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RESUMO

A presente dissertacdo permitiu quantificar a presenca de glicerol-3-fosfato
oxidase (GPO, sn-glicerol-3-fosfato: oxigénio 2-oxidorredutase, EC 1.1.3.21) em
extratos de levedura seca de panificagcdo por dois métodos: polarografico e
colorimétrico.

A melhor metodologia de purificacdo da GPO foi obtida por rompimento
celular com esferas de vidro, em homogenizador do tipo Bead Beater (Biospec
products, USA), por 15 minutos, com 27,6% de eficiéncia de lise celular. O extrato
celular bruto foi tratado com 1% de sulfato de estreptomicina antes da precipitacdo
com igual volume de solugédo 30% (p/v) de polietilenoglicol 3350, dialisado e a sua
atividade otimizada por método colorimétrico.

A determinacdo das caracteristicas da GPO foi possivel em ensaios
contendo: 250 mM de glicerol-3-fosfato em tampao 0,1 M Tris-HCI pH 8,0 contendo
0,1% Triton X-100; 0,0133% de 4-aminoantipirina; 0,0266% de fenol; cerca de 0,40
unidade de peroxidase (PO) e agua destilada para completar o volume de ensaio. A
reacao foi iniciada pela adicdo de 15 uL de extrato enzimatico diluido 10 vezes
seguido de uma incubacao de 2 horas a 60°C e interrompida pela adicao de solucao
10% de SDS e a coloracao desenvolvida foi medida a 500 nm.

A GPO apresentou alta estabilidade térmica, pH de estabilidade entre 7,0 —
8,0 e a presenca de azida de sodio na concentracao de 0,05% manteve a atividade
da enzima por 21 dias a 40°C. Este método permitiu também quantificar glicerol-3-
fosfato, importante metabdlito intermediario da biossintese lipidica e glicolitica, na
faixa de 56 — 250 mM.
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ABSTRACT

The present dissertation allowed to quantify the presence of glycerol-3-
phosphate oxidase (GPO, sn-glycerol-3-phosphate: oxygen 2-oxidoreductase,
EC 1.1.3.21) in baker’s yeast extract by two methods: polarographic and colorimetric.

The best methodology of purification of GPO was obtained by cell debris with
glass beads, in a Bead Beater homogenizator (Biospec products, USA), for
15 minutes, with 27.6% of efficiency of cellular lysis. The crude cellular extract was
treated with 1% of streptomycin sulfate before the precipitation, with equal volume of
a solution of 30% (w/v) polyethylene glycol 3350, dialysed and its activity was
optimized by colorimetric method.

The determination of the characteristics of GPO was possible in assays
containing: 250 mM of glycerol-3-phosphate in 0.1 M Tris-HCI buffer, pH 8.0
containing 0.1% Triton X-100; 0.0133% of 4-aminoantipyrine; 0.0266% of phenol;
about 0.40 unit of peroxidase (PO) and water distilled to complete the volume. The
reaction was started by the addition of 15 pL of enzymatic extract diluted 10 times,
followed by incubation of 2 hours at 60°C, interrupted by the addition of solution 10%
of SDS, and the developed coloration was measured at
500 nm.

GPO presented high thermal stability, pH of stability among 7.0 — 8.0, and the
presence of sodium azide in the concentration of 0.05% maintained the activity of the
enzyme for 21 days at 40°C. This method also allowed to quantify glicerol-3-
phosphate, important intermediate metabolite of lipid biosynthesis and glycolysis, in
the range 56 - 250 mM.
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Introducdo 2

Glicerol-3-fosfato oxidase (sn-glicerol-3-fosfato: oxigénio 2-oxidorredutase,
EC 1.1.3.21, GPO), é uma enzima pertencente a classe das oxidorredutases
(oxidase), também conhecida através das seguintes sinonimias: alfa-glicerofosfato
oxidase, glicerol fosfato oxidase, glicerol-1-fosfato oxidase, glicerol-3-fosfato oxidase,
L-alfa-glicerol-3-fosfato oxidase e L-alfa glicerofosfato oxidase (BRENDA, 2007).

Trata-se de uma flavoproteina, isto €, enzima que contém flavina adenina
dinucleotidio (FAD) como grupo prostético e que realiza transporte de hidrogénio
para o oxigénio (STRITTMATTER, 1959), encontrada em diferentes microrganismos,
classificados como bactérias 4cidas laticas; por exemplo: Aerococcus (SUCHOVA et
al., 1992, MACKOVA et al., 2000, STREINTENBERGER et al., 2001), Enterococcus
(PARSONAGE et al, 1998), Lactococcus, Lactobaci//us (STRITTMATTER, 1959),
Leuconostoc (EMI et al., 1984), Pediococcus (SUCHOVA et al., 1992, KRAMER e
STECKHAN, 1997, MACKOVA et al., 2000), Propionibacteriun,_(lNCE et al. 1987),
Streptococcus (JACOBS e VANDEMARK, 1960, KODITSCHEK e UMBREIT, 1969,
ESDERS e MICHRINA, 1979, CLAIBORNE, 1986). Nao ha registros de sua
ocorréncia em humanos (KIRANAS et al., 1998).

As (glicerofosfato oxidases sdo comumente contrastadas a nucleotidio-
dependentes L- a- glicerofosfato desidrogenases, bastante difundidas na natureza.
Oxidases de animais e leveduras tém origem mitocondrial e catalisam a
transferéncia de elétrons do L-a-glicerofosfato via cadeia respiratéria. Em relacéao a
bactérias, a L-a-glicerofosfato oxidase aerodbica isolada de E coli apresenta-se
ligada (pelo menos parcialmente) a membrana e n&o utiliza o oxigénio molecular
como aceptor de elétrons, diferentemente do que ocorre nestas enzimas quando
isoladas de bactérias acidas laticas - sdo intracelulares, solluveis, e utilizam o
oxigénio molecular (ESDERS e MICHRINA, 1979; CLAIBORNE, 1986;
STREINTENBERGER et al., 2001).

