvidas no enovelamento das proteinas (79).
ii.4.1. Forgas Eletrostaticas

Estas forgas envolvern as scguintes interagdes emfre os aminoicidos: interagbes carga-carga;
interagbes carga-dipolo ¢ interagbes dipolo-dipolo. Cada uma destas trés interagBes tem wma funglo que
depende da distancia, mas sio diferentes entre si, e dependem dos grupos que interagem.

No pH fisiologico alguns aminoécidos estfio carrsgados (lisina, arginina, aspartato, glutamato, €
alzumas histidinas), portante, favorecem as interagdes carga-carga entre aminodcidos de carga oposta,
significantes no processo de enrolamento das proteinas sendo também significativas as interagdes fon-dipolo,
dos grupos carregados com a gua.
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H4.2. Forgas devan der Waals

O termo forgas de van der Waals refere-se as forcas atrativas ou repulsivas devido 2 interagBes
favoraveis entre os romentos dipolos induzidos instantineos que resultam de flutnagdes da densidade de carga
dos elétrons de 4tomos vizinhos. Tais forcas fendem a ser pequenas, envolvendo energia da ordem de 0,4 até
0,8 k¥/mol™, Este tipo de interagio ocorre enfre todos os tipos de moléculas polares e apolares na temperatura
fisiologica (94). Dependendo da distAncia enire o8 grupos que ostio interagindo, desde que a energia da Hgagio

¢ inversamente proporcional 3 distineia, essas serSo mals ou menos infensas,
i43. Ligactes por Pontes de Hidrogénio

A conformagio final de uma proteina depende de um grande ntimero de pontes de hidrogémio. As
pontes de hidrogénio podem se formar enfre o esqueleto peptidico e a 4gua ou entye os peptidios da estrutura ¢
residuos de aminodcidos polares. Aminoscidos com capacidade de formar ligagBes por pontes do hidrogénio
tais como serina, tirosina e tipitofano, os quais possuem grupo OH, podem formar pontes de Kdrogén'o com
a 4gua, com outro aminodcido ou com esqueleto peptidico. Alguns dos muitos tipos de pontes de hidrogénio

que podem ser formados pelos residuos de aminoscidos polares nas proteinas s3o mostrados na Tabela L.
TABELAL EXEMPLOS DE PONTES DE HIDROGENIO QUE PODEM SER FORMADOS POR
RESIDUOS DE AMINOACIDOS POLARES (95).

Distdncig enirs
dgtomo dogdor &

Tipo de ponte de Hidrogénio receptorinm).

Hidroxila—~ Hidroxila O ——- }‘? c— 0,28
ila 7 0,28
Hidroxiia —Carbonila m@mﬁmm****@zc\ s
N yd
Amida—Carboniia | /N—!% wwwwww 0= N 0,29
~N
Amida —Hidroxila N—H--=--0— 0,30
H ——
. ~N / ‘__
Amida—N do Imidazol /?é-—ﬁ ------ —ﬁ\b’% H 0,31

Amido— Enxofre 0,37
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A variagBo de energia Bvre de formago de ponie de hidrogénio ¢ da ordem de -13 Kimol?
a -30 K¥mol?. Podemos questionar se a formagho de estruturas secundirias envolvendo pontzs de hidrogénio

colabora significativamenie para o processo de enovelamento da proteina. Podemos examinar

esta questido
considerando a formuacio de pontes de hidrogénio num composto modelo WN-dimetilacetamida em 4gua ¢ em

solvente niio polar {(CCl) conforme esguomatizado na Figura §.

o 0~ -=-=H—N
CHy— CF CHs— affi' >CWQH3
Sy N—if----- =0
CHs CHs

- Ficura 8. Equilibrio entre N-dimetilacetamida ¢ seu dimero por ponte de hidrogénio (95).

A constante de equilibrio paéa a dimerizagio da N-dimetilacetamida em 4gus é 510°M e a
variagio de energia Hvre ¢ +28,4 kI/mol” (95). Em solventes nio polares (CCLy) a constante para dimerizagio
¢ 57,2 M ¢ a variagBo de encrgia livre € -10,1 kJ/mol™. A variaglo de energia Hvre positiva para formaglio da
ponie de hidrogénio em agua mdica um pi"msso desfavoravel, enquanio a variag8o de energia lhvie negativa
para a formagdo da ponte de hidrogé +io no solvente nfo polar indica um processo espontineo. Estes resultados
sugerem que pontes de hidrogénio entre residuos de aminoécidos tendem a se formar no interior hidrofobico da
proteina,

Portanto, durante o enovelamento da proteina, quando pontes de hidrogénio se formam entre os
residuos de aminodcidos no interior da proteina, um mdmero igual de pontes de hidrogénic entre 2 proteina ¢ a
agua devem ser rompidas de maneira que nfio hi um aumento no nimero total de pontes de hidrogénio,

A interag8o por ponte de hidrogénio ¢ responsével pela estabilizag@o da conformacio enovelada da
proteina, mas nio € a mieragio que contribui significativamente para ¢ processo que impulsiona o

enovelamento.
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.44, Interacles Hidroléblcas

A interagBo hidrofdbica € a forga responsével pelo enovelamento. Imaginando uma cadeia polipeptidica
desenrolada em soluco, os peptidios polares da cadeia sio estabilizados por solvatagio. As moléculas de dgua
interagem de manecira muito diferente com aminodcidos ndo polares sendo as interagbes igua-dgua muitc mais
fortes que as inferagBes entre moléoulas de dgua e grupos ndo polares. Em conseqiiéncia disso, a 4gua 20 redor das
regibes niio polares se amanja por pontes de hidrogénio numa estrutura alfamente organizada formando uma espécie
de gaiola ao redor do grupo nio polar (96}

Com o enovelamento da cadeia polipeptidica, ocorre a remogio das regifes hidrofdbicas em contato
com as gaiolas de dgua altamente organizadas, fazendo com que as regibes hidrofSbicas fiquem em contato umas
com as oufras no centro da proteing. O arranjo das moléculas de Agua € rompido e as moléculas de dgua sdo
libertadas na solugo. Embora o rompimento das gaiclas represente uma perda na variagio da entalpia de formagio
das pontes de |Thidrogfnio favordvel (AH<0), o oprocessc de rompimento €  endotérmico
(AH>0), portanto desfavordvel, mas o aumento de entropia (AS>() contrabalanga o termo entalpico € a interaggo
entre as regides hidrofébicas da cadeia peptidica é espontinea, fendmeno este conhecido como efeito hidrofdbico
(79).

Deve-se ressaltar que a proteina, em sua forma nativa, reflete um delicado balango entre os varios tipos
de interagio que estabilizam a sua estrutura enovelada. Este importante balango encrgético € essencial para

manifestagio das propriedades funcionais e estabilidade das proteinas em scu estado nativo,

Hi.5. AsprecTos CINETICOS DO ENOVELAMENTO DAS PROTEINAS

Um aspecto intrigante do enrolamento de polipeptidicos em sua conformaciio nativa € & velocidade
extremamente rapida na qual cle ocorre {(57).

Uma avaliagio estritamente mateméticas, que seria incompatfvel com a idade dos seres vivos se uma
proteina tentasse todas as possiveis formas até chegar a sua conformagfo nativa. Ainda que a resposta completa a
esta dedugio nio seja conhecida, parece razodvel que esse processo seja auxiliado pelo principio da cooperatividade
(88). Isto &, somente algumas ligagBes (pontes de hidrogénio ou interagbes hidrofébicas) que jé& estejam
corretamente formadas, numa parfe da cadeia polipeptidica irfio aumentar muito a probabilidade de formagdo de

putras ligaches corretas sem necessidade da cadeia tentar todas as conformagdes possiveis  (93).
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Em outras palavras, € como se o polipeptides enovelado ao acaso sofresse um processo de nucieagdo,
seraethante ao que observamos em uma soluglo supersaturada de wm sal, que se cristaliza imodiafamente
guando ele € nucleado. O gue nfo conhecemos ainda é, em que parie da proteina tem inicio o enrolamento.

O desenrolamento térmico das proteinas estudado espectrofotometricamentc mostra curvas muito
inchnadas de desnaturagio, o que sugere que uma profeina existe apenas em dois estados, o nativo € ©
desnaturado. Com o desenvolvimento de aparcthos mais sofisticados como o DSC e micro DSC tomou-se
possivel visualizar os estados intermedirios de desnaturaglo do algumas proteinas, bem como caloular os
valores de variagio de entalpia de desnaturagio por DSC e de variagio de entalpia de desnaturagio utitizando a

equagio de van'l Hoff.
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IV. A APLICAGAO DA CALORIMETRIA NO ESTUDO DL

A
SISTEMAS DE NATUREZA BIOLOGICA

.1, InTRODUCAD

Praticarnenie, todos os processos de natureza guimica, fisica ¢ bioldgica sdo acompanhados por
efeitos térmicos. Métodos do medidas da variagio da entelpla, mdtodos calorimétricos, sfo porianto de um
interesse potencial para todas as espécies de andlises quimicas ¢ biologicas. No entanto, a grande guantidade de
substdncias necesséirias para a calorimetria convencional e sua baixa sensitfvidade foram sempre fatores
limitantes (98).

Avangos na fecnologia dos semsores Peltier ou termopilhas (99) m permitido 2 aplicagdo de
téonicas calorimétricas no estudo de sistemas bioldgicos complexos devido & sensitiva detecgio de pequenas
quantidades de calor, utilizando amostras reduzidas. Esta téenica recebeu 2 denominagio de microc alorimetria
biologica (100).

Microcalorimetria bioldgica é uma téonica valiosa para moritorar em tempo real uma grande
variedade de processos biolégicos e sendo uma tenica nio especifica, nfio destrutiva ¢, nlo exige a priofl que
a amostra ou o sisterna a ser analisado tenha algum tipo de tratamento podendo-se usar solugdes de compostos
bicguimicos, suspensBes grosseiras, células, microorganismos, etc.

Pelo fato de ndo requerer objetos opticamente transparentes, a microcalorimetria biologica tem uma
vantagem sobre os métodos espectrofoloméincos (101).

O efeito térmico gue acompanha por exemplo uma reagio pode ser registrado em tempo real por
meio desta técnica. O registro do efeito térmico durante um processo bioldgico ¢ chamado termograma. O
termograma ou curva dg/dt (J/s) x tempo (horas) (UPAC, IUPAB, IUB, Interunion Commission on
Termodynamics 1982) (102) determina em tempo real o calor desenvolvido no processo.

A grande coniribuicio da microcalorimetria no estudo de sistemas bioquimicos € na possibilidade

de propor modelos para os processos investigados através da anilise dos termogramas {103).
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V.2, Histdrico

O estudo calorimétrico de reaglBes cnwzimdticas ol imiciado na década de cinguenta por
STURTEVANT (104). Este avtor estudou enzimas capazes de clivar substratos de pequeno peso molecular.
RAWITSCHER ef 2l {105) estudsram a varagio de entalpia de reaclo para as enzima

carboxilpeptidase ¢ leucinoamine peptidase, usando o substrato sintético L-tirosilgliciminada.

Com os aprimoramentos infroduzidos acs calorimeiros na década de setenta houve um mpulso no
estudo dos parimetros cinfiicos por calorimefria. Entre eles podom ser citados os frabathos reslizados por
FLOGEN e BILTONEN (106) utilizando a sibonuclease; SHIAO e STURTEVANT (107), com tripsinogénio
A, lisozima ¢ citocromo ¢; BOLEN et alii (108) com a quimotripsina ¢ guimotripsinogénio.

Na década de oitenta o grupo de FERSHT (109} propds um modslo para 0 mecanismo de agdo da
guimotropsina constituido de duas elapas: uma acilaglo ¢ uma desacilaglo, envolvendo uma protonagio, sendo
que a serina-195 seria o aminoicido essencial para 2 catdlise enzimitica. Estes autores concluiram que as frocas
de ligacbes de prétons ecorrem quando se varia o pH das solugbes tampdes.

A partir destes dados BOLEN et alii (108) estudaram sistematicamente a hidrélise do 3-(2-furil)
acriloiimidozol pela atfa quimotripsina, através da téenica de microcalorimetria de fluxo, variando o pH. Com
os dados obtidos por esta técnica foi possivel diferenciar a ciapa de acilagiio, da desacilaglo, pedendo elucidar
o mecanismo de ago desta enzima,

A partir de 1985 houve um crescente interesse no estudo de enzimas imobilizadas, utilizando-se
microcatorimetria de fluxo. OWUSU e FINCH (110) dsterminaram os parfmefros cindticos € termodinamicos
da glicose-oxidase imobilizada em vidro.

BATISTELA et alii (111) determinaram através de técnicas microcalorimétricas os pardmetros
fisico-quimicos ¢ cinéticos da ribonuclease, demonstrando que o processo de imobilizagBio modifica a
temperatura de transigio da enzma, protegendo-a contra a desnaturagio térmica.

Devido a0s avangos na tecnologia de construgfio dos microcalorimetros existe nma tendéncia cada
vez maior de se determinar os pardmetros fisico-quimicos e cinéticos, utilizando-se técnicas
microcaloriméiricas. Enfretanto, as enzimas do litex do mamoeiro apesar de terem wm mecanismo de aglo

muito semelhante ao da quimofripsina ainda ndo foram estudados através dessas téonicas.
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V. OBJETIVOS

Nesse frabathe de fese tivemos como objelivos: a extraglo, purificaglo, o estudo cinético, a
estabilidade térmica e a variacio da entalpia de protedlise das enzimas livres ¢ imobilizadas presentes no latex
de Carica papaya.

Este trabatho de tese foi dividido em seis partes: purificacio das enzimas

papaina, quimopapaina B
¢ papaya proleinase; caracterizaglo cindtica das enzimas; estudo da atividade em funclo do tempo;
imobilizagio destas proteases; estudo da variagBo da entalpia de desnaturagio ¢ calorimetria da reagdo

profeolitica.
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Vi. PARTE EXPERIMENTAL

Vi1, Extracio pas Enzivas Do LATEX BECO

Trinta gramas do latex de procedéncia da Wallarstein do Brasil foi macerado em almofariz de porcelana
até a obtengio de um pé fino, Esse foi diluido em 90mi de solugfio aquosa de EDTA 1 mM, com agitagfio suave
durante 12 horas a 4°C. A suspensio obtida foi centrifugada (12.100-g) em uma centrifuga modelo Beckman J2-21
durante 20 minutos, a 4°C. O scobrenadante foi coletado ¢ dialisado confra dois itros de sgua destilada, a 4°C,
durante um periodo de seis horas para eliminar pequenos peptideos que inibem as proteases do latex.