Deste modo, a GPO é uma oxidase responsavel pela reacao de oxidacao do
glicerol-3-fosfato (G3P) a fosfato de diidroxiacetona (DHAP), mediante a reducao do
oxigénio a peroxido de hidrogénio (Figura 1). (BRENDA, 2007; IUBMB, 1992;
ESDERS e MICHRINA, 1979; KODITSCHEK e UMBREIT, 1969; CLAIBORNE, 1986;
JACOBS e VANDEMARK, 1960).
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Figura 1. Reacao redox catalisada por glicerol-3-fosfato oxidase.

A GPO tem extraordinario papel no metabolismo dos microrganismos em que
atua, uma vez que seu principal produto, glicerol-3-fosfato, € um importante
metabdlito na interligacao entre rotas metabdlicas: biossintese lipidica (precursor do
acido fosfatidico, composto chave intermedidario na sintese de todos os
glicerolipidios) e, glicélise (sintese enzimatica de monossacarideos via fosfato de
diidroxiacetona) (NGUYEN et al., 2004). Assim sendo, ela apresenta aplicacdes
praticas principalmente em sistemas acoplados para determinagéo diagnéstica e / ou
quantitativa de magnésio (WIMMER et al., 1986), glicerol-3-fosfato (KIRANAS et al.,
1998), triacilglicerol (FOSSATI e PRENCIPE, 1982; MCGOWAN et al., 1983;
SULLIVAN et al., 1985; VELDHOVEN et al., 1997), glicerol (MERCHIE et al., 1992;
MURPHY e GALLEY, 1994), acido fosfatidico (KISHIMOTO et al., 2003) e outros
fosfolipidios em soro sanguineo e outros materiais bioldgicos; pode ser utilizada para
medir atividades enziméaticas de glicerol quinase (HUANG et al., 1997) e enzimas
similares, acopladas ou ndo a outras enzimas ou sistemas cromégenos (SUCHOVA
et al., 1992; MACKOVA et al, 2000; STREINTENBERGER et al., 2001).
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1. Consideracoées gerais

Enzima, termo derivado do grego (en, dentro + zys.q. levedura) que pode ser
definido como tipo de proteina de natureza complexa (heteroproteina ou proteina
derivada) responsavel pelo controle de diversas fungbes vitais, inclusive processos
metabdlicos de conversdo de nutrientes em energia e novos materiais para as
células, atuando como catalisador em reac¢des bioquimicas. Embora o homem utilize
o poder catalitico das enzimas a milhares de anos, conhecimentos cientificos sobre
estas proteinas tiveram origem no século XIX, sendo, seu estudo e utilizacdo
incrementados desde entdo (VOET et al., 2000; TORRES, 2001; NELSON e COX,
2006).

As enzimas sao compostos de potencial aplicacdo industrial e podem ser de
origem animal (pepsina, lipases e esterases), vegetal (a e B-amilases, papaina,
bromelina) ou microbiana (catalase, pectinase) (MACEDO et al., 2003).
Comercialmente, sdo produzidas em grande escala por sintese microbiana, podendo
ser facilmente desnaturadas pelo calor; por agitacdo intensa; ondas ultravioletas e
ultra-sonoras e por substancias como: cianeto e fluoreto de sédio, tracos de metais
pesados, acidos ou bases (TORRES, 2001).

Como toda proteina, as enzimas sdo constituidas por longas cadeias de
aminoacidos unidas por ligacées peptidicas e arranjadas tridimensionalmente;
podendo ser de natureza intracelular (endoenzima) ou de natureza extracelular
(exoenzima), sendo capazes de digerir materiais nutritivos insolUveis como amido,
celulose e proteinas (PARK, 1992; SANT ANNA JR., 2001; TORRES, 2001).

Alguns autores consideram as enzimas de origem microbiana, especialmente
as extracelulares fungicas, as quais sdo responsaveis pela execucao de alteragcdes
nos nutrientes possibilitando o transporte destes elementos para o meio enddgeno,
como as principais enzimas de aplicagéo industrial. Tal fato se deve a facilidade de
producédo, purificacdo e recuperacao destas enzimas. Contudo, varios estudos vém
sendo realizados, a fim de permitir, cada vez mais, a diminuicdo dos custos destas
produgdes enzimaticas, destacando-se dentre eles a utilizacdo de residuos agro-
industriais no meio de cultivo (PELCZAR et al, 1997; MACEDO et al.,, 2003;
SPENCER-MARTINS e SA-NOGUEIRA, 2003).
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Estruturalmente, as enzimas sao holoenzimas, cataliticamente ativas, que
apresentam um centro ativo (porcao protéica, apoenzima) e, em alguns casos, um
cofator (coenzima ou ion metdlico ativo) que as auxiliam em suas atividades
cataliticas (VOET et al., 2000; TORRES, 2001; NELSON e COX, 2006).

A especificidade com que cada enzima se liga a seu substrato se denomina
“atividade bioldgica”, dependente do sitio de ligacdo substrato-enzima, isto é, do

arranjo tridimensional dos aminoacidos de uma determin
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estabelecidas 6 classes (IUBMB, 1992; SANT ANNA JR, 2001; TORRES, 2001;
BRENDA, 2007), conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Classificacao das enzimas segundo Enzyme Comission (IUBMB).

1. Oxidorredutases
(Feacdes de dxido-reducao: Transferéncia de
elétrons).

2 Transferases
(Transferéncia de grupos funcionais entre compostos).

3. Hidrolases
(Feacdes de hidralise: Transformam polimeros em
Mon&mearos).

4. Liases

(Quebra de ligagdes covalentes por eliminacao
mantendo ligagdes duplas ou anéis e adicionando
grupos a duplas ligacdes).

5. lsomerases
(Reacdes de isomerizacac: Rearranjo intramolecular
produzindo isdmeros opticos & geometricos).

6. Ligases
(Condensacio de 2 moléculas, associadas a hidralise
de uma ligac&o de alta energia, em geral, do ATP).

Dentre as classes enzimaticas consideradas pela IUBMB, as oxidorredutases
sdo uma categoria de enzimas de potencial interesse a diversos processos
quimicos, como os empregados na industria farmacéutica e de alimentos. S&o
responsaveis pela catdlise de reacées de oxidagdo e/ou reducado de substratos, ou
seja, reagcdes em que ha transferéncia de elétrons entre espécies quimicas. O
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substrato oxidado (agente redutor) é considerado doador de hidrogénio ou elétron,
enquanto aquele que foi reduzido (agente oxidante) é denominado receptor (IUBMB,
1992; DEVAUX-BASSEGUY et al., 1997; BRITO et al., 2004).

A nomenclatura adotada para as oxidorredutases baseia-se na estrutura:
doador, _ receptor oxidorredutase (nome sistematico). As oxidorredutases sao
subdivididas em 4 tipos principais (DIXON e WEBB, 1979; IUBMB, 1992):

= Desidrogenases: catalisam a transferéncia de hidrogénio do substrato ao
cofator nicotinamida adenina dinucleotidio (NAD");

» Oxidases: catalisam a transferéncia de hidrogénio do substrato para o
oxigénio molecular (espécie receptora) produzindo perdxido de hidrogénio como
subproduto;

» Peroxidases: catalisam a oxidacdo do substrato pelo peréxido de
hidrogénio;

= Oxigenases: catalisam a oxidacdo do substrato pelo oxigénio molecular,
produzindo agua como produto reduzido.

Este trabalho identificou e caracterizou parcialmente a glicerol-3-fosfato
oxidase em fermento de panificacdo. A quantificacdo da atividade desta enzima foi
realizada diretamente através da metodologia que utiliza a peroxidase de rabanete e
um sistema cromogénico para identificacdo da quantidade de perdxido de hidrogénio
liberado.

Assim, entre as oxidorredutases, destacaram-se, neste trabalho, duas
enzimas: glicerol-3-fosfato oxidase e peroxidase. A primeira foi descoberta
recentemente (meados dos anos 70) e tem sido usada principalmente na
quantificacdo de metabdlitos e enzimas em diferentes materiais. J4, a segunda é
amplamente encontrada na natureza e possui diversas funcbes e aplicacdes

tecnolodgicas.

2. Glicerol-3-fosfato oxidase

A (glicerol-3-fosfato oxidase (EC 1.1.3.21; sn-glicerol-3-fosfato: oxigénio
2-oxidorredutase; GPO) é uma flavoproteina (cofator: flavina adenina dinucleotidio -
FAD) pertencente ao grupo das oxidorredutases e que catalisa especificamente a
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oxidacao do glicerol-3-fosfato a fosfato de diidroxiacetona concomitante a reducéo
do oxigénio a peréxido de hidrogénio, conforme a seguinte reagao (SUCHOVA et al.,
1992; KIRANAS et al., 1998; MACKOVA et al., 2000):

GPO

sn-glicerol-3-fosfato + O, = fosfato de diidroxiacetona + H2O»

Trata-se de uma enzima encontrada em diversas fontes de microorganismos,
podendo ser somente isolada a partir de bactérias acidas laticas (Tabela 2), nao
havendo, contudo, registro de sua ocorréncia na espécie humana (ESDERS e
MICHRINA, 1979; KIRANAS et al., 1998; MACKOVA et al., 2000).

Tabela 2. Fontes de obtencao de GPO.

Organismo Referéncias

- Sachova et al., 1992; Mackova et al., 2000; Streitenberger et al.,
Aerococcus viridans

2001.
Lactobacillus Strittmatter, 1959.
Propionibacteriun._ Ince et al., 1987.

Streptococcus faecalis Jacobs e Vandermark, 1960.
Koditschek e Umbreit, 1969; Esders e Michrina, 1979;
Claiborne, 1986.

Outros Suchova et al., 1992.

Streptococcus faeciun,_

2.1. Meio de producao da GPO

Microorganismos sdo capazes de utilizar e sintetizar glicerol, podendo,
inclusive utiliza-lo como Unica fonte de carbono e energia durante seu crescimento.
O glicerol pode ser metabolizado por procariotos através da fosforilagdo do
glicerol-3-fosfato e posterior desidrogenacao para originar fosfato de diidroxiacetona
e vice-versa. A reacdo de transformacdo do glicerol-3-fosfato a fosfato de
diidroxiacetona pode ocorrer de 2 maneiras: 1) catalise por glicerol-3-fosfato
desidrogenase (sn-glicerol-3-fosfato: NAD* 2-oxidorredutase, EC 1.1.1.8, G3PDH),
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enzima que utiliza NAD como aceptor de elétrons; ou, 2) catdlise por
glicerol-3-fosfato oxidase, que utiliza o oxigénio molecular como aceptor primario de
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A producdo da enzima glicerol-3-fosfato oxidase esta bem colocada na
literatura, quanto a origem bacteriana, porém, poucas evidéncias denotam sua
existéncia em leveduras. Gancedo et al. (1986) relatam a presenca da enzima
glicerofosfato oxidase em levedura, no entanto, esclarecem, em seu préprio texto, se
tratar de uma desidrogenase (glicerol-3-fosfato desidrogenase, EC 1.1.99.5) néao
ligada ao nucleotidio, proveniente de Candida utilis, e que foi assim nomeada para
evitar confusdo com glicerol-3-fosfato desidrogenase NAD-dependente (EC 1.1.1.8)

que atua fisiologicamente de forma oposta.