Cada enzima foi purificada segundo metodologia desenvolvida em nosso laboratério, ¢ descrita a Seguir,

permitindo obter as proteinas em sua forma pura.

VL2, PREPARACAO DA RESINA UM-CELULOSE

A resina de CM-Celulose (Sigma) foi colocada para hidratar em 4gua destilada, sendo as particulas finas |
removidas por decantagio.

Em seguida foi reciclada por tratamento com écido cloridrico 0,5 M por trinta inutos com agitacio
suave, lavada com agua destilada até pH neutro, o mesmo fratamento foi realizado com hidréxido de sodio 0,5 M ¢
4gua destilada até pH neutro (17). Posteriormente, a resina foi equilibrada com tampdo acetato de s6dio 0,4 M pH
5.0 até o eluente atingir o mesmo pH e deacrada em temperatura ambiente por trinta minutos. Para certificar-se que

a resina estava equilibrada mediv-se a condutividade ¢ o pH do cluente.

VL3, ISOLAMERTO CROMATOGRAFICO DOS COMPONENTES PROTEICOS DO LATEX DO (JAMOEIRO

Uma amostra de 30 ml, contendo 3200 mg de proteinas, foi aplicada em cofuna de CM-Celulose de
30x%1,5 cm, equilibrada & temperatura de 25°C, com um fluxo de 60 mi por hora.
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A eluigBo fol realizada com um gradienie descontinuo de tampdo acetato de sddio pH 5,0 com as
sepuintes concentragdes: 0,4 M; 0,5M; 0,6 M; 0,8 M ¢ 1,0 M. Foram coletados 5mi de eluente por tubo,
utilizando-se coletor de fracbes Incibris, medelo Fracil 100,

Os picos obtidos foram reunidos conforme mostra a Figura 11 ¢ em seguida dialisados conira dois
fitros de EDTA 1 mMVi, com frooss sucessivas 2 cada seis horas (a 2uséneia de sals acetato foi avaliada em testes
com sulfato de birio}, 2 temperatura de 4°C. Apds a didlise, as amostras foram Hofilizadas e a pureza dessas

foram avaliadas por eletroforese em gel de poliacrilamida.
Vi4. PuriFicagiopaParalua

A papaina foi isolada por modificagBes do método de BROCKHEURST e BAINES (17). O latex
do mamoeiro apés ser submetido a0 tratamento descrifo no ftem VL1 teve seu pH ajustado para 9,0 com a

adigio de hidréxido de s6dio 0,1 M e a suspensio obtida foi centrifugada a 12.100-g a 4°C por vinte minutos.
V4.1, Fracionamento com Sulfato de Amdnio 45%

O sobrenadante foi colocado em banho de gelo, ¢ sob agitagio suave, acrescentou-se sulfato de
amdnio, até uma saturagio de 45% (277g/1). Em scguida foi deixado por 20 minutos, a 0°C. A suspensdo
formada foi centrifugada a 12.100-g por 10 minutos, 4 temperatura de 0°C. O precipitade (fragio I) foi
dissolvido em tampdo fosfato de sddio 0,1M pH 7,0

V4.2, Fracionamento com sulfato de Amdnio 40%
A fragdo I foi colocada em banho de gelo, sob agitagio suave e saturada com sulfato de ambnio
(250g/13. A suspensio foi deixada por 20 minuios, a temperatura de 0°C, ¢ centrifugada a 12.100-g por 10
minutos, na mesma temperatura de 0°C. O precipitado (fragdo I) foi suspenso em tampio fosfato de sodio
0,1M pH 7,0.

V1.4.3. Fracionamento com Cloreto de Sddio

A fracio I foi colocada em banho de gelo, e a papaina foi precipitada pela adiglio lenta de cloreto
de sédio (1g de NaCl por 10mi de solugio). Depois de 20 minutos o precipitado foi coletado por centrifugagio
{(fracio T} a 12.100-g por Z0 minutos a 0°C.




26

Vid.4, Cristalizacéo

A fracho I foi suspensa em tampio fosfato de sbdic 0,1 M pH 7,0, & temperatura ambiente. A
suspens3o foi deizada em repouso durante 30 minutos, a temperatura ambiente, sendo 2 seguir, mentida a 4°C
por 18 horas. Os crisiais formados foram coletados por centrifugagio a 12.100g por 10 minutos, 2 4°C ¢

armazenados em tamplo fosfato de sddio 0,1 M pH 7,0 a 4°C durante o periodo méximo de 30 dias.
VLG, FLeTROPORESE B GEL DE POLIACRILAMIDA

Para verificar a pureza das enzimas obtidas do ldtex, foram realizadas cletroforeses em gel de
poliacrilamida, em placas acopladas e cubas de acrilico (18,00 cm x 16,8 em x 3,0 cm) confeccionadas em
nosso laboratério. A fonts de eletroforese teve também o esquema do circuito desenvolvido em nosso
taboratéric e foi confeccionada na Oficina Eletrénica do Instituio de Quimica. As placas de gel mediam
15,5 cm de largura, por 15,0 cm de 2lturs, por Imm de espessura,

As eletroforeses em gel de poliscrilamida foram realizadas pelo procedimento de REISFELD (112)
para proteinas basicas. O gel de separagio foi preparado a uma concentracio de 15% de acrilamida, © gual foi
introduzido na placa até z altura de 12 om. Apds a polimerizago, introc .zu-se o gel de empithamento (3%)
at¢ atingir o Emite superior da placa, colocando-se, entlo, o pente para formagio dos pogos. Depois da

polimerizagio, o pente foi retirado para colocagio das amostras.
Vi.6.1. Preparagio das Amostras

As amostras foram preparadas da seguinte maneira: em um pequeno fubo de enssio, foram
misturados volumes ignais de uma solugio de proteina em concentraglo adequada e o diluente, sendo que este
Gitimo era constitufdo de: 0,5m! de fucsina 0,01% (indicador); 1,0m! de ghicerol; 0,5ml de¢ tampfo L-alanina
0,34M pH 4,5. Em seguida, aliquotas de 50 a 80yl de cada amostra foram aplicadas no gel com o auxitic de
uma microseringa. As eletroforeses foram realizadas, & temperatura ambiente durante 8 horas, com uma
corrente de S0mA. Encerrou-se a comida quando a faixa vermelha do corante (fucsina) se aproximou do himite

inferior do gel.

sl
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Vi8.2. Fixagdo, Coloragio e Descoloracio dos Géls

A fixagio ¢ coloraglo dos géis foram realizadas com uma sclugBo contendo 3g de acido
tricloroacético, 9g de &cido sulfossalicllico ¢ 300mg de Coomassie Briliant Blus R-250, em 200 mi de dzua
destilada,

Os géis foram retirados das placas e Imersos nesta solugfo por uma noite, & temperatura ambiente.
A remocio do excesso de corante foi feita com banhos repetidos de wma soluglo contendo: 250ml de etanol,

650ml de dgua destilada e 80 mi! de 4cido acético glacial.

V1.8. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA NA PRESENCA DE 8DS

Os géis para elstroforeses foram preparadas segundo o método de LAEMMII ¢ FARVE (113).

Vi.6.1. Preparacdo da Amostra

Uma aliquota, com concentrago adequada de profeina foi dissolvidz no mesmo volume de uma
solugdo desnaturante, constituida de: SDS 10%; Sacarose 40%; P-mercaptoctanol 20 ml ¢ tamplio tris-HCI pH
8,8 1,0 M ¢ 1l de uma solugio do indicador azul de bromofenol 0,01%. As amostras foram aguecidas em
banho de dgua fervents por 5 minutos, esfriadas e aliquotas de 100yl foram aplicadas no gel.

V1.6.2. Coloracdo com Prata

O gel foi tratado trés vezes com 100 mi de uma solugio de 50% de etanol, durante vinte minutos.
Em seguida o gel foi colocado em contato com uma solugdo 100 mM de tiossulfato de sodio durante 1 minuto.
A seguir lavado duas vezes com agua destilada, sendo que cada troca era realizada a cada vinte segundos ¢
subsegiientemente com uma solugio de nitvato de prata 0,1% contendo 5 ul de formaldeido durante vinte
minutos (etapa de impregnagio da prata com a proteina). A sclugiio de prata foi retirada, ¢ o gel lavado
rapidamente com 4gua destilada. O gel foi colocado em contato com 100 m! de uma soluglo de carbonato de
sodio 3%, tiossulfato de sddio 0,01% e formaldeido 0,5%, até o aparecimenio das bandas proteicas. Para
interromper a coloragio, foi utilizada wma solugio de 50% de metanol, 12% de 4cido acéfico. Apds dez
minutos, lavou-se varias vezes com agua destilada por trinta minutos ¢ conservou-s¢ o gel em uma solugdo de

0,03% de carbonato de sédio para previnir ¢ clareamento das bandas.
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WI.7. DosaGEl DE PROTERAS

Vi.7.1. Preparagfo do Reagenie de Fenol

O reagente de fenol fol preparado de acordo com o método proposto por ASSUMPCAQ e MORITA
(114).

¥i.7.2. Método de Lowry

A curva padrio de dosagem de proteina foi realizada com soro albumina bovina pelo método de
LOWRY (115). 2 m! de solugiio de proteinas reagiu com uma solugdc de tartarato de sodio em meio alcalino. Apds
15 minutos adicionou-se 0,5 ml do Reagente de Fenol, sendo a leitura de absorbincia realizada a 660 nm nuwm

gspectrofotémetro UV medelo Beckman DB-G,

VI.7.3. WMedidas da Absorbancia em 280nm

Devido & presenga de tirosina, triptofanc ¢ fenilalanina, as proteinas exibem absorgdo no comprimento
de 280 nm. Isto possibilita uma medida sensivel e rapida da concentragdo de proteinas.

No presente trabalho, determinamos espectrofotometricamente a concentragiio da papaina,
quimopapaina B e papaya proteinase, utilizando o valor do coeficiente de extinsfo molar de cada uma das proteases
(para papaina 25; quimopapaina A 18,7; quimopapaina B 18,3, papaya proteinase 17,9 a 280 nm) (17). Quando as
solugBes de proteinas apresentavam uma absorbincia com valores superiores 3 L0 foram diluidas

convendentemente,

V1.8, Ciwenica EnzmMénica

Neste trabatho o estudo cinético das enzimas proteoliticas foi realizado utilizando-se quatro substratos
diferentes: 1) Caseina tipo Hammrsten (Merck); 2) Caseina N, N'-dimetilada; 3) BAEE (Sigma), §)Z-ala-pNP
(Sigma) Os substraios, 1 ¢ 2 sfio protéicos ¢ 3 ¢ 4 sdo sintéticos. Nos substratos protéicos observamos a atividade
proteolitica (quebra de Hgagio peptidica) ¢ nos substratos sintéticos observamos a atividade esterasica {quebra da
ligagio éster). Na realizagio dos estudos cinéficos, para as enzimas quimopapaina B ¢ papaya profeinase foi
efetuado um “pool” de cinco cromatografias em coluna e para papaina um “pool” de duas preparagbes como

descrita no item V9.4,
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Como dispunhamos de pouca caseina N, N' dimetilada da Sigma para todo o trabatho, dimetilamos a

caseina de Hammrsten de acordo com ¢ procedimento proposto por CABACUNGAN et alii (116). A comparagdo
da caseina dimetilada com a da Sigma foi feita através da determinagiio de aminoicidos por hidrélise em meio 4cido
de acordo com o método de SANGER {117), utilizando ¢ anzlisador de aminoacidos modelo Aminochrom I. As

duas caseinas foram também comparadas utilizando a eletroforese em infravermelho € RMIN (Ver Apéndice).

Vi.8,1. Subsirslos: Caselna tipo Hammrsien, Caseina N, N'-Dimetllada

O método cindtico € baseado nz medida da quantidade de substincias com baixo peso molecular nio
precipitavel por TCA a 5%, produzida pela agfio da enzima sobre uma dada proteina (ARNON (118})).

A mistura de reagio contida mum volume de 3 ml foi: tampio fosfato de sédio 0,1 M pH 7,0; soluglo
de cisteina 5 mM e EDTA 1 mM; soluglo de enzima com a concentragio variando na faixa de 2:10°° a 510°M.
Para todos os substratos estudados 2 mistura de reaglo fol sempre a mesma, entretanto, ressaliamos que, para ©
estudo do substrato sintético Z-ala-pNP 2 forga ibnica do tampo foi ajustada para 0,8 M com KCL, e adicionamos
acetonitrila 6,7%. Os experimentos foram sempre realizados em triphicata.

A mistura foi termostatizada a 37°C, em seguida, adicionou-ge 1 ml do substrato a 1% (caseina tipo
Hammrsten ou caseina N, N'-dimetilada), e deixou-se reagir por trinta minutos. Interrompeu-se a reagio pela adigdo
de 3ml de TCA 5%, esperou-se dez minutos a temperatura ambiente, apds o qual, a mistura foi filtrada. A solugdo
obtida desta precipitz;30 continha peptideos, cuja concentragio foi acompanhada pela medida da absorbéncia a
280 nm, de acordo com o método descrito por ARNON (118). A conversio de unidade de absorbincia em
concentragio de peptideos, foi efetuada através da obtengdo de uma curva padrio utilizando tirosina. Foi definido
como unidade de atividade enziméfica & quantidade de enzima necessdria para produzir 1 pmol de tirosina por

minuto, nas condicbes experimentais utilizadas.

Vi.8.2. Substrato BAEE

O método baseia-se na quebra da ligagio éster para o substrato de pequeno peso molecular BAEE ¢ Z-
ala-pNP.
A mistura de reagio anteriormente citada foi colocada no espectrofotémetro por vinte minutos a 25°C.

Apés estabilizagio térmica, adicionou-se 25p! do substrato BAEE com uma concentragdo final de 14,5 mM,
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endo o produte formado, a benzoil arginina, seguida pels leltura de absorbincia 2 325 nm, de frinta em trinta
segundos de acordo com o método descrito por SCHWERT ¢ TAKENAKA (119). A conversio de unidade de
absorbincia em concentragio foi efetuada através de uma curva padrio, utiizando a benzoil arginina. A benzoil
arginina utilizada para a obiengio da curva padrio foi sintetizada de acordo com o procedimento descrito por
BERGMANN et alii (120), Uma vnidade de athvidade enzimética foi definida como a guantidade de enzima

necessaria para produzir 1 gmol de benzoi arginina por minuto, nas condicdes do experimento.

Vii2.2. Substrato Z-ala-pkP

A mistura de reagio foi colocada no espectrofotdmetro por vinte minutos & 25°C para fermortatizar.
Posteriormente, 25 gl do substrato Z-ala-pNP com uma concentragio final de 14,5 mM foi adicionado a cubseta de
reagio ¢, em seguida, zerada contra o branco. Imediatamente iniciou-se a medida da absorbéncia em intervalos de
trinta em trinta segundos. A reaglo foi seguida a 400 nm, por andlise do produto formado (p-nitrofencl). A
conversio de absorbfincia em concentragio de produto e a definigfio da unidade de atividade enzimitica foram

realizadas como descrito anteriormente, levando-se em consideragZo ¢ produto formado.

V1.9 TratamenNTO DOS DADOS CINETICOS

Para os cileulos dos pardmetros Cinéticos tomou-se como modzlo 2 equagio classica de Michaclis ¢

Menten (121).

E + Sz > ES ¢ SE + P (1)

A velocidade da reaglio, baseada neste modelo seré:

Y e I’H&ES} KM;.:.;C—}‘FkJrE {2}
K, 157 ki
onde K,, representa a constante de dissociagio do complexo ES ¢ Vg, a velocidade maxima.

No método de LINEWEAVER ¢ BURK (122) para a determinagio do K, a equagio 2 € empregada

sob a forma de duplo reciproco:




1_1 K, 1

V dex ;/;séx Eég
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Apesar de ser muito uviilizado, este método apresenta a seguinte desvantagom: a maiona dos pontos
ficam todos muitos préximos, devendo-se tragar a reta através destes pontos.
Optamos pela método de HANES (123) que distribui mefhor os pontos ao longo dareta.

Por este método a equaglio 3 € pultiplicada por [8] ficando:

[S1, Ky

¥ Vs

(4)

g

&

Vi.10. Anvacho £ Funcionauizacko pE Micro Esreras pe Siuica GeL para & lvonpiLizacio

Das ENZIMAS

Trinta gramas de silica gel (Fluka 60) com difmetro médio dos poros de 60A, tamanho das particulas
entre 0,2-0, $mm, foram inicialmente secas a vicuo, a uma temperatura de 150°C, durante quatro horas para retirar
a dgua adsorvida na superficie. Em seguida, a silica gel foi silanizada com 3-aminopropilirietoxisilano.

A silanizacio foi feita adicionando: 200ml de tolueno previamente tratado, segundo o procedimento
descrito em  ASSUMPCAO ¢ MORITA (114), trinta gramas de silica ativada e 10ml de 3-
aminopropiltrietoxisilano. A mistura foi deixada sob atmosfera de nitrogénio na linha de vécuo e refluxada com
agitagio por 48 horas. A silica foi entfio filtrada e lavada, vérias vezes, com etanol seco, ¢ depois deixada secar a

vacuo a 80°C por quatro horas.

¥i.11. loBiLizac 20 Das Enzivas ProTeouITICAS NA Siuica BEL

A silica silanizada foi tratada com glutaraldeido (5% V/V) em tampdo fosfato de sédio 0,IM, pH 7,0 ¢
entdo colocada em comtato com solugio de enzima (14,12 mg/mi, dissolvida no mesmo tampdo) por duas horas &
temperatura ambiente. Imediatamente apés adicio da enzima, as esferas de silica gel adquiriram coloragho marrom
avermelhada. As proteases imobilizadas foram armazenadas a 4°C, em tampio fosfato de sédio 0,1M pH 7.0

contendo 0,02% de azmda de sO6dio, para evitar a contaminagdo por microrganismos. O
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mecanismo de funcionalizagio das microesferas de vidro e imobilizagBo das profeases estd esqueomatizado na

Figura 6.
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FIGURA 6. Mecanismo de funcionalizagdo das microesferas de vidro e imobilizacio das proteases.

VE42. CiNETicA EnziMATICA DAS EnZinas IMOBILIZADAS BN SiLica GEL

O estudo cinético das enzimas proteoliticas imobilizadas na superficie da silica gel foi realizada
como segue: colocou-se 0,22 g de sifica gel em erfemmeyer contendo 2,2 mg de proieina, 5 ml de tampdo
fosfato de sédio 0,1 M pH 7,0, 1 ml de uma s;;éim;ﬁo 5 mM de cisteina ¢ 1 mM de EDTA. O erfdemmever foi
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mantido num banho modelo Dubnoff SE 093 com agitagho a 37°C, Adicionou-sc o subsirato cassina N,N-
dimetilada a 1%, deixando-se o sistema reagir por trinta minutos. Retirou-s¢ entdo uma aliguota de 5 ml e
adicionou-se 5 ml de TCA 5% para interromper s reago. Em seguida, filtrou-se e determinou-se a sbsorbéncia
2 780 nm. A cinética enrimitica das enzimas imobilizadas foi estudada numa faixa de pH de 4,0 at€ B0 para 2

determinagio do pH &Stimo. Cada expesimento foi realizado em tmiplicata.

V.43, ESTARILIDADE DA ATIVIDADE DAS Fuzivas Proveoliticas Do LATEX pe Carica
papaya Wi OBILIZADAS Bl FUNGAO DO TEMPO

As determinagbes das atividades enzimaticas das proteases (conforme descrito no item VL12),
foram realizacos uma vez por mes durante um periodo de oito meses. Estas enzimas foram armazenadas em
tarpio fosfato de sodio 0,1 M pH 7,0 a 4°C, contendo (,02% de dzida de sédio para evitar sua contaminagio

por microrganismos.
V.14, ESTABILIDADE DAS Enziias ProTEOLITICAS

A estabilidade das proteases do litex do mamoeiro em solugdo ¢ imobilizada foi examinada

para
compsaragio, diariamente, durante um pericdo de tinta dias, através da determinac@o de suas atividades

especificas.

V145, DETERMINACAC DA VARIACAO DA ENTALFIA DE DESHATURAGAD DAS ENZIMAS Alpesn

A estabilidade térmica das enzimas foi estudada utilizando um calorimetro DSC convencional
modelo Dupont 910.

Foram utilizadas amostras concentradas das enzimas em tampdo fosfato 0,1M pH 7,0 e citrato
0,1M pH 3,0. As enzimas foram fechadas hermeticamente em micro-panclas de aluminio. Na referéncia do
DSC utilizou-se a panela com solugdo tampio.

Todos os fermogramas foram obtidos na mesma velocidade de aquecimento 5°C min~*, numa faixa
de 50 até 110°C. O calor de desnaturagio das enzimas (Joules-g™) obtido por medidas no DSC foi feito por
comparagio com a calibragio com Indic metdlico. Verificou-se gue as enzimas estudadas apresentam

reversibilidade.
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Vi46. DeterminacAo DA VARIACAD DA EnTaLPiA DE DESNATURACAC DAS [NZIMAS
HAOBILIZADAS
Para se estudar a estabilidade térmica das enzimas imobilizadas, reatizou-se anies o termograma do
suporte sflica gel sflanizada para certificar-se que o mesmo nfio apresentava iransigho significativa na faixa de
ternperatura de 50 até 110°C,
A estabilidade térméca das enzimas imobifizadas foram estudadas em pH 7,0, como descrifo no

ftem anterior.

Vi47. O Moneio pE Dois EsTapos pars A DESKATURACAD - AspECTOS CINETICOS E
TERKODINANMICOS

Devido ac fato da desnaturagio de uma enzima pelo calor ser um processo complexo, a Fisico-
Quimica tem na maioria das vezes assumido gue o processo de desnaturagho € um processo entre dois estados
{nativo ¢ desnaturado}.

N« D (1
onde a constante de desnaturacio de acordo com z equagdo (1) é Kp = [D]/ [N]. Fazendo-se a consideragio
acima, os parimetros AG®, AH® ¢ AS® podem ser obtidos das relagbes termodindmicas usuais.

PRIVALOV (124) através de medidas de estabilidade térmica de enzirias usando DSC confirma
que, para a maioria das enzimas, a cinética de desnaturaglo ocorre entre os dois estados citados, entretanto,
PRIVALOV (88) ressalta que, para algumas enzimas, os dados termodinimicos e cinéticos obtidos por DSC
considerando os modelos de dois estados nfio explica o processe de desnaturagdo. Obviamente, oufros
mecanismos em adicZo a0 estado nativo ¢ desnaturado devem ser considerados. Supondo que a reaglo (1)
possa ser escrita considerando estigios intermediérios de desnaturagio temos:

Ne X eX o « D {2}
onde X; é um estigio intermedidrio. Se uma propriedade fisica Y (exemplo: fluxo de calor dg/ dt medido no
DSC) é medida como uma funglo da temperatura, ¢la ferd vérios valores que s3o médias das propriedades
caracteristicas das vérias espécies X, X, cic. ponderadas pela respectiva fregiiéncia de ocorréncia de cada

espécie. O valor observado para propriedade fisica Y sera entdo:
y:f)éyN+nyD+Zf:‘Xz' (3}
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onde D, N e | se referem, respectivamente, & forma desnaturada, 3 forma nativa e ao idsimo infermediario, ¢ o
termo f é a freghiéncia de cada espécie. Considerando no processo de desasturagdo térmica, a relagdo de

conservaglo, ou seia:

Ivtfo+ 2, fi=1 (4
¢ substituindo na eguagio (3) obiemos 2 fragio de desnaturaglo aparente [y
{y"}}s}
T et T B Q’
fgp (?DW};;} fD Zf; i
onde (5)
a=Eh) o gca<
{yD - YN)

Verificamos que um valor de o, proximo de 1 implica que a propriedade fisica do iésimo

intermediario estd proximo do estado intermedisrio (D) ¢ um valor prowimo de 0 significa que ela estd proxima

do estado nativo (IN).
A constante de equilibrio aparente é:
K = {n DHI pueved fq?

TN -1

(6)

onde (1-f,;) ¢ a fragdo aparente do material nativo, Usando as equagdes (4}, (5) e (6) ¢ as constantes de
eguilibrio K; = f; / fi; ¢ Kp = Ip / £y, oblemos a equago:
K0+ Zd
R = AT A= a)E,

(M)

Num processo de desnaturagio de uma enzima o que se pode medir na realidade € K, ¢ no Ky
K = Kp quando K; = 0, isto ¢, quando niio existe espécies intermediirias de desnaturagio. Por comparagio
entre os dados de desnaturagio obtidos por medidas caloriméiricas (DSC) ¢ através do tratamento de van'T

Hoff feito a partir dos valores de K ¢ da temperatura de acordo com a equagdo:
akIK® - A}i;an'THc:ﬁ

or RT? ' &)

foi possive] verificar para cada enzima a validade ou niio do modelo de dois estados. Para isto, o método

sugerido por PRIV ALOV (86) ¢ andlisc numérica da razio AH, gy o/ AHpeen.
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VI.18. ChircurLos DA RELACAO AHuurr vore | Apeen

A variagio de entalpia de van'T Hoff (AH. oor nog) foi determinada a partir do cocficiente angular

do grafico In K, ern funglo de 1/ T, O valor de K, para cada temperatura foi determinado a partir da area do

termograma DSC utilizando o método das posagens. O termograma foi dividido de cinco em cinco graus.,

Y48, ATviDADE DAs Enzinas PROTEOLITICAS B FUNCAO DO TERPO

Colocou-se emn um elenmeyer 250 ml de tampio fosfato de sddio 0,1 M pH 7,0; 25 mi de uma sclugdo
contendo concentraclo 2-10°° M de papaina; 25 m! de uma soluglo contendo SmM de cistelna ¢ 1 mM
EDTA. Deixou-se esta solugio termostatizando a 37°C por vinte minutos e entlo retirou-se uma aliquota de
5m! e colocou-se para reagir com 1mi de substrato caseinz N, N-dimetila 1%. Apls trinfa minufos
interrompeu-se a reagio pela adicio de 3 mi de TCA 5%, filtrou-se ¢ determinou-se a absorbincia a2 280 am
do filtrado. Considerou-se a atividade obtida como 100%. Repetindo-se este mesmo procedimento de hora em
hora até completar doze horas, comparando-se a atividade encontrada a cada hora com aguela do tempo inicial.
O mesmo procedimento foi adotado para as oufras protcases nas conceniragdes 5.10° M e 10.10°M para

quimopapaina B e papaya proteinase respectivamente.
Vi.20. DETERMINACAO DAVARIACAD DE ENTALPIA DE PROTEGLISE AHpror

Para a determinagio do AH,, jutilizou-se um microcalorimetro TAM (Thermal Activity Monitor),
modelo LKB 2277 com cela de perfusio do tipo batelada como esquematizado na Figura 7. Na cela de reaglo
foram colocados 200l de uma solugdo contendo concentragio 18 mg/ ml de papaina, 200 i de uma solugdo
SmM de cisteina e ImM de EDTA, e 1,6ml de tampdo fosfato de sédio 0,1M pH 7,0 e deixou-se termostatizar
a 37°C. Apds o equilibrio térmico foi feita a calibragio elétrica do microcalorimetro. Com o auxilic de um
microtitulador previamente calibrado constituido de parafuso micrométrico, seringa ¢ capilar de ago inox,
iniciou-se a titulagdo calorimétrica adicionando-se aliquotas de 16yl de soluglo tampdo contendo caseina N,
N'-dimetilada 10%. A escala de sensibilidade do registrador nestes experimentos foi de 30 pwatts. O regisiro do
termograma foi feito com o auxitio de um registrador acoplado ao microcalorimetro sendo a velocidade de

0,5 mmv/seg e o fundo de escala de 1000 mV. Foram realizados também titulagBes para descontar o efeito
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térmico de diluigio da solugho da enzima e do substrato no mesmo tamplo. O mesmo procedimento foi adotado
para as oulras proieases nas conceniragbes 20mg/ml e 24mg/ml para quimopapaina B e papaya profeinase

respectivamente.

HMOTOR

frmmmm e TUBG BE TITULACED rgvg Ei?
i
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T |

- TROCAUOR DE CALGH
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\

ALCJAMENTD DA CELA
UE REAGREG

FiGURA 7. Esqguema da cela de perfusio do tipo batelada.