2.2.Propriedades da GPO

Segundo Mackova et al. (2000), as proteinas tém propriedades ligeiramente
diferentes, pH 6timo, temperatura 6tima, constante de Michaelis e, quase sempre,
estabilidade muito baixa. Assim, muitos estudos s&o feitos a fim de evidenciar,
verificar e até melhorar as caracteristicas das enzimas.

Em relagéo a GPO purificada oriunda de Streptococcus faeciung ATCC 12755,
as propriedades fisico-quimicas foram estudadas, em 1979, por Esders e Michrina.
Trata-se de uma enzima de estrutura dimérica, de massa molecular de 131 kDa,
subdivididos em duas subunidades de 72 kDa cada; apresentando 2 mols FAD
ligados a cada mol de enzima e especificidade para L-glicerol-3-fosfato (G3P) como
substrato e oxigénio como melhor aceptor de elétrons.

Embora a GPO seja especifica para L-glicerol-3-fosfato, a mistura racémica
também pode ser utilizada, uma vez que o enantibmero D ndo é convertido ao
produto e também nao interfere nos passos seguintes (SCHOEVAART et al., 2000).

Para GPO proveniente de Propionibacteriun,_freudenreichii DSM 20270, Ince
et al. (1987) relataram ter tal enzima uma purificacao bastante dificil. Mas, apesar
disso, as caracteristicas encontradas por seus estudos foram similares aquelas
descritas na literatura para bactérias acidas lacticas em termos de pH 6timo e de
estabilidade, especificidade de substrato e tamanho de subunidade, porém
apresentava diferencas quanto ao tamanho da enzima nativa, 365 kDa quando
comparado a 74 kDa da enzima de Aerococcus viridans, e menor Kr,_para o

substrato L-glicerol-3-fosfato que, segundo os autores, seria um importante atributo
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para a constituicdo de kits clinicos colorimétricos empregados na determinacao dos
niveis de triglicérides.

Comercialmente, uma das GPO disponiveis no mercado, € uma enzima
quimicamente modificada, expressa por uma Escherichia coli recombinante e de
propriedade da Roche Applied Science. Esta enzima tem como caracteristicas
massa molecular aproximada de 75 kDa, ponto isoelétrico 4,2 e Kk, variavel em
funcédo de pH e da concentragdo do tampao utilizado. A mesma apresenta também
estrutura protéica monomérica e como cofator flavina adenina dinucleotidio (FAD).
Os inibidores da atividade enzimatica sdo sais de mercurio e de prata bem como
sédio dodecil sulfato (SDS). A reacéo desta enzima mostrou ser altamente especifica
para glicerol-3-fosfato, ter pH 6timo em tampéao Tris-HCI entre 8,0 e 8,5 e pH de
estabilidade em tampao fosfato entre 6,5 e 8,5, possuindo maior estabilidade térmica
guando sujeita a baixas temperaturas (10 - 30°C / 24horas) (ROCHE, 2003/2004).

A enzima isolada por Mackova et al. (2000) a partir de Aerococcus viridans
mutante demonstrou ser extremamente instavel. Assim, estudos de temperatura
6tima de reacdao contendo GPO demonstraram melhores resultados a 37°C,
enquanto, durante a estocagem, o aumento da temperatura influenciou
negativamente promovendo uma queda da atividade enzimatica em menor periodo
de tempo (-20°C por 40 dias; 40°C por 80 minutos). Estudos de pH mostraram
melhores condicoes de estabilidade enzimatica, em periodo equivalente a trés
semanas, em pH 9,0, porém o melhor valor de pH para atividade da enzima foi 7,5.

Sabe-se que, principalmente em casos de enzima instavel, ndo existe
necessariamente uma correspondéncia entre as propriedades empregadas durante
a realizacdo da reagdo enzimatica e aquelas utilizadas para sua estabilidade
(MACKOVA et al., 2000). Portanto, os diferentes resultados encontrados de pH e
temperatura, de reacdo e de estocagem, possibilitou aos autores afirmar que a
estabilidade da GPO desta espécie mutante é realmente muito baixa (MACKOVA et
al., 2000). Deste modo, os autores realizaram varios ensaios para tentar maximizar
e / ou estabilizar tal atividade. Os melhores desempenhos foram alcangados pela
presenca de triton X-100 1% (v/v) ou glicerol 50% (v/v) no extrato de GPO purificado.
Os ensaios de estocagem mostraram manutengcdo de 60-75% de atividade
enzimatica, em extratos contendo ditiotreitol 0,2% (v/v), mercaptoetanol 0,2% (v/v),

glicerol 50% (v/v) ou EDTA 0,1M. A liofilizagdo do extrato enzimatico contendo
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trealose, sacarose, inositol ou dextrina Il, em concentracao de 2%, estabilizaram 50-
75% da atividade original da enzima (MACKOVA et al., 2000).

3. Peroxidase

A peroxidase € uma enzima (EC 1.11.1.7; doador: peréxido de hidrogénio
oxidorredutase; PO) pertencente ao grupo das oxidorredutases, amplamente
encontrada nos organismos vivos (Tabela 3) e de mudltiplos papéis fisiolégicos.
Trata-se de uma hemeproteina (grupo prostético: ferriprotoporfirina 1ll) capaz de
decompor o peroxido de hidrogénio (principal substrato; receptor) em presenca de
um doador de hidrogénio (composto redutor), conforme a seguinte reacdo (VAMOS-
VIGYAZO, 1981):

PO
doador + H>0O, - doador oxidado + 2H,O

Tabela 3. Fontes de obtencao de PO.

Organismo Referéncias

Arnqoracia rusticana (Rabanete- raiz) Kenten e Mann, 1954; Azevedo et al., 2003;
Sakuyama et al., 2003; Zhong et al., 2005;
Sariri et al., 2006.