VI.21. ANALISE DOS DSC.

Os termogramas obtidos a partir das condigBes experimentais descritas no item VI.20 foram feitas
sempre em triplicata e os resultados obtidos neste trabatho apresentaram sempre o mesmo perfil. Para a andlise dos
termogramas obedecemos ao seguinte procedimento:

1. Sob a curva de calibrag3o elétrica desenhou-se um retingulo e sua 4rea (cm®) assim como sua massa

(g) foram calculadas.
Uma vez que era conhecida a poténcia (uwatis) e o tempo (segundos), comparou-s¢ a rea ou a

massa do retdngulo com o produto pwatls - segundos = pJoules.
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. As dreas dos termogramas € 2 drea da curva de calibraglo (retingulo) foram comparadas pela
técnica de pesagem.

. Através de uma relacio Binear comparando-se 3 4rea do termograma apds cada adicBo do
substrato com a celibragio obleve-se o calor de protedhise em ml.

. Para cada adicio do subsirato na soluclo da enzima, descontamos o valor do calor de diluigZo
da enzima ¢ do subsirato no tampio.

. Apbs obter-se o velor do calor de protedlise em mJ para cada adigio do substraio, construiu-se

o gr&fico TQ (m]) em funglo do ntimero de moles do subsirato adicionado.
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Vii. RESULTADOS

VL4, AnAuiss o LATEX poR ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

A eletroforese do ltex em gel de poliacrilamida demonstrou a existincia de 5 componentes
proteicos, que migram em diregio ao cétodo através de tamp3o P-alanina 0,340 pH 4,5, Essas proteinas foram

numeradas de 1 a 5 na Figura 8, obedecendo o sentido da migragho.

FIGURAS. Eletroforese em gel de poliacrilamida do Mtex de mamoeiro.
CondigBes: Material aplicado = 50pg de proteina; concentragio do gel 15%; tampio B alanina
0,34M pH=4,5; corrente clétrica 50mA; duragio oito horas; temperatura ambients € coloragdo
com Coomasie Briliant Bluc. 1. Papaina; 2. Lisozima; 3. Quimopapaina A; 4. Quimopapaina B;
8, Papaya proteinase.

TABELA IL IDENTEFICACAC DAS BANDAS ELETROFORETICAS DAS PROTEINAS
CONSTITUINTES DO LATEX DE Carica papaya EM GEL DE POLIACRILAMIDA.

Banda Eletroforética No. Ry Identificacdio
1 0,50 papaina
2 0,59 lisozima
3 0,66 quimopapaina A
4 0,70 guimopapaina B
5 0,79 papaya proteinase

A banda 1 com mobilidade eletroforética relativa de 0,50+0,03 foi identificada como papaina; a
tanda 2 com mobilidade eletroforética de 0,059+0,04, como lisozima; as bandas 3 ¢ 4 com mobilidade
eletroforética de 0,67 ¢ 0,70:0,04, como guimopapaina A ¢ B, respectivamente, ¢  banda 5 com mobilidade

eletroforética de 0,79+0,05, como papaya proteinase. Estes resultados foram comparados com os da literatura,




40

notadamente os de KIM e LEE (125); BASILIO (126); JORGE (127) ¢ BUTTLE et alii (128), estando

resumidos na Tabela I

Vil2, Crireénios peE PURE

As preparaches de enzimss foram consideradas puras quando apresenfaram uma fnica banda em

gel de poliacrilamida, a 15% (Figuras 9 ¢ 10), bem como atividade proteolitica frente aos substratos estudados.

FIGURA 9. Eletroforese em ge! de poliacrilamida do material elufido em CM-Celulose de acordo com os picos
da Figura 11. _
Condigdes: Concentragio do gel 15%; tamplo B alanina 0,34M pH = 4,5; corrente glétrica =
50mA; duragiio = oito horas; temperatura ambiente ¢ coloragio como Coomasie Briliant Blue,
poso 1 ¢ 9 = latex total S0ug de proteina
poge 2 = pico I ndo apresenta coloragio 30ug de proteina
pogo 8 = pico II papaina 30ug de proteina
poco 3 e 4 = pico I hisozima ¢ quimopapaina A 30ug de proteina
poge 5 = pico IV quimopapaina A 30ug de proieina
pogo 6 = pico V guimopapaina B 30ug de proteina
pogo 7 = pico IV papaya proteinase 30ug de proteina



FiIGURA 10. Eletroforese em gel de poliacrilamida do material proveniente da purificagdo da papaina.
CondigBes: iguais 3s descritas na Figura 8.
pogo 1 = papaina purificada 30pg de proteina,
pogo 2 = latex total SOzg de proteina.

VI1l.3. RENDIMENTO E ATIVIDADE ESPECIFICA

A Tabela I contém os resultados de uma das preparagdes d¢ quimopapaina B € papaya proteinase,
reproduzidos com variagOes minimas, em oufras trinta € cinco preparagdes semeclhantes. O rendimento ¢ de
aproximadamente, 39,3% para quimopapaina B ¢ de 48,7% para papaya proteinase.

A Tabela IV contém os valores de uma das purificagbes de papaina, sendo que realizamos vinte

preparagdes iguais a esta. O rendimento para papaina foi de 10%,
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TABELA 11l PURIFICAC "0 DA QUIMOPAPAINA B E PAPAYA PROTEINASE A PARTIR DE 30g DO

LATEX DE MAMOEIRGC SECO.
Etapas de | Volume Proteina (a) Atividade Especifica Fator de | Rendimento
Purificagio {ml) (me/ml) | total (mg) Uil Total 6&??@5@& Purificacée )
@y | Umg)
Latex total 30,0 107.5 32250 113,7 34110 1,1 1,0 100,0
Pico V 100,0 6,7 670,0 13,4 1340,0 2,0 1,8 39.3
Pico VI 35,0 13,8 483,0 47.4 1660,0 3.4 3.1 48.7

TABELA IV, PURFFICACAO DA PAPAINA A PARTIR DE 30g DO LATEX DE MAMOEIRO SECO.

Etapas de | Volume Proteina (2) Atividade Especifica Fator de | Rendimento
Purificacfio (b (mg/ml) | total (mg) Wi Total | especifica | Purificacio %o
Uy | (U/mg)
Latex total 1100 41,3 4543,0 434 147740 1,1 1,0 100,0
Sobrenadante | 1085 28,3 3099,0 29,9 3274,1 1,1 1,0 68,6
Precipitagio ¢/ 1.0 71 0
45% de sulfato 51, R 362, 14,2 724,2 2,0 1,8 15,2
de aménio
Precipitagio ¢/ | 49 5 9.2 79 4
40% de sulfato , \ 179, 30,7 598,1 3,3 3,0 12,5
de amonic
Precipifagio o/ | 154 | 129 | 1290 47,7 | 4770 | 3.7 3.4 10,0
NaCl

(a) proteina foi dosada pelo método de LOWRY.

Vil 4. AnAvise CroMaTOGRARICA £ ELETROFORETICA DO LATEX DO MAMOEIRD

A Figura 11 apresenta o perfil cromatogréfico obtido por andlise do extrato de latex de acordo com ©
descrito na parte experimental. O perfil cromatografico mostra que a CM-celulose ¢ uma excelente resina para o
fracionamento das proteinas do latex, uma vez que seu perfil de eluigio cromatografica revela a existéncia de cinco
picos protéicos (de I a VI Figura 11), que devem corresponder 3s seguintes proteinases: It papaing; Il lisozima +
quimopapaina A; IV guimopapaina A; V quimopapaina B ¢ VI papaya proteinase. Esta identificagdo foi feita por
comparagio com Varios resultados da literatura, entre os quais destacam-se os de: JORGE (127); BASILIO (126);
BUTTLE et alii (128); LEE e KIM (129) ¢ JACQUET et alii (50) ¢ por andlise eletroforética do material reunido,
concentrado ¢ submetido a eleiroforese (Figura 9), comparado com a eletroforese do extrato fotal do latex
apresentado na Figura 8, ¢ os valores de migragio eletroforéiica relativos (RF) reunidos na Tabela @I comparados
com a Tabela V.

Como pode-se observar pela Figura 11 ¢ dos resultados eletroforéticos (Figura 9) conseguiu-sc, atraves

desse procedimento, uma purificagio muito eficiente para a quimopapaina B e papaya profeinase.
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TABELA V. RESULTADOS ELETROFORETICOS DAS PROTEASES PRESENTES NO LATEX DO
MAMOEIRC ELUIDOS POR TAMPAC ACETATO DE SODIOPH 5,0 COM
CONCENTRAGOES CRESCENTES EM COLUNA CONTENDO CM-CELULOSE.

Eletroforese
Picos resuliados Ry Identificacfio
1 - -
I 1 banda 4,50 papaina
111 2 bandas 0,58 lisozima
0,66 quirmopapaina A
v 1 banda 0,66 quimopapaina A
Vv 1 banda 0,70 guimopapaina B
%! 1 banda 0,79 papaya proteinase
7.0+~
6,0F

ABSORBANCIA EM 280 nm

T

o 3
5% 168 277 377 477 577 677 777 877 o1 077 ‘197
VOLUME {(ml}

FIGURA 11.  Cromatografia em CM-Celulose do ltex do mamoeiro.

Condigbes: Material aplicade 3200mg de proteina; dimensSes da coluna 30 x 1,5cm; fluxo 60mi
por hora; volume de cada fragio 5ml; temperature 25°C. Os valores compreendidos entre as
setas foram reunidos, dialisados contra dgua destilada, Hofilizados e analisados por cletroforese
em gel de poliacrilamida 2 15%. Tampio de eluigio: tampdo acetato de sodio, pH 5,0 nas
seguintes concentragdes: do inicio até a 0,4M de a até b 0,5M; de b até ¢ 0,8M, de ¢ até o final
1,0M. Picos I papaina, Il lisozima e quimopapaina A, IV quimopapaina A, V quimopapaina
B, ¢ VI papava proteinase.
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Wil 5. Anduise pa Puriricacho pa Paralna

O método utilizado para purificar a papaina difere totalmenie dos métodos clissicos descritos na
literatura, apresentando a vantagem de ser relativamente simples e nio envolver o uso de reagentes que possam
alierar as propriedades estruturais nativas da enzima, entre eles o DTT, cisteina, S-mercaptoetanol entre outros,
além de nio submeter a enzima i cromatografia,

As preparacBes de papaina foram consideradas puras apss a cristalizagdio a 4°C por 18 horas, guando

apresentaram uma (nica banda eletroforética em gel de poliacrilamida a 15% (Figural0).

Vil.B. Canacterizacko CINETICcA DAS ProTeASES Do LATEX

Vii.e.1. Atividade Esterolitica

Os estudos cinéticos foram realizados com os subsiratos sintéticos: Z-ala-pNP ¢ BAEE, devido a

rapidez ¢ facilidade na preparacio e execucio destes experimentos.
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FIGURA 12 . Atividade enzimética em fungdo da forca ibnica.
Condigdes: Tampdo fosfato de sédio 0,1M pH 7,0 com forga ibnica variando de 0,6 até 1,0M com
KCl, acctonitrila 6,7%; temperatura 25°C; cisteina 5 mM ¢ EDTA ImM.. Foi colocada para
termostatizar com as enzimas (papaina, guimopapaina B ¢ papava proteinase) contendo uma
concentragio de 2-10°*M. Iniciou-se a leitura de absorbancia a 400 nm de 30 em 30 segundos no
especiroiGiometro.
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Inicialmente foi observade que, & medida que aumentévamos a forga-idnica, obtinhames uma maior

atividade, até um 6timo de fora-idnica de 0,8M cloreto de potassio e depois comegava a declinar (Figura 12).
Observamos também que a hidrdlise do substrato Z-ala-pNP aumentava com o passar do tempo de reagdo, fato
demonstrado na Figura 13. Como pode ser observado, apds 6 a 7 minutos, a atividade das proteases aumenfow

nitidamente em relagio a0s minutos iniciais. Para efeito de caloulo a hidrdlise inicial deste substrato foi desprezada.
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FiGURA 13. Atividade esterolitica apresentada pelas proteases do latex.
Condiges: Tampio fosfato de sodie 0,1M pH 7,0 com forca idnica ajustada para 0,8M com KCI;

acetonitrila 6,7%; temperatura 25°C; cisteina SmM e EDTA 1mM . As demais condigBes s3o iguais as
da Figura 12,
Na Tabela VI estdo contidos os valores dos pardmetros cinéticos das enzimas, para o substrato BAEE,
sendo que a papaina e quimopapaina B apresentam valores aproximadamente iguais, enquanto a papaya proteinase

revela um valor dez vezes menor,ou seja uma maior afinidade para este substrato. Para o substrato Z-ala-pNP, as
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enzimas papaina e quimopapaina B demonstram K,y préximos a 3,8x10°°M, entretanto, 2 papaya proteinase
apresenta um Ky at€ dez vezes maior. Quando comparamos os valores de Ky para os dois subsiratos, de cada
enzima, notamos que para o substrato BAEE as proteases estudadas apresentaram um Ky em relagBo a esse
substrato cerca de mil vezes maior, do que o Z-ala-pNP indicando que as proteases do litex t8m menor afinidade

pelo BAAE do que para o Z-ala-pNP.

Vilg.2. Atividade Proteclitica

O estudo da reagio enzima-substrato foi fundamental para testar o método de purificacio das enzimas,
assim como uma avaliagiio do procedimento para obteng3o do latex.

Neste trabalho, como matéria-prima, utilizamos o Iétex do mamoeiro seco ao sol para obtencdo das
proteases, ¢ com base nos resultados cinéticos, constatamos que este método rudimentar de desidratacio do latex
ndo altera a estrutura nativa destas enzimas, mantendo sua atividade,

Os dados experimentais da cinética enzimitica para as profeases papaina, quimopapaina B e papaya
proteinase em solug8o utilizando como substrato a caseina N, N'-dimetilada estio representados respectivamente nas
Figuras 14 ¢ 15. Os parametros cinéticos Ky e Vg, para as proteases foram obtidos pelo método de HANES (123)
2 partir dos dados experimentais ¢ estdo respectivamente representados nas Figuras 16, 17 ¢ 18 para papaina,
quimopapaina B e papaya proteinase. Para os outros substratos o procedimento foi idéntico. Através dos resultados
da tabela VI, observamos que as enzimas apresentam diferentes afinidades pelos substratos estudados. Para o
substrato caseina tipo Hammrsten, papaina ¢ quimopapaina B apreseniam um valor de Ky préoximo, e papaya
proteinase apresenta um Ky cerca de dez vezes maior quando comparado com as outras duas proteases. Para a
caseina N, N'-dimetilada, as enzimas apresentaram o seguinte comportamento: quimopapaina B apresentou um Ky
duas vezes menor que o da papaina; papaya proteinase apresentou um Ky, cerca de dez vezes maior gue o da

quimopapaina B e quatro vezes maior que o da papaina,
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FIGURA 14. Curva de saturagio das enzimas papaina e quimopapaina B pelo substrato caseina N,N'-dimetilada

segundo Michaslis-Menten.

Condigdes: Uma aliguota contendo uma concentracio de 5-10°M em tampio fosfato de sédio 0,1M
pH 7,0; S mM de cisteina ¢ EDTA 1 mM; foram colocadas para termostatizar a 37°C durante vinte
minutos. Apds acrescentou-se o substrato caseina N, N'-dimetilada; reagiu durante frinta minutos.
Interrorapen-se a reaglo com a adigdo de TCA a 5%. Em seguida filtrou-se a suspenso obtida e
deferminou-se a leitura a 280 nm. Para os demais substratos adotou-se sempre 0 mesmo  {ratamento
matematico.
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FIGURA 15. Curva de saturaglio da enzima papava proicinase pelo substrato caseina N,N'-dimetilda segundo

Michaelis-Menten.
Condigbes: idem Figura 14,
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Gréfico construido segundo HANES para a papaina utilizando-se como subsirato a caseina N,N-
dimetilada 1%.
Condigdes: idem Figura 14,
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Ficura 17. Grafico construzido segundéo HANES para a quimopapaina B utilizando-se como substrato a
caseina N, N'-dimetilada 1%.
Condighes: idem Figura 14
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FiGURa 18. Grifico construido segundo HANES para a papava proteinase utilizando-se como substrato a
caseina N, N'-dimetilada 1%.
Condigbes: idem Figura 14,
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Wil. 7. Contnoir pa Caseina B, W -DiveTiLapa

A cascina N, N'-dimetilada preparada em nosso laboratorio foi comparada com a da Sigma, através dos

seguintes testes: realizagdo de eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% em sistema desnaturante (SDS) (Figura

37}, especiro infra-verrnelho, RMN; e determinagio dos aminoécidos (ver Apéndice).

VI8, oH Ormo Das ProTeases IMOBILIZADAS

G «feito do pH sobre a atividade das proteinases do litex foi avaliado usando-se como substrato a |
caseina N,N'-dimetilada a 1%. As enzimas mostraram com pequenas variacBes um méximo de atividade a pH 7,0,

pouca atividads no pH 4,0 ¢ pH 8,0 (Figura 19).
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FIGURA 19. Atividade proteolitica apreseniada pelas proteases do ldtex imobilizadas em fungio do pH.
Condigbes: Pesou-se 0,22 g de silica gel silanizada e com as respectivas enzimas imobilizadas;
colocou-se em um ¢lemeyer com tampdes variando-se o pH : Tamp3o acetato de sédio 3,1 M pH 4,0
¢ 5,0; tamplo fosfato de sédio pH 6,0 ¢ 7,0 ¢ tampdo tris HCl pH 8,0 ¢ 9,0. Foi adicionado uma
solugio de SmM de cisteina ¢ 1 mM de EDTA. Deixou-se termostatizar por vinte minutos, em
seguida adicionou-s¢ o subsirato caseina N,N'-dimetilada 1% durante 30 minutos. A reagdio foi
Jinterrompida com a adigio de TCA 5%, a suspensio obtida foi filtrada e determinou-se a absorbincia

a 280 nm.
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Wil 9. Cwvenica Enzidnica DaS Enzidas IMOBILIZADAS

A cinética enziméatica para as trés enzimas imobilizadas foi feita, utilizando-se como substrato a caseina
N, N'-dimetilada a 196.COs resuliados experimentais da cinéfica enzimética para as proteases imobilizadas papaina €
quimopapaina B ¢ papaya proleinase estio representadas na Figuras 22 e 23 respectivamente. Os pardmeiros
cinéticos Ky & Vs foram calculados como descritos anteriormente. A papaina apresentou um Ky menor do gue a
guimopapaina B ¢ papaya proteinase, portanto, uma maior afinidade como representados nas Figuras 22, 23 ¢ 24
respectivamente. Os valores dos parAmetros cinéticos obtidos estdo resumidos na Tabela VL

Apds a imobilizaglio, a seguinte guantidade de enzima ficou aderida por grama de silica: papaina 10 mg;
quimopapaina 6 mg © papaya proteinase 8 mg Quando comparamos 0s valores de K, para o subsirato caseina
N, N'-dimetilada para cada uma das r8s enzimas na forma solivel ¢ imobilizada, observa-se que o Ky da forma
imobilizada € cinco Vezes maior, para a papaina, cem vezes maior para a quimopapaina B e a papaya profeinase.
Comparando-se o valor de K, para as trés enzimas, imobilizadas, deduzimos que o valor de Ky para a
quimopapaina B e papaya proteinase ¢ da ordem de 10" M e o Ky para papaina é cerca de dez vezes menor. Em
todos os casos ocorreu uma elevagio do valor de Ky das enzimas imobilizadas em relagdo as enzimas livres,
indicando que a imobilizagio diminuiu a afinidade destas enzimas pelo substrato (caseina N, N'-dimetilada), cu seja,

¢ necessario maior concentragio de subsirato para se obter metade da velocidade méxima.
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FIGURA 20. Curva de safuragio para a enzima papaina, utilizando-se a caseina N, N'-dimetilada segundo o
comportamento de Michaclis-Menten. Condigdes: 0,22¢ de silica gel contendo papaina imobilizada foi
colocada em um erlenmever com tampdo fosfato de sédio 0,IM pH 7,0; cisteina SmM e EDTA
ImM. Apos termostatizagio a 37°C, adicionou-se caseina N,N'-dimetilada 1%, esperou-s¢ 30
minutos. Retirou-se uma aliguota de 5ml ¢ adicionou-se 5ml de TCA 5%, filtrou-se ¢ realizou-s¢ a
leitura 2 280nm.
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FicuURrA 21. Curva de saturacio para as enzimas quimopapaina ¢ papaya proteinase, utilizando-se a caseina N, N
dimetilada segundo o comportamento de Michaclis-Menten. Condigbes: idem as da Figura 20.
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FIGURA 22. Grifice construido segundo FIANES para a papaina imobilizada sob silica gel usando como su
substrato caseina N, N-dimetilada a2 1%.
Condigbes: 880 ignais is descritas na Figura 20.
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FIGURA 23. Grafico construido HANES para a quimopapaina B imobilizada sob silica gel usando como substrato
caseina N, N'-dimetilada 2 1%.
CondicBes: 3o iguais is descritas na Figura 20, com excegdo da enzima, que era 2 guimopapaina.
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TABELA VI. PARAMETROS CINETICOS DAS ENZIMAS PROTEOLITICAS PRESENTES NO LATEX DE

Carica papaya. .
Enzimas Substiraie Vimix Ku (M)
&&hé.gm.g

papaina Caseina fipo Hamamrsten 1,4107 23,0107
Caseina N,N'-dimetilada 1,910 49,010°°

BAFE 6,810 23,0107

Z-ala-pNP £,8107° 3,810°

papaina {(a) Caseina N,N'-dimetilada 92107 25,0107
guimopapaina Caseina tipo Hammrsten 1,110 31,0107
Caseina N, N'-dimetilada 1,110 21,0107

BAEE 7,0-10™ 22,0107

Z-ala-pNP 3,7107° 3,910°°

quimopapaina (a) Caseina N, N'-dimetilada 3,1-107 25,0107
papaya proteinase Caseina tipo Hammrsten 3,3-107 10,0167
Caseina N,N'-dimetilada 1,110™ 19,0107

BAEE 4,0.10™ 2,010°7°

Z-ala-pNP 8,310 4,010°

papaya proteinase (a) | Caseina N,N-dimetilada 4,1107 33,0107

(8) enzima imobilizada

Condigdes: Os pardmetros cinéticos foram obtidos das figuras construidas segundo o tratamento de HANES
para cada uma das proteinases estudadas.

vii 10, ESTABILIDADE DAS PROTEASES DO LATEX Do MamMoEIRC IMOBILIZADAS EM FUNCAO

Do TEMPO

Como pode-se deduzir pela observagdc da Figura 25, o método de imobilizagio — utilizando como

suporte o vidro silanizado tratado com glutaraldeido — foi muito eficiente, pois permitiu conservar 100% da

atividade por oito meses apds a imobilizagio.
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FioURA 34. Grafico construido segundo HANES para a papays proteinase imobilizada sob silica gel usando como
substrato caseina N, N'-dimetilada a 1%.
CondicBies: sio ignais is desoritas na Figura 20, com exceglio da enzima, que ofa a papaya proteinase.
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FIGURA 25. Determinagio da atividade das enzimas imobilizadas.
Condigbes: Uma vez por més realizou-se testes enzimaticos para verificar a atividade enzimdtica
conforme descrito na Figura 20.
(O) papaina; ((J) quimopapaina; (/) papaya proteinase.

VilL11. EsTABILIDADE DAS PRoTEASES DO LATEX DO MAMOEIRO EM S50LUGAC EM FUNGAO
Do TEMPO

O perfil da estabilidade das proteasss em tampéo fosfato de sodio 0,1M pH 7.0 a 37 C em fungdo do
tempo est apresentada na Figura 26. A atividade da papaya proteinase decrescen 80% durante um més; a atividade

da quimopapaina B decaiu cerca de 40%; ¢ da papaina, 22%. As enzimas imobilizadas mantiveram 100% da

atividade durante o mesmo periodo estudado.
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FIGURA 26. Estabilidade das proteases em funglo do iempo,

Condiges: A mistura de reagio estava contida num volume de 3ml: tampio fosfato de sédio 0,1M
pH 7,0; solugio de cisteina 5SmM ¢ EDTA 1mM: solucio de enzima com concentraglo variando na
faixa de 2-10°° a 5-10°M. Esta mistura foi termostatizada a 37°C, em seguida adicionou-se 1ml de
caseina N,N'-dimetilada a 1% durante 30 minutos. A reagdo, foi interrompida com a adigfo de 3ml

de icido ftricloroacético 5%. A leitura de absorbincia foi efetuada a 280nm. As enzimas eram
estocadas a 4°C.

VilL12.  Variacio pa EnTaLpia pE DEsnaTURAGAO AHpesw

A Figura 27 mostra os termogramas obtidos no DSC para a desnaturacio das enzimas proteoliticas do
latex. As enzimas quimopapaina B e papaya proteinase moslraram um perfil do termograma (DSC) obedecendo
uma cinética de desnaturagio em dois estados (nativo ¢ desnaturado). Entretanto, a papaina mostra a existéncia de
estados intermediarios.

A temperatura de desnaturagio da gquimopapaina B ¢ papaya proteinase sio muito proximas
(quimopapaina B e papaya proteinase 90° = 2°C). A Figura 28 mostra o perfii do tetmogragha {DSC) em pH 3,0,
no qual ocorrem algumas modificagdes para a quimopapaina B e papaya proteinase. A temperatura de desnaturagio
diminui cerca de 30°C e o AFHppey diminui significativamente para as frés enzimas estudadas (Tabela VII). A

papaina mostrou duas temperaturas de desnaturagiio uma a 70° ¢ outra a 94 °C.
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Para realizar o estudo térmico da desnaturag3o das proteases imobilizadas foi primeiramente efetuado o

DSC do suporte (silica gel silanizada), na faixa de temperatura de 40° a 120°C (Figura 29). Como a silica silanizada

nio apresenfou transicio significativa, o estudo térmico da desnaturaglo das proteases do latex imobilizadas foi

feito, mantendo-sc na panela de referéneia a solugio tamplic. Na Figura 30, pode-se observar que 2 imobilizagdo
nio apresentou uma mudanga significativa quanfo 3 temperatura de desnaturagio,

Na tabela VI estfo resumidos os valores dos parmetros termodindmicos da desnaturagio.
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FIGURA 27. Curvas de DSC das proteases do latex em pH 7,0.
CondigBes: As enzimas papaina (380 mg/ml), quimopapaina (346mg/ml), papaya proteinase
(377 mg/mi). Diluidas em tampio fosfato de sodio 0,1M pH 7,0 foram colocadas em uma pancla de
alumino ¢ fechadas hermeticamente. A velocidade foi de 5°C por minuto ¢ a variagio de temperatura
foi de 45°C até 110°C.
1. papaina; 2. quimopapaina; 3. papaya proteinase
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FicUra 28. Curvas de DSC das proteases em pH 3,0,
CondigBes:Conforme descrito na Figura 28.
i. papaina; 2. quimnopapaina; 3. papaya proteinase
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Curvas de DSC dasifica gel.
CondigBes: 22,4mg de silica gel foram colocada em um panela de aiw_ma As demais condigdes sdo

iguais as descritas na Figura 28,
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FicURA 30, Curvas de DSC das enzimas imobilizadas em pH 7,0.
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Condiches: As enzimas imobilizadas foram pesadas ¢ colocadas na panela de zlumino. As demais
condigdes s3o ignais s descritas na Figura 28.
1. papaina; 2. guimopapaina; 3. papaya proteinase
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TABELA VIL PARAMETROS TERMODINAMICOS DE DESNATURAGCAQ DAS PROTEASES.

Erzimas Tampiio T (CC1°C | AHpgen (kI mol™)

Papaina (2) pH 7.0 86 247.0

pH 3,0 T0e94 11,0
Papaina ‘)] pH 7,0 g8 258.0
Quimopapaina {a) pH 7.0 90 735,2

pH 3,0 64 15,3
Quimopapaina (b} pH 7,0 93 782,85
Papaya proteinase (a) pH 7,0 91 500,1

pH 3,0 65 12,4
Papaya proteinase  (b) pH 7,0 93 512,5

(a) Enzimas em solugiic (b) Enzimas imobilizadas

CondigBes: As condigbes so iguais is descritas nas Figuras 27, 28 ¢ 30.

ViE.13. Citcui oS Da Bevacio DE Ayt voerd AHpesy

O céleulo da relagio de AH,uy 1 nor/AHpeen para a enzimas proteoliticas livres € tmobilizadas esta
contido na Tabela VIII .