Carica papaya (Mamao papaiaq Silva et al., 1990.

Daucus carota (Cenoura Chantenay) Soysal e Séylemez, 2005.
Dioscorea rotundata (Inhame) Chilaka et al., 2002.
Ipongoea l?atavz‘avs (Batata doce) Neves e Lourengo, 1985.
Mallus conqunis (Maga - casca/ polpa) Valderrama et al., 2001.
Roystonea regia (Palmeira real - folhas) Sakharov et al., 2001.

Os doadores de hidrogénio podem ser: fendis (ex. p-cresol, guaiacol,
resorcinol), aminas (ex. anilina, benzidina, o-dianisidina) ou outros compostos
organicos; substratos que, em sua maioria, apresentam natureza carcinogénica,
mutagénica e / ou alta toxicidade e, de acordo com sua identidade, podem
influenciar nos produtos resultantes desta oxidagdo, sendo, desta forma,
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preferencialmente utilizados para uma dada proposta como, por exemplo, o guaiacol
em processos que envolvem tratamento térmico (VAMOS-VIGYAZO, 1981; ESKIN,
1990; VOJINOVIC et al., 2004; SOYSAL e SOYLEMEZ, 2005)

A peroxidase tem sido extensamente utilizada e investigada para fins
analiticos e, com o desenvolvimento da bioengenharia e biotecnologia, tem-se
aumentado o interesse na obtencado de métodos rapidos e seguros para monitoracao
da concentracdo de substratos, metabdlitos e inibidores da peroxidase em meio de
cultura, bem como para o controle de bioreatores. Assim, encontram-se disponiveis
na literatura diversos trabalhos que a utilizam (colorimetria, quimioluminescéncia,
fluorescéncia, espectrofotometria e medidas amperométricas) (VOJINOVIC et al.,
2004).

Deste modo, a peroxidase tem sido aplicada em estudos relacionados ao
branqueamento de frutas e vegetais, em que é freqlentemente usada como
indicador de efetividade deste tratamento devido a caracteristica de ser uma enzima
altamente termoestavel e cuja perda de atividade de indica uma correspondente
perda de atividade de outras enzimas deteriorativas. Devido a dificil inativacao desta
enzima, niveis de atividade residual podem ser tolerados em diferentes vegetais,
sem a promocdo de efeitos adversos na qualidade do produto, minimizando-se,
porém, os efeitos de branqueamento (ESKIN, 1990).

A inativacdo da peroxidase tem sido abordada por diversos autores a partir de
diferentes tratamentos térmicos aplicados a produtos alimenticios como: macas
(VALDERRAMA et al.,, 2001); palmeira real (SAKHAROV et al., 2001); aveia
(WEBER et al., 2002) e cenouras (SOYSAL e SOYLEMEZ, 2005); ou, ainda, pelo
emprego de outras alternativas tecnoldégicas mais promissoras como pelo emprego
de campo elétrico pulsado (PEF), técnica esta que também auxilia na manutencao
do aspecto nutricional e de melhores caracteristicas organolépticas (principalmente
nos atributos sabor e cor) dos alimentos (ZHONG et al., 2005).

A peroxidase tem servido como parametro da atividade metabdlica durante o
crescimento vegetal por participar de grande numero de reacdes oxidativas e de
biodegradacado, as quais adjuntas ao ambiente, irrigagcdo e composi¢cao do solo e,
sobretudo a cuidados durante e p6s-colheita, podem provocar uma resposta adversa
do consumidor decorrente de alteracdes organoléptica e visual das propriedades do

produto, associadas a degradacdo da qualidade no que se refere ao sabor, cor,
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textura e qualidade nutricional de alimentos. Assim sendo, o controle de atividade da
peroxidase faz-se de suma importancia para a tecnologia de alimentos, uma vez que
esta é uma das enzimas (junto principalmente a polifenoloxidase, PPO)
responsaveis pelo escurecimento em frutas e vegetais e de seus produtos
processados (VAMOS-VIGYAZO, 1981; SAKHAROV et al., 2001; TOMAS-
BARBERAN e ESPIN, 2001; VALDERRAMA et al., 2001; CHILAKA et al., 2002;
ANTONIOLLI et al., 2003).

No entanto, a conducdo da producdao de polimeros escuros (melaninas)
também evidenciado pela presenca da peroxidase em alimentos ndo é de tudo
prejudicial, uma vez que a degradacao oxidativa de compostos fendlicos em alguns
produtos tais como cha, passas, ameixa seca e palmeira € um acontecimento bem-
vindo para a intensificacdo da coloracao marrom-preta, caracteristica destes tipos de
produtos (TOMAS-BARBERAN e ESPIN, 2001) e permitiu a Mello e colaboradores
(2003 e 2005) avaliarem de maneira facil e rapida o potencial antioxidante de chas,
no que se refere a seus constituintes fendlicos, mediante o desenvolvimento de um
biosensor contendo peroxidase imobilizada em silica de titanio, sem a necessidade
de qualquer pré-tratamento da amostra.

A peroxidase de rabanete foi também apontada como removedora de fendis e
aminas aromaticas de solu¢des aquosas bem como meio para descolorir fendis de
efluentes, uma vez que esta enzima oxida inimeros fendis na presenca de peréxido
de hidrogénio, gerando os radicais fenoxi correspondentes, e formando substancias
muito menos sollveis em agua que os substratos originais e que, apos precipitagéo,
podem ser separados da solugdo por filtracdo ou floculacdo. Thong et al. (1998),
estudaram os parametros cinéticos que envolvem a remocéao de fendis e clorofendis
da agua residual catalisada por peroxidase, verificando também os efeitos da
concentragcao de perdxido de hidrogénio e o tipo de substrato (fenol, 3-clorofenol, 4-
clorofenol) para a remocéao de poluentes.