A papaina aprescntou um valor de 1,92 quimopapaina B ¢ papaya proteinase 0,61 ¢ 1,03
respectivamente. Quando as enzimas foram imobilizadas encontramos os seguinies valores: papaina 1,54,
quimopapaina B 0,40 ¢ papaya proteinase 0,78

Apds a imobilizagio as enzimas continuam apresentado a mesma tendéncia para a relagdo: papaina > 1;
quimopapaina B ¢ papaya proteinase < 1.

Em pH 3,0 as enzimas livres apresentam um aumento drastico desta relagdo. Para papaina, na primeira
temperatura de desnaturagio a relagdo foi 23,5 ¢ na segunda 26 para quimopapaina B foi de 36,8 e para a papaya

proteinase 27,5. A Figura 31 mosira a equacio de van'T Hoff aplicada as proteases livres ¢ em pH 7,0.
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FIGURA 31. Ln K, em fungdo do inverso da temperatura.
Condigdes: O célculo da constante K, foi realizado através da técnica da pesagem do termograma

DSC obtido para as trés proteases estudadas em tampéo fosfato de sédio 0,1 M pH 7,0

TABELA VIII. CALCULOS DA RELACAO AHy,eror / AHpesy PARA AS ENZIMAS PAPAINA,
QUIMOPAPAINA B E PAPAYA PROTEINASE.

CONDICOES ENZIMAS AH 1 morr / AHpEsn

Papaina 1,92
Desnaturagio das enzimas em solugdo em pH 7,0 | Quimopapaina B 0,61

Papaya Proteinase 1,03

Papaina 1,54
Desnaturagio das enzimas imobilizadas em pH 7,0 | Quimopapaina B 0,40

Papaya Proteinase 0,78

Papaina 23,5¢ 26,0
Desnaturagio das enzimas em solugdes em pH 3,0 | Quimopapaina B 36,5

Papaya Profecinase 27,3

Condigbes: AH,rmog fol caloulado através do coeficiente angular das retas da Figura 31




69

Vil 14. ATIVIDADES DAS EnzZiMas PROTEOLITICAS EM FUNCAC DA TEMPERATURA

Antes do esmdo calorimétrico da protedlise foi necessirio conhecer a atividade destas enzimas
purificadas em solugo tampio, a 37°C como j& descrito na parte experimental. Na Figura 32 estio os resuliados da
atividade especifica das trés proteases do latex com o tempo. Pode-se observar que as enzimas mantiverem 100% de

atividade apés a incubagdo a 37°C em tamp#o fosfato de sbdio pH 7,0.
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FIGURA 32. Atividades das enzimas proteoliticas a 37°C em fungio do tempo.
CondigBes: Colocou-se a enzima em concenfragiio adequada para incubar a2 37°C com tampdo
fosfasto de sédio pH 7,0 0,1M; uma solugdo de cisteina SmM e EDTA imM. Em infervalos de uma
em uma hora tirava-se uma aliquota e colocava-se para reagir com caseina N,N’-dimetilada a 1%.
Apos trinta minutos interrompia-se a reagio com a adigdo de TCA 5%, filirava-se a suspensfo obtida
e realizava-se leituras de absorbincias em 280 nm.
“(Q) papaina; ([]) quimopapaina; (/) papaya profeinase.

VIL15.  VariacAo pa EnTaLPiA DE PROTEOLISE AHpror

Na Figura 33 esté representado o perfil do termograma das trés enzimas, apds a adicio de 16 pl de
solugio de substrato. A reagdo proteolitica € exotermica ¢ a quimopapaina B ¢ papaina apresentam AHpror
préximos, entretanto, a papaya-proteinase apresenta AHpgor cerca de quatro vezes maior que o da papaina ¢ trés
vezes maior do que o da quimopapaina. Os valores de AHpzor obtidos estio resumidos na Tabelza IX ¢ foram

caleulados através da relagio Q = AHn utilizando valores de Q ¢ n mostrados na Figura 34.
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FIGURA 33. Termograma da titulagio microcalorimétrica das proteses.

CondigBes: Uma solugio contendo: 18mg/mi de papaina; 20mg/ml de quimopapaina e 24mg/ml de
papaya proteinase; em tampdo fosfato de sédio 0,1M pH 7,0, cisteina 5mM ¢ EDTA 1mM. Foram
colocadas no microcalorimetro para estabilizar a 37°C. Apds doze horas quando obtinha-se uma Inha
base estavel adicionou-s¢ 16! de caseina N,N’-dimetilada a 1%, com o auxilio de uma seringa de
insulina gue tinha acoplada a ela um fio de ago inoxidavel medindo 1,0m por 16mm. O registro do
termograma era feito com o auxilio de um registrador acoplado ao microcalorimetro, & velocidade era
de 0,5Smmy/seg ¢ o fundo de escala era de 1000mv. Para as enzimas guimopapaina Be papaya
proteinase realizou-se 0 mesmo procedimento sendo que as enzimas foram colocadas nas sequintes
concentagdes: quimopapaina B 20mg/ml e papaya proteiniase 24mg/ml.

1. papaina; 2. quimopapaina; 3. papaya proteinase

TABELA IX. VARIACAO DA ENTALPIA DE PROTECLISE.

Enzimas Casegjﬁ?&{ﬁ:niiﬂéda
Papaina ~528,5 kI
Quimopapazina _ -790,5 kJ
Papaya Proteinase -2.059,0 kJ

CondicBes: O valor de AH de protedlise foi calculado através da Figura 34, utilizando-se a relagio Q = AHn.
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FicUra 34. Titulagio microcalorimétrica das proteases.
CondigBes: Cada ponto experimental representa um termograma como descrito na Figura 33.

VIi.16. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA EM SiSTEMA DESNATURANTE DOS PEPTIDEOS
OsTiDos APOS A PROTESLISE

O perfil eletroforético dos peptideos obtidos apds a ?rotcéﬁse gsta apresentado na Figura 35, As
proteases papaina ¢ q&mopa?aina apresentaram wm perfil muito semeclhante, entretanto, a papaya proteinase

apresentou um perfil diferente isto ¢, contendo um maior nimero de peptideos.
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FIGURA 35. Fletroforese em gel de poliacrilamida em SDS do material de préteolise obtido apds adigio de TCA a
59, ¢ filtrado.
Condigbes: Concentragio do gel 12%; tamp#o tris glicina pH 8,8; corrente elétrica 30mA; temperatura
ambiente; indicador de corrida azal de bromofenol; durag3o 7 horas; coloragdo com prata.
pogo 1= produto de hidrélise do substrato caseina N,N'-dimetilada pela enzima papaina
pogo 2= produto de hidrélise do substrato caseina N,N'-dimetilada pela enzima quimopapaina B
pogo 3= produto de hidrélise do substrato caseina N,N'-dimetilada pela enzima papaya proteinase
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Viil. DISCUSSAQ

Vill.1. PuriFicaciopa OQuinoparaila B s PAPAYA PROTEINASE

A separagio das enzimas do ldtex, quimopapaina B ¢ papaya proteinase, utilizando coluna de CM-
Celulose mostron a possibilidade de separagho quase completa dos componentes protefcos enfre si, em uma
Gnica etaps, utilizando-se como eluente o tamplo acetato de sédio pH 5,0 com concentragbes crescentes. O
resultado eletroforético em gel de poliacrilamida a 15% em pH 4,5, em sistema nio desnaturante, confitma que
a quimopapaina B ¢ a papaya proteinase apresentam um Unico componente proteico.

Estes resultados estdio de acordo com os obtidos por JORGE (127) ¢ BASILIO (126). Entretanto,
0s mesmos aufores nioc conseguiram picos 8o nitidamente separados quanto os que nods obtivemos ¢ nio
separaram a lisozima da quimopapaina A. Com 2 introduclo de mais uma ctapa de eluigio proposta por
BASILIO et alii (130) com tampdo 0,5 M foi possivel obter 2 quimopapaina A livre de lisozima, ¢ também
uma nitida separag@o das quimopapainas A ¢ B como mosira o perfil cromatografico da figura 11..

O método proposte por KUNIMITSU ¢ YASUNOBU (22) para purificagdo das quimopapainas €
considerado como padrdo para purificagio destas proteases. Este método envolve o uso de resinas catidnicas ¢
apresenta a desvantagem de submeter o litex a tratamentos com solugdes fortemente Acidas, fracionamento
com sats ¢ um grande volume de cluato, nio proporcionando uma boa separagio das quimopapainas. Na
literatura encontramos alguns autores que modificaram este método. Eniretanto, esses submetem o latex a
fracionamento com sulfato de amoénio, apés cromatografia em resina de froca ibmica apresentando a
desvantagem de usar um grande volume de cluato.

Quando comparamos os valores da tabela de purificagio destes autores com aqueles aqui
apresentsdos (Tabela I}, observamos que os valores finais de rendimento ¢ atividade especifica obtidos neste
trabalho estio muito proximos, levando a conclusfio de que as etapas de tratamento com solugdes 4cidas ¢
fracionamento por sais podem ser climinados sem causar prejuizos para a purificagio.

A papaya proteinase, a mais basica das proteases do litex foi descrita pela primeira vez por
SHACK (31). E tem sido descrita na literatura de modo controvertido por alguns autores como sendo

constituida por mais de um componente proteico. Contudo, nesta tese, quando eluida com tamp&o acetato de
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sddio 1,0 M pH 5,0 a papaya proteinase, aprosentou um intenso pico siméirico (Figura 11), indicando gue esta
proteina € composta por um Unico componente proteico, fato este também confirmado por eletroforese em gel

de polacrilamida (Figura 9).
Yiil.2. PurisicacAo pa Papalna

G método descrito neste frabatho para 2 preparagio da papaina foi realizado por modificagfes no
método de BROCKLEHURST e BAINES (17). O que nos permitiu trabathar com um menor volume de
solug@o durante o fracionamento, além de nio submeter o latex a tratamento com agente oxidante, Obtivemos
um rendimento cerca de 2,5% maior da enzima na forma cristaling,

Contrariamente ao descrifo por JORGE (127) ¢ MONTI (19) constatou-se que ¢ possivel
cristalizar a papaina a 4°C quando esta € procedente do latex seco, apresentando um alto grau de estabilidade.
A suspensio de cristais desta enzima em solugio de NaCl foi mantida 2 4°C durante um més, com perda de
22% de atividade.

Apesar do método de preparagio da papaina ser simples, a enzima foi obtida com alio grau de
pureza, compardvel ou superior a métodos mais sofisticados tais como de KIMMEL ¢ SMITH (i8) ¢ o de
coluna de afinidade descrito por MENARD et alii (8).

Os valores de purificagio obtidos encontram-se na Tabela IV ¢ estio de acordo com os valores

encontrados por JORGE (127) para papaina purificada, a partir do lstex de mamoeiro fresco.

Vii.3. CARACTERIZACAO CINETICA DAS PROTEASES DO LATEX DO MAMOEIRD

Vill.3.1. Reagio Proteolitica

Observamos que a papaina ¢ quimopapaina B apresentam valores préximos de Ky, em relagio ao

) substrato tipo Hammrsten . Uma possivel explicagBo para estes resultados pode ser o fato da papaina confer, na
| sua estrutura, secte subsitios ativos sende cada um destes capaz de acomodar e clivar diferentes ligagdes
peptidicas. A existéncia destes subsitios ¢ mostrada nos trabathos de DRENTH et alii (131) através de estudos

cinéticos ¢ dados cristalograficos. Para a caseina N, N'-dimetilada a quimopapaina apresentou um Ky cerca de
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duas vezes menor do que a papaina. Acreditamos que esta diferenga dos valores de Ky deva-se  modificagbes
estruturais da caseina devido & metilagio.

Os resuliados obtidos para papaya proteinase demonstram que esta enzima possui em relagio aos
substratos um K, muito maior do que as ouiras proteases, indicando ser menor 2 afinidade desta enzima por
estes substraios iestados. Estudos realizados por BUTTLE et alii (132), provam que o sitio ativo da papaya
proteinase € constituido pelos aminodcidos 4cido glutimico e arginina, nas posighes 23 e 65 respectivamente
{subsitio 51). Estes dois aminodcidos estio localizados na parede da fenda do sitio ativo perto da cisteina-25 e
sstes dois residuos formam uma barreira através da parte superior da fenda. Esta barreira glutamato/arginina é
rigida, devido a0 empacotamento hidrofdbico entre grupes metila, pontes de hidrogénio e interages
hidrofébicas existentes entre os grupos amino € as respectivas cadeias laterais, impedindo a aproximacio de
residuos do substrato com cadeias Iaterais longas. Os dados cindticos obtidos neste trabafho confirmam a baixa
afinidade desta enzima em comparagio com a papaina € a quimopapaina B por substraios proteicos. Esta

restrigho estérica imposta pela citada barreira pode ser observada nos resultados da tabela VL.
VIiL.3.2. Reagdo Esterolitica

Observou-se que o valor de Ky para o substrato sintético BAEE em relagdo as enzimas papaina e
quimopapaina B ¢ aproximadamente mil vezes maior do que para 0 Z-ala-pNP, indicando que este Gitimo
substrato possui uma afinidade muite maior. Estes resultados sfo concordantes com alguns resultados citados
na literatura, entre 08 quais podemos citar os de JORGE (127), MONTI (19), SANNER ¢ PHIL (133).
Entretanto, estes autores acreditam que exists, associadas 3s moléculas de profeinas do latex, substincias de
pequeno peso molecular capazes de inibir a agio catalitica destas enzimas, JORGE (127) mostrou que a didkise
inicial do latex contra 4gua destilada ¢ essencial para eliminagio destas moléculas. Neste trabatho foi utilizada a
didlise inicial, com a preocupagdo de eliminar os supostos inibidores das proteases do latex. Os valores de Ky,
obtidos para as enzimas, sio préximos aos encontrados por JORGE (127) ¢ MONTI (19), mas menores do
que os valores encontrados em outros trabathos (BUTLE ¢ BARRET (27) ¢ JACQUET et alii (50)), LEE ¢
KIM (129) sugeriram que outros fatores atheios ao residuo de cisteina-25 que constituem o sitic ativo grupo

das proteases do latex devem influenciar na atividade destas enzimas.
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Na literatura, exisie uma considerdvel controvérsia a respefto dos valores de Ky e K para estas

enzimas sobre diferentes substralos sintéticos. Acreditamos que essas diferencas podem ser explicadas pela
possibilidade de que diferentes preparages de enzima possam conter diferentes guantidades de inibidores em

fungio das modificagSes nos procedimentos de preparagiio,

Vill.3.3. Cinética Enzimétics das Enzimas Iimobilizadas

Quando uma enzima ¢ imobilizada se observa geralmente um aumento na constante de Michaelis-
Menten. Este aumento € devido a carga do suporte, efeito de difusio e mudanga na conformagfo tercidria (134).

No estudo cinético das enzimas imobilizadas, observou-se esta mesma tendéncia de aumento do Ky
Ressaliamos, entretanto, que a papaina apreseniou um menor Ky, ou seja, uma maior afinidade pelo substrato
como s¢ pode observar pelas Figuras 22, 23 e 24 as enzimas imobilizadas ndo apresentaram um desvio do
comportamenio michachano (135).

Nio ha na hiteratura citagio das enzimas quiropapaina B e papaya proteinase imobilizadas pelo método
descrito neste trabatho. Entretanto verificou-se que o pH 6timo das proteases imobilizadas sfo concordantes com o0s
das enzimas hvres, obtidos por EBATA ¢ YASUNOBU (22).

Para a papaina imobilizada , os nossos resuliados com relagio ao pH 6timo s3o cm.cozdantcs com Os
obtidoss por WEETALIL ¢ MANSON (136) os quais concluiram que atividade méxima da papaina imobilizada

também sobre vidro ocorre a pH 7,0.

Vil 4. ESTABILIDADE DAS ProTEASES no LATEX DO MAMOEIRD

Na Tabela X, estdo apresentados os dados da papaina cristalina imobilizada com diferentes suportes por
WEETALL ¢ MANSON(136). Observa-se que o tempo de vida médio (T,) variou de 2,2 dias no minimo, até um
méximo de 35 dias. Uma andlise da Figura 26 mostra que a papaina cristalina em solugfio, preparada em nosso
laboratorio perdeu 22% de sua atividade em 30 dias. O que nos leva concluir que nosso métode de preparagio da
papaina em solugdo permite, maior estabilizagio do que algumas metodologias de imobilizagio apresentadas na

hiteratura entre elas destacamos: WEETALL ¢ MANSON (136); WEETALL (137) e MAKSIMENKO et alii (138).
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TABELA X. PAPAINALIGADA AOS SUPORTES POR DIFERENTES METODOS (136).

sworts | Méotose | inte [ it [ 1, g
CPe-C(O0H amida 38,5 1,43 4,1
CP6-NH; ghntaraldeido 41,1 1,67 2,2
CP&-INH; carbodiimida 85,1 0,23 1,9
CP6-arilamin azo 32,8 0,32 7.2
Z10Oq-arilamina azo 32,9 0,24 6,7
Zr(0y-COOH amida 15,3 6,35 350

WEETAILL (137} desenvolven alguns métodos de imobilizagiio da papaina cristalina ¢ do extrato do
latex bruto sendo gue os valores obtidos estio resumidos na Tabela X1, A estabilidade média foi de 60 dias,
mostrando que a papaina cristalina tem maior atividade do que ¢ extrato do latex bruto, sugerindo que ¢ melthor
-purificar cada uma das proteases anies de se imobilizar.

O meétodo empregado neste frabatho foi o de imobilizagio por ligagdo cruzada, utilizando-se o©

glutaraldeido como ligante. Esta técnica mostrou ser excelente por vérios motivos:

a. possibilitou a imobilizag8io das trés enzimas, apesar destas serem sulfidrilas-dependentes sendo que
nenhuma delas foi inativadas ¢ nem seus comportamentos cinéticos sofreram desvio do
comportamento michackano,

b. promoveu a manutengio das enzimas num ambiente semelhante ac encontrado na natureza,
conferindo-the boa estabilidade, o que foi confirmado pelos resultados apresentados na Figura 25
(ap0s oito meses de imobilizagio as enzimas mantém sua estabilidade);

¢. o método ¢ barato ¢ extremamente simples de ser executado, o que o torna muito atrativo para a
indistria de farmacos, cosméticos e de alimentos;

d. a enzima papaina reteve 70% da sua atividade em relago a seu estado nativo, resultados estes de
acordos com alguns dados da literatura enire os quais destacamos os de KULYS (139) ¢ os de
GUILBAULT (140); a quimopapaina reieve 40% ¢ a papaya proteinase 50% (BASILIO et alii
{141)).



T

TABELA XI. RESUMO DOS PARAMETROS DA ESTABILIDADE DA PAPAINA IMOBILIZADA (137).

. - Porcentagem

Suportes | ae | ‘Origina | Estocagem | Aade | Origina d

Estocagem {mg/g) {dias) ;ﬁfgje
CGW-AP, 5@ 3,85 60 0 0
CGW-AP, 23° 3,83 60 ¢ 0
COW-APs 5¢ 31,40 41 31,4 100
CGW-AP, 5° 0,16 42 0,16 100
CGW-5Py 5° 1,49 60 0 ¢
CGW-SP, 23° 1,49 60 0 G
CGW-SP, 3¢ 1,84 60 0 0
CGW-5P, 23° 1,84 60 0 0
CGW-SF, 50 0,07 44 0,07 100
Cell P 5° 0,66 58 0,045 68
CeliP 23° 0,66 58 0,035 54
MP 50 1,20 10 1,20 100

* Atividade expressa como mg de proteina por grama do suporte. Atividade da enzima imobilizada foi
determinada, assumindo gue a solugio de enzima livre tem 2 mesma atividade.

GGW-AP, — litex total ligado covalentements a poros de vidro por azo ligagio

CGW-AP; — litex total Kgado covalentemente 2 poros de vidro por azo Hgagio

CGW-AP, — Papaina cristalina ligada covalentemente a poros de vidro por azo ligagio
CGW-SPy — Létex total ligado covalentement a poros de vidro por ligacio sulfonamida
CGW-8P4 — Papaina cristaling ligada covalentemente a poros de vidro por ligagdo sulfonamida
CellP  ~ — Papaina cristialina ligada covalentemente a celulose pelo método azida

MP — Papaina cristalina ligada covalentemente a poliamino 4cido por lgagdo azo

Vill.S. VariacKo DAENRTALPIA DE DESNATURACAD DAS CISTEINAS PROTEASES

Os aspectos mais notiveis da estabilidade conformacional da proteina do estado mativo estdo
associados com a alta organizaglo da dgua ao redor dos sitios hidrofdlicos no estade desnaturado. Mais
especificamente, hd uma capacidade calorifica muito grande associada com a proteina desenrolada, a qual

aparentemente reflete uma surpreendente alteracio no processo de acomodagio dos sitios hidrofSbicos
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expostos ao solvente com o aumento de temperatura. Os experimentos realizados com DSC convencional nio
fornecem um valor confiavel de AC, para comparagio das trés enzimas estudadas.

Os dados termodinidmicos de desnaturagio obtidos por DSC foram comparados com um modelo
simples de desnaturagBo em dois estados (native ¢ desnaturado). |

Observando os termogramas de DSC para as enzimas guimopapaina B ¢ papaya proteinase (Figura 27),
verifica-se que nio hé indicagdo de etapas infermedidrias,

A temperatura média de desnaturagio destas duas enzimas € muito alta, em torno de 90°C, ¢
conseqiientemente apresentam valores ainda maiores para a variagio de entalpia de desnaturagio.

Na Tabela XTI estio representados os nimeros de aminoicidos hidrofébicos e hidrofilicos das tr€s
proteases estudadas. Embora a quimopapaina B e papaya proteinase apresentem um maior nimero de residuos
hidrofobicos (responséveis pelo enovelamentic) em comparaglo com a papaina, acreditamos que este fato contribua
para a grande diferenga entre o AHppey destas enzimas comparadas com a papaina. Entretanto, acreditamos que a
maior contribuicio se deva 3 distribuicio destes residuos hidrofébicos ao longo da estrutura priméria destas

EnzZimas.

TABELA XII. COMPARACAO DA SEQUENCIA DE AMINOCACIDOS QUE COMPOE: PAPAINA,
QUIMOPAPAINA E PAPAYA PROTEINASE (142).

, No. de No. de No. de No. ,d;ed
Enzimas Aminodcidos | Aminoscidos Amincécidos Axnn:;}eac; 915{
Total Hidrofobicos | Hidrofilicos | 00 STUPO
Carregado
Papaina 213 64 82 67
Quimopapaina B 218 73 91 54
Papaya Proteinase 216 76 85 55

De acordo com PRIVALOV (143) o processo de desnaturagio € cooperativo, isto €, considerando a
estrutura terciaria da proteina como constituida por blocos de aminoacidos, quando a energia térmica for suficiente
para desestruturar o primeiro bioco, os blocos restantes serfio progressivamente desestruturados requerendo menor

engrgia em cada etapa.
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A papaina apresenta um termograma de estabilidade térmica, que indica a possivel existéncia de etapas
intermediarias entre o estado nativo e desnaturado Figura 27. Esta observagio estd de acordo com a sua esirutura,
pois a molécula possui dois dominios estruturais bem definidos, como que separados por uma fenda, determinados
por estudo de cristalografia de raio X (144). Na Figura 36 temos representados os dominios 1 € 2 dessa prolease

cuja conformacio faz com que os dominios representem sisteinas cooperativos guase independentes entre si (145).

DOMINIO 2

FIGURA 36. Dominios da papaina (146).
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Os dominios, bem como as subunidades, podem servir como moduladores que auxiliam no eficiente
conjunto de construgfio da conformagio nativa da proteina. Indubitavelmente, a existéneia de dois dominios
separados ¢ importante para simplificar o processo de enrolamento ¢ desenrolamento das proteinas € para separar
¢m etapas, especialmenie no caso das proteinas grandes.

De acordo com RICHARDS (147) existern Wwés possivels mecanismos para ¢ processo de
desenrolamenio das proteinas. No mecanismo 1 a estrutura espacial nio s¢ submete a qualguer estado
intermediario, este € o verdadeiro processo de uma cinftica de primeira ordem em dois estados, as enzimas
quimopapaina B ¢ papaya profeinase obedecem a este mecanismo de desnaturacio. No mecanismo II, a proteina €
visia passando, gradualmente, de um estado inicial para estados intermedidrios at€ chegar ao final desnaturado. A
papaina obedece a este mecanismo de desnaturagdo conforme pode-se observar pelo termograma da enzima,
mostrado na Figura 27, o qual apresenta uma combinacgio de transicbes. No mecanismo I, 2 enzima armazena
energia térmica e se desnatura bruscamente.

SZOGYR e CSERHATI (148) estudaram a temperatura de transicio da papaina utilizando sm DSC
convencional ¢ demonstraram que a mesma apresenta duas femperaturas de fransigio. Por outro lado, dados
recentes de estudos calonmétricos juntamente com estudos de deconvolugdo tém demonstrado gue varias proteinas
apresentam muitas temperaturas de transigio (MAKHATADZE e PRIVALOV (149), PRIVALOV ¢
MAKHATADZE (150), MORIAN ¢ FREIRE (151), BRANDTS et alii (152), BRANDTS et alii (89), BARONE
et alii (153), SANCHEZ-RUIZ et alii (154), STURTEVANT et alii (155)).

A formagio de dominios ¢ 0 mecanismo de desnafuragdo passando por estados mtermedidrios, requer
uma menor guantidade de energia, tanto para o processo de desnaturagio, quanio de enrolamento da proteina
(156). Uma andlise da tabela VI mostra qgue a papaina apresenta um AHppe, menor do gue as enzimas
quimopapaina B e papaya proieinase. A papaina também apresenta uma temperatura de desnaturagio menor do que
as outras proteases, Os dados de AHppgy confirmam os da liferatura encontrados para a papaina, enfretanto, as
outras profeases n3o foram estudados e neste trabalho de tese foi demonstrado que € possivel estudar a
desnaturagdo térmica destas outras proteases.

Observou-se gue em meio acido (pH 3,0) ocorreu uma diminuicio drastica da estabilidade térmica
destas enzimas, ¢ que pode ser observado pela grande diminuigio do AHppsy ¢ da temperatura de  desnaturagio.

Alribui-se a desestabilizagdc das  proteinas em meio 4cido a0  rompimento parcial da estrutura
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fercisria, decorrente do rompimento das ligagdes eletrostaticas entre grupos COO™ ¢ NH; ¢ pontes de hidrogénio,
interagdes estas fortemnente energéticas. Entretanto, acredita-se que as eslruturas secunddrias ¢ primdrias ndo sio
alteradas porque observou-se reversibilidade nos experimentos com DSC.

Na Figura 28 esta representado o perfil do termograma da papaina em pH 3,0. Como pode-se observar,
esta enzima mostron duas temperaturas de desnaturagho, sendo que o rompimento parcial da estrufura tercidria
devido a0 meio scido possibilitou a separagio dos dominios 1 ¢ 2, fazendo com gue cada dominio apresentasse uma
termperatura de desnaturacio diferente.

O DSC utilizado neste trabalho é do tipo convencional enguanto que o recomendado para estudos de
moléculas biolégicas € o micro DSC de alta sensibilidade. Com base nos valores da temperatura de dessnaturagio,
nio se pode afirmar gque o processo de imobilizagio protegeu as enzimas quanto a sua estabilidade térmica, uma vez
que o desvio de = 1°C ¢ limite de sensibilidade do DSC convencional. Entrefanto, constatamos que houve um
pequeno aumento no AHppgq destas proteases imobilizadas.

Estudos de desnaturaglo térmica da papaina realizados por TIKTOPULO ¢ PRIVALOV (157)
sugerem que os dois dominios se desenrclam independentemente ¢ podem ser tratados como dois polipeptideos
separados em termos das suas caracteristicas de desnaturag3o (158). A separagdo distinta entre os dois dominios
pode ser claramente vista na Figura 28.