Muitos trabalhos vém sendo realizados com o intuito de consolidar a
substituicdo de meétodos mais trabalhosos, caros, complexos e demorados, por
outros mais vantajosos, principalmente em relagéao a facil manipulagéo, a correlacéo
de resultados entre métodos quimicos padronizados e com a possibilidade de uso
para determinagcées analiticas de determinados metabdlitos em laboratérios
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bioanaliticos ou durante sua produgcdo biotecnolégica industrial (MERCHIE et
al.,1992; KIRANAS et al., 1998; VOJINOVIC et al., 2004).

Em 2004, Vojinovic et al. propuseram a otimizacdo de um sistema acoplado —
PSA (acido fenil-4-sulfénico) / 4-AAP (4-aminoantiprina) / PO (peroxidase), e sua
possivel acoplagdo a injecao de fluxo para a determinacdo da concentracdo de
peréxido de hidrogénio e com enzimas do tipo oxidases para monitoracdo do
consumo de nutrientes (glicose, galactose, lactato e outros) e metabdlitos (etanol)
formados durante o processo fermentativo.

O acoplamento de reagdes catalisadas pela glicerol-3-fosfato oxidase (GPO)
e peroxidase (PO) tem sido usado em diversas propostas analiticas.

Fossati e Prencipe (1982) descreveram uma reagcdo enzimatico-colorimétrica,
que possibilita a dosagem (15minutos a temperatura ambiente) de triglicérides no
soro humano, utilizando a hidrélise do trigliceridio sanglineo pela lipase
(triacilglicerol acilhidrolase, EC 3.1.1.3), constituindo glicerol, que ao ser catalisado
pela glicerol quinase (ATP: glicerol 3-fosfotransferase, EC 2.7.1.30, GK) e glicerol-3-
fosfato oxidase, gera peréxido de hidrogénio, a ser monitorado a 510nm, mediante
presenca de peroxidase e agente cromogénico (acido 3,5-dicloro-2-
hidrobenzenosulfénico/ 4-aminofenazona). A adog¢éo de tal procedimento permitiu a
obtencdo de dados sensiveis, precisos e confiaveis.

Método semelhante foi empregado por McGowan et al. (1983), porém
consistia na substituicdo do sistema cromogénico por 4-aminoantipirina e sodio 2-
hidroxi-3,5-diclorobenzenosulfonato, constituindo um composto quinonimina
vermelho acobreado que permite leitura de absorbancia a 510nm, sem necessidade
de diluicao prévia da amostra sanguinea.

Em 1998, Kiranas et al. imobilizaram GPO em esferas de vidro ndo-porosa, as
quais foram colocadas em um tubo de Teflon para fabricar um reator que ligado ao
sistema FIA (injecdo de fluxo) permitiia a determinacdo de glicerol-3-fosfato em
amostras, seguindo a otimizacao de seus parametros. O método baseava-se na
oxidacao enzimatica de glicerol-3-fosfato e a determinacdao de H.O. formada pelo
reagente de Trinder (4-AAP: 4-aminoantipirina + DCPS: acido 3,5-dicloro-2-
hidroxifenilsulfénico) e medido a absorbéancia a 510nm. A estabilidade do reator
também foi investigada, bem como, a montagem de um sistema FIA com uso de

GPO solavel. O procedimento proposto ofereceu muitas vantagens significativas:
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rapidez, simplicidade, sensibilidade e precisdo, aléem de permitir o uso desta técnica
para determinac¢des analiticas deste metabdlito em laboratérios bionaliticos ou
durante sua producéao biotecnol6gica industrial.

Determinacées de acido lisofosfatidico (LPA) em plasma também foram
obtidas por Kishimoto et al. (2003). O método mostrou ser simples, altamente
sensivel e permitiu sua utilizacdo com analisadores automaticos; o LPA de uma
amostra era hidrolisado pela lisofosfolipase (2-lisofosfatidilcolina acilhidrolase,
EC 3.1.1.5) a glicerol-3-fosfato, seguido de um ciclo enzimatico que utiliza glicerol-3-
fosfato oxidase e glicerol-3-fosfato desidrogenase. Concentragdes de perédxido de
hidrogénio, composto resultante do ciclo, foram colorimetricamente mensuradas
apds reacao deste reagente com peroxidase.

O glicerol € um tridlcool requerido em muitos campos, tais como em analises
clinica, farmacéutica e alimenticia e na monitoragcdo de processos biotecnoldgicos.
Existem diversas metodologias descritas em literatura para se determinar o glicerol.
Uma das mais recentes publicacdes apresenta um biosensor amperométrico
enzimatico GK/GPO/PO que permite realizar estimativas do conteudo deste
composto em fluidos biol6gicos complexos, utilizando sistemas automatizados e com
boa correlacdo de resultados e estabilidade suficiente para monitoramento e controle
durante o processo fermentativo (KATRLIK et al., 2006).

A quantidade de magnésio em sangue pode ser também mensurada através
de procedimento colorimétrico, no qual a glicerol quinase, enzima magnésio-
dependente, fosforila glicerol a glicerol-3-fosfato, sendo este oxidado a fosfato de
diidroxiacetona e peréxido de hidrogénio pela glicerol-3-fosfato oxidase. Este
peréxido formado é depois reduzido pela acdo da peroxidase, produzindo um
composto vermelho com absor¢do maxima a 510nm. A producdo de coloragao é
proporcional a concentracdo do complexo Mg-ATP, o qual é, por sua vez,
proporcional a concentracdo de magnésio no sangue. Este método mostrou ser
rapido e preciso, sem necessidade do uso de equipamentos caros, facilmente
automatizado (WIMMER et al., 1986).

Ensaios de atividade enzimatica para lipase (FOSSATI et al., 1992), glicerol
quinase (GK; HUANG et al., 1997) e nucleosideo difosfato quinase (LASCU et al.,
1993) podem ser realizados pelo emprego de reacdes acopladas a partir de

combinacdo de reacdes catalisadas pela glicerol-3-fosfato oxidase e peroxidase.
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Os objetivos deste trabalho foram:

e Evidenciar a presenca de glicerol-3-fosfato oxidase em extrato de levedura
seca de panificacao;

e Otimizar a metodologia para obtencdo e purificacdo de glicerol-3-fosfato
oxidase proveniente de extrato celular bruto de levedura seca de panificacéo;

e Estudar alguns parametros cinéticos e de estabilidade de glicerol-3-fosfato

oxidase.



Material e métodos
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1. Obtencao dos extratos celulares brutos de levedura e de rabanete

Utilizou-se como fonte de enzimas fermento biolégico seco instantadneo -
massa salgada procedéncia Mauri ® (Mauri Brasil IndGstria, Comércio e Importacdo
Ltda.) para obtencao de glicerol-3-fosfato oxidase e, rabanete orgéanico, adquirido no

comeércio, para a peroxidase.

1.1. Obtencao de peroxidase (PO)

O extrato bruto foi obtido através de metodologia descrita por Neves e
Lourenco (1985), modificada como segue: trituracdo de rabanete descascado (5009)
e homogeneizado em liquidificador com adicdo de porcdes de solucdo tampao
acetato 0,1 M pH 5,0 (total: 20 mL). O homogenato foi filtrado em gaze e
centrifugado por 10 minutos a 4000 rpm (1296 x g) em centrifuga refrigerada, sendo
o sobrenadante congelado e utilizado como fonte de peroxidase.

1.2. Obtencao de glicerol-3-fosfato oxidase (GPO)

1.2.1. Rompimento com esferas de vidro

O extrato celular bruto foi obtido através de metodologia descrita por Tininis
(2001), modificada em laboratoério, como segue: 10,00 g de fermento bioldgico seco
instantaneo Mauri ® (massa salgada) (Balanca Adam AFA-120 LC), 100 mL de
tampao (solucdo tampao citrato de soédio 2 mM pH 6,2 contendo - mercaptoetanol
2 mM) e 100,0 g de esferas de vidro (425-600 micras, Sigma). O rompimento foi
realizado em um homogeneizador tipo “Bead Beater” (Biospec Products
Incorporation, modelo 1107900) por 15 minutos em banho de gelo. O extrato celular
(sobrenadante) foi separado em centrifuga Sorvall (Legend RT) refrigerada a 6000
rpm (2917 x g) por 10 minutos.

Em seguida, adicionou-se ao extrato celular bruto obtido acima, 1% de sulfato
de estreptomicina (Sigma) em banho de gelo e agitagcdo, mantendo-o por 60 minutos
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em geladeira. Centrifugou-se, em seguida, em temperatura de refrigeracdo por 20
minutos a 12000 rpm (11671 x g). A este sobrenadante, procedeu-se a precipitacao,
em banho de gelo e agitagdo, com solucao 30%, igual volume, de PEG 3350
(Sigma).

Apbs repouso em geladeira por aproximadamente 12 horas, fez-se
centrifugacao por 20 minutos a 12000 rpm (11671 x @), suspendendo o precipitado
em tampéao Tris-HCI 10mM, pH 7,2, levando-o a dialise por 24 horas em tampéao
(solucao tampao citrato de sodio 2 mM pH 6,2 contendo sulfato de manganés
10 mM e B-mercaptoetanol 2 mM) em geladeira, sob agitacdo; e, ao final do
procedimento, o extrato clarificado foi centrifugado por 10 minutos a 10000 rpm
(8105 x g), sendo denominado extrato enzimatico obtido por rompimento com
esferas.

1.2.2. Rompimento com areia

O extrato celular bruto foi obtido através de combinacdo de metodologias
descritas por Lin et al. (1996) e Esders e Michrina (1979), modificada em laboratério,
como segue: 10,00 g de células de levedura seca de panificacao foram trituradas em
gral, mediante a adicdo de 5,00 g de areia tratada (solugédo sulfocrémica) e porcdes
de solugédo tampao acetato 0,1 M pH 6,5 contendo 0,1% Triton X-100 (volume total:
50 mL) por aproximadamente 30 minutos. O extrato celular (sobrenadante) foi
separado por centrifugacao refrigerada a 7000 rpm (3971 x g) por 40 minutos; apos
o qual se fez um fracionamento salino com sulfato de aménio (0-60%), mantendo-o
em repouso em geladeira por 12 horas. Fez-se a centrifugacdo por 60 minutos a
7000 rpm (3971 x g), suspendendo o precipitado em tampao acetato 0,1 M pH 6,5,
seguido de dialise por 24 horas com solucao citrato de sédio 2 mM pH 5,5 contendo
sulfato de manganés (10 mM) e B-mercaptoetanol 2mM em geladeira, sob agitacao;
e, ao final do procedimento, o extrato clarificado foi centrifugado por 15 minutos a
7000 rpm (3971 x g), sendo denominado extrato enzimatico obtido por rompimento

com areia.
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A metodologia de rompimento celular com areia, por ser uma técnica de maior
dificuldade de execucdo para obtencdo de extratos homogéneos, foi utilizada
apenas para alguns ensaios iniciais, detalhados ao longo da dissertacao.

2. Determinacao da presenca de glicerol-3-fosfato oxidase (GPO) no
extrato de levedura

Baseia-se na determinacao qualitativa do consumo de oxigénio da reacao de
oxidacdo de glicerol-3-fosfato a fosfato de diidroxiacetona pela enzima glicerol-3-
fosfato oxidase (GPO) feita polarograficamente em Oxigrafo YSI 5300A (eletrodo de
oxigénio do tipo Clarck), com adaptagcdes de técnicas descritas por Lin et al. (1996) e
Esders e Michrina (1979).