PRIVALOV (159) mostrou, em estudos calorimétricos realizados com a papaina, que a razido
Apped e pofr ¢ aproximadamente igual a 1,8 , indicando que esta enzima n3o obedece a2 uma cinctica em dois
estados,

A relagio AH et g AHppsy contida na Tabela VII demonstrou gue a papaina ¢ constituida por dois
dominios. Embora, tendo-se utilizado um DSC convencional os dados estio proximos dos obtidos por micro DSC
por PRIVALOV (159). As outras proteases mostram pelos dados da Tabela VIII um processo de desnaturacio em
dois estados. Nio existe na literatura a anilise da relagfio Aoyt not/AHpesn para a quimopapaina B ¢ papaya

profeinase.
Vil 6. ATIVIDADE DAS PROTEASES EM FUNCGAO DO TEMPO

Constatou-se gue as enzimas mantidas em solugdo tampo fosfato de sodio 0,1M pH 7,0 permaneceram

ativas a 37°C durante 12 horas, como pode ser observado na Figura 32. Esta confirmagio foi necesséria para o
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estudo calorimétrico da reacio enzima-subsirato, uma vez gue o microcalorimeiro deve ser termostatizado por

algumas horas, antes de iniciar a reagdo de protedlise.

Vil 7. Forupo  Calommttrico pa Reacio Ewnzma-Supsthato- EwmTalpia DE
Protebduse AHewr

A partir dos dados da titulagio caloriméirica verificamos que a varagiio de entalpia da reagdo
proteolitica é exotérmica. Nio foi possivel utilizar o substrato caseina tipo Hammusten devido 3 babia solubilidade
desta proteina (solugio até 1%), tomando impossivel a detecglio do efeito térmico da reaglo no microcalorimetro.
O substrato Z-ala-pNP também nio pode ser utilizado devido a sua répida hidrélise Figura 13 quando en: soluglo.
Mostramos na Figura 33 o perfil dos fermogramas (fluxo de energla com o tempo) apds a adiglo do substrato nas
irés enzimas.

O efeito térmico produzido numa reagio profeolitica enzima-substrato depende do pH e forga idnica do
meio envolvendo a participagio de infimeros tipos de interagBes quimicas: interaglio enzima-substrato; gucbra de
ligagdes peptidicas entre aminoécidos diferentes da estrutura priméria da profeina; desolvatagdo ou solvatagBo dos
aminodcidos que ap6s a quebra se tornam extremidades de um fragmento de cadeia proteica; desestrutiracdo da

4gua organizada ao redor das regides hidrofobicas; desestabilizagio das interagdes cletrostaticas entre grupo NH; e
COO da regido clivada; rearranjo das interagbes hidrofobicas entre grupos CHiwzﬁ:mr e cs-«}z , Tearranjo

das interagbes cletrostaticas e pontes de hidrogénic para a manutenclo da arquitctura tridimensional dos
polipeptidios restanies.

Estudos realizados com substratos sintéticos mostram que a entalpia da hidrolise de dipeptideos variam
numa faixa de (6,5-11,0) kJ por mol de ligagGes peptidicas hidrofisadas (104 ).

RAWITSCHER et alii (105) estudaram o calor de reagio para as enzimas carboxilpeptidase €
leucineaminopeptidase, usando o substrato sintético L-tirosilglicinamida. Na faixa de pH (8,0-3,6) foi possivel
verificar umna pequena variagio de entalpia 4,8-5,8 kl/mol. Neste estudo a ligaglo clivada pela enzima € somente
uma ligago amida.

Uma grande diferenga nos valores de entalpia de reagio usando-se como substratos peptideos ¢ amidas
pode ser observada na Hiteratura e estfio resumidas na Tabela XTI Esta diferenga ¢ atribuida 3 grande variaglo de
entalpia de ionizagio do ion amdmio. Resumidaments, a diferenga entre o calor de hidrélise dos peptideos ¢ amidas

¢ devido 4 maior interac o entre o NI, e o solvente.




TABELA XTI ENTALPIA DE HIDROLISE DE PEPTIDEOS A 25°C (103).

SUBSTRATOS LIGACAO HIDROLIZADA AH kJ/mol
Poli-lisina Lisina-lisina 5,2
L-Tirosilglicinarnida Tirosina-glicina 5,4
Benzoil-I -tirosilglicina Tirosina-glicina 5.6
Benzoil-L -tirosilglicinamida Tirosina-glicina 6,5
Benzoil-L~tircsina Acido benzdico-tirosina 83
Carbobenzoziglicit-L-leucina Glicina-leucina 8,8
Benzoil-l ~tirosilglicinamida Acido benzbico-tirosina 9,3
Carbobenzoxiglicii-L-fenilalanina Glicina-fenilalanina 10,7
Benzoil-l -tirosinamida Amida 24.4
Glicil-L ~-fenilalanine Amida 26,0
Benzoil-L-argininamida Amida 27,8

g4

Os valores de Alpor encontrados por nds utilizando um substrato protéice contendo centenas de
ligagBes peptidicas € da ordem de cem vezes maior do que quando se utiliza um substrato sintético. Os valores de A
Hpror 580 diferentes entre si confirmando a diferente especificidade pelo mesmo substrato.

Destas enzimas apenas a papaina tem sua especificidade bem conhecida, que é ser suscetivel s HigacBes
formadas pelos aminoécidos lisina ¢ arginina e & Hgaglo proxima ao grupo carboxilico da fenilalarnina. Alguns
derivados do dcido glutdmico, glicina ¢ leucina também sio hidrolisados pela papaina (160).

A especificidade para quimopapaina ¢ papaya proteinase ainda n3o estd bem esclarecida. Um estudo a
respeito da especificade da papaya proteinase realizado por BUTTLE et alii (161) demonstrou que a papaya
proieinase tem menor afinidade por ligagGes glicil-glicil do que a papaina. Papaina e quimopapaina no clivam as
ligagSes isoleucina e papaya proteinase cliva,

Determinamos os aminodcidos constituintes da caseina N-N'-dimetilada (ver Apéndice) e esta proteina
apresentou em sua constituigdo certa de 2% de residuos de isoleucina. Este fato colabora para explicar o maior
valor de AHpgror encontrado para a papaya proteinase.

O reconhecimento molecular da enzima pelo substrato resuita do arvanjo de interagBes envolvendo
pontes de hidrogénio, forgas de van der Waals, forgas cletrostdticas e efeitos estéricos e hidrofébicos (162). Um
importante aspecto do reconhecimento molecular, implica nas maneiras com que as propriedades guimicas do sitic

ativo da enzima dependem das interagBes especificas envolvendo as partes seccionadas do substrato. A papaina €
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particularmente valiosa para estudos cinéticos por causa da maneira sensivel na gual a reatividade do sitio catalitico
responde & combinag@o de pontes de hidrogénio e efeitos hidrofébicos (160).

Somente quando o substrato ou regides do substrato pode ocupar em certas combinacBes de interagbes
o sitio ativo, a catilise ocormre.

A mais notdvel diferenca entre as enzimas papaina, quimopapaina e papava proteinase ¢ 2 sua carga
total ¢ a distribuigo desta carga (162} o que acarreta diferengas na estrutura (eletrostética),

Estas enzimas possuem no seu sitic ativo o par cisteina-25 ¢ histidina-159. Um recente estudo de
cristalografia de raio X (163) indica que 2 energia do par idnico ¢ similar ao do par neutro e que o sitio ativo pode
apresentar uma dindmica entre 2 forma “zwitieridnica” e neuira destes aminodcidos.

No caso da papaya profeinase, a estrutura do seu sftio ativo é grandemente alterada pela prosenga do
acido ghutdmico e da argining, respeclivamente nas posigbes 23 e 65 (subsitio S1). Nestas mesmas posigdes, as
oulras cisieinas proteinases (papaina ¢ quimopapaina) po.suem o residuo de glicina-35. A mgnina ¢ o acido
glutimico estio localizados nas paredes da fenda do sitio ativo perto da cisteina-25 ¢ as cadeias laterais destes dois
residuos formam uma barreira através da parte superior da fenda ( 132).

A papaya profeinase fem uma especificidade restrita como resultado de uma restrigio estérica, imposta
por esta barretra, como confirmam os dados de Ky, obtidos neste trabatho. Enfretants, das trés cistefnas proteinases
estudadas, a papaya proteinase se destaca por sua extrema basicidade com um ponto isoelétrico maior que 11 (164
¢165). Papaina e quimopapaina tem ponto isoclétrico 8,8 ¢ 10,4 respectivamente ( 1).

Como podemos ver pelos resultados eletrofordticos a papaya proteinase cliva a caseina N,N'-dimetilada
obtendo-se desta clivagem peptideos que apresentam pesos moleculares menores ¢ maiores do gue aqueles
apresentados pela papaina ¢ quimopapaina. Como todas as forgas anteriormente citadas atuam sobre os peptideos
que sdo hidrolisados, este resuliado indica que o ndmero maior de peptideos formados scja um dos fatores
responsiveis pela maior valor de Aty oy (Tabela IX).

O estudo da protedlise destas enzimas ¢ muito interessante para mostrar, de uma maneira indireta, as
diferentes especificidades das proteases de uma maneira répida e facil.

Os pesquisadores BOLEN e BILTONEN (166); FLOGEL e BILTONEN (167), BATTISTEL et alii
(168); BOLEN ¢ SLIGHTOM (16%) ¢ PEREIRA DA SILVA ¢ PEDROSO DE LIMA (170) estudaram
mecanismos de aglo enzimdtica que envolvem consumo ou libertag8o de prétons. A protonagio ou desprotonagio

pode ser medida através da calorimetria, principalmente,com a titulagic microcalorimétrica, variando-se o pFL
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Através desta téonica estes sulores conmscguiram esclarecer algumas stapas do mecanismo de agBo de algumas
enzimas.

Como anteriormente citade do ldtex do mamoeiro apresentam um mecanismo de a¢@io composto de

duas etapas: uma  de acilagio ¢ outra de desacilagiio as guals envolvem protonaghe ¢ desprotonagdo

respectivamente. O estudo microcalorimeirico da titulagio destas enzimas em funglo do pH, com subsiratos de

pequeno peso molecular, seria de grande inicresse para elucidar o mecanismo de ago destas proteases.
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IX. CONCLUSAO

Desenvolveu-se um método para purificagio das proteinases do litex de mamoeiro, o qual mostrou ser
possivel a separagic quase completa das mesmas enlre si em um finico passo, através de cromatografia do extrato
de litex dislisado contra tampio acefato pH 50 em coluna de CM-Celulose cluida com o mesmo tampic em
gradientes descontinuos de concentragio crescente. A quimopapaina B ¢ papaya profeinase purifica’as por este
método apresentam wm Gnico componente proteico, quando submetidas a cletroforese em gel de poliscrilamida a
15% em pH 4,5, em sistemas ndo desnaturanies.

As vantagens deste método foram as seguintes:

« Nio submmeter o lalex a fratamento drasticos,

+ Menor volume de eluato.

s Mesmo grau de pureza obtido através de técnicas mais sofisticadas

O método desenvolvido para a purificagiio da papafna quando submetido a fracionamento por sais
apreseniou as seguintes vaniagons:

» Nio foi necessario tratar a enzima com agentes oxidantes.

 Dispensa o uso de cromatografia ou filtrag3o em gel para a obtengo da enzima pura.

« O volume de solugio utilizada durante o processo de purificagio foi sazﬁpfe pequend.

e O rendimento de obtengio da papaina cristalina foi de 2,5% maior do que os dos méiodos da

literatura

O método utilizado para imobilizagio das proteases mostrou ser muito eficiente, uma vez que apods oito
meses de imobilizagio, as enzimas mantinham sua atividade.

Constatamos que os dados cinéticos para as enzimas livres para os dois tipos de substratos estudados
(proteicos ) tiveram o seguinte comporiamento: papaina e quimopapaina B sempre apresentaram um Ky proximos
¢ papaya proteinase um Ky maior. Para as enzimas imobilizadas a papaina apresentou maior afinidade pelo
substrato do que as outras profeases.

Constatou-se que as proteases quimopapaina B ¢ papaya proteinase s8o termicamente reversiveis e que
o comportamento de desnaturagio destas proteases obedece um modeio de dois estados. Confirmou-se a existéncia

de estados intermediarios para a papaina,
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Utiizandoe DSC convencional foi possivel determinar a enialpla de desnaturagio Alpgey destas

proteases. Os valores da relagBo Ay uotiHprey concordam com os valores da lieratura para os processos de
desnaturagio que ocorrem com estados intermediarios.

A titelacEo microcalorimétria para a deferminaglio da variagio da entalpia de protedlise mostrou que

estas enzimas, apesar de terem uma estrufura priméria muito semefhante, apresentam um AH de protedlise muito

diferente. Ezﬁbma} a papayz proteinase tenha uma menor afinidade pelo substrato proteico estudado sua entalpia de

protedlise foi muito alta.
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Fletroforese em gel de poliacrilamida para comparagdo da caseina N N-dimetilada da Sigma ¢ a
cuimicamente em nosso labboratonio.

Condiches: Concentragio do gel 10% ; sistema desnaturante scontendo SDS 10%: tampio
tris glicina pl’ 8,8; corrente eléirica 30mA; duragio oifo horas; indicador azul de bromofenol;
temperatura ar iente e coloragio com Coomasie Briliant Blue,

poge 3= Caseina N,N'-dimetilada da Sigma contendo 50 pg de proteina.

povo 2= Caseina N, N'-dimetilada quimicamente modificada en nosso labordtorio contendo
50 pg de proteina.

poso 3= Caseina tipo Hammysten contendo 50 pg de profeina
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Figura 38. Espectro Infra Vermetho da Caseina N,N-Dimetilada da Sigma,

Condighes: Foi realizado pastiltha de KBr.
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Figura 39. Especiro Infra Vermelho dz Caseina N,N'-Dimetilada em Nossso Laboratorio.
Condigdes: Foi realizado pastitha de KBr,
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Figura 40. Espectrofotométria de RMN sfda Caseina N,N' Dimetilada da Sigma.
Condighes: Frequéncia 300,75~ tamanho do espectro 5000,0 Hz; temperatura arnbiente
solvente tetracloreto de carbono.
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Espectrofotométria deRMN da Caseina N, N'-Dimetilada em Nosso {.aboratorio.

Figura 41.
Condigdes: Ignais as decritas na figura 40.
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Figura 42. etereminagio dos Aminoacidos da Caseina N,N-Dimetilada da Sigmas.
Condiches: As amostras foram digeridas com HCI de acordo com o método de SANGER.
Apbs liofilizadas ¢ em seguida cluidas em coluna de troca ibmica.
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Figura 43. Determinagio dos Aminoacidos da Caseina N,N-Dimekilada em Nosso Laborétorio.
Condigdes : Iguais as descritas na figura 42,