O sensor de oxigénio foi inserido em uma pequena cubeta (volume total: 4mL
total) contendo 2,5 mL de solugdo 60mM glicerol-3-fosfato, 0,5 mL de solucéo
tampao acetato 0,1M pH 6,0 e provido com agitador magnético. Insercbes em
seringa foram feitas pela rolha para adicao de reagente (1mL de extrato enziméatico
de levedura contendo GPO obtido com rompimento com areia tratada). Durante todo
0 ensaio, a temperatura foi mantida a 37°C em banho-maria e a sensibilidade do
eletrodo verificada e ajustada. A captagdo de oxigénio foi registrada
automaticamente em papel milimetrado e representou uma diminuicdo da pressao
parcial de oxigénio dissolvido na fase liquida (porcentagem de consumo de oxigénio)
com o passar do tempo.

3. Ensaios de atividade de glicerol-3-fosfato oxidase (GPO) e de
peroxidase (PO)

A dosagem de enzimas € sempre feita através da medida de sua atividade
(célculo abaixo) (TORRES, 2001).

A - diluic
Atividade (U/mL) A Absorbéncia x Volume total da reagédo (mL) X diluigao

Caminho 6tico (cm) x Tempo (min) x € x Volume de amostra



__________ Material e métodos 4

A atividade especifica € uma medida habitualmente utilizada como parametro
de comparacao entre diferentes preparacoes e etapas do processo de obtencéo
enzimatica, sendo expressa em termos de atividade por miligrama de proteina
(TORRES, 2001).

3.1. Ensaio de atividade da peroxidase (PO) de rabanete

A atividade da peroxidase (PO), enzima que catalisa a oxidacdo de um
doador de elétrons pelo peréxido de hidrogénio, foi realizada baseada em Neves e
Lourenco (1985) modificado, utilizando-se a seguinte mistura: 0,2 mL o-dianisidina
15 mM (em etanol); 0,2 mL perdxido de hidrogénio 30 mM; 5 pL extrato de rabanete
e 2,595 mL solucdo tampao citrato-fosfato 0,08 M pH 5,5, completando 3,0 mL de
ensaio em cubeta. Acompanhou-se, em espectrofotdbmetro (Amersham Biosciences
— Ultrospec 2100pro) a variacao de absorbancia a 460 nm no primeiro minuto. O
ensaio branco continha todos os reagentes, exceto a peroxidase (¢ o-dianisidina:
11300 M ™' ecm™). Uma unidade de atividade de peroxidase foi definida como a
unidade de absorbéancia gerada por minuto nas condi¢ces de ensaio.

3.2. Ensaio colorimétrico de atividade de glicerol-3-fosfato oxidase
(GPO)

Algumas metodologias foram utilizadas para tentar padronizar (modelo
abaixo) o ensaio colorimétrico para dosagem de atividade da GPO.

L- a- Glicerol - fosfato oxidase

L- a- Glicerol-fosfato + O, — Fosfato de diidroxiacetona + H,O,

Peroxidase

H.O. + (Sistema Cromo6geno / Doadory— Quinonimina (Doador oxidado/Composto colorido) + 2H,0

Em todos os ensaios, uma unidade de atividade de glicerol-3-fosfato oxidase
corresponde a quantidade de enzima que produz, nas condigcdes de ensaio, 1umol

de perdxido de hidrogénio por minuto.



__________ Material e métodos 2

A) O-dianisidina

A atividade de glicerol-3-fosfato oxidase foi determinada em banho-maria a
37°C, acoplando a reacgdo catalisada pela GPO (oxidagdo do glicerol-3-fosfato a
fosfato de diidroxiacetona concomitante a reducdo do oxigénio a perdxido de
hidrogénio) a reacdo de peroxidase (decomposicao do peréxido de hidrogénio em
presenca de um doador de hidrogénio), sendo feita a partir da seguinte mistura:
2,5 mL glicerol-3-fosfato 60 mM; 1,08 mL solugdo tampao acetato 0,1 M pH 6,0
contendo 1% Triton X-100; 400 pL o-dianisidina 15 mM (em etanol); cerca de 0,20
unidade de peroxidase (extrato de rabanete) e 10 uL extrato enzimatico de levedura
(fonte de GPO), completando 3,0 mL de ensaio. Aguardou-se a formacao de
composto colorido (alaranjado — 2 horas), interrompeu-se a reagao submetendo-a
por 5 minutos a fervura e fez-se leitura em espectrofotbmetro (Amersham
Biosciences — Ultrospec 2100pro) a 460 nm utilizando como valor do coeficiente de
extingdo molar (¢) para o-dianisidina: 11300 M™' ¢cm™. Os ensaios brancos foram
realizados em auséncia de substrato glicerol-3-fosfato, cujo volume foi compensado
pela adicdo de solugdo tamponante e pela auséncia da enzima GPO, compensada

pela adicao de agua destilada.

B) 4-aminoantipirina (4-AAP) e fenol

Neste ensaio, a atividade de glicerol-3-fosfato oxidase (enzima que catalisa a
oxidacao do glicerol-3-fosfato para fosfato de diidroxiacetona, mediante reducéo do
oxigénio para peroxido de hidrogénio) foi determinada de acordo com a metodologia
descrita por Stickova et al. (1992), modificada e adaptada em nosso laboratério,
como segue (60°C): 750 pL glicerol-3-fosfato 0,45 M dissolvido em solugdo tampéo
Tris-HCI 0,1 M pH 8,0 contendo 0,1% Triton X-100; 150 uL de 4-AAP 0,1%; 300 uL
de fenol 0,1%; agua destilada; cerca de 0,40 unidades de peroxidase (extrato de
rabanete) e 15 uL extrato enzimatico de levedura (fonte de GPO) diluido 10 vezes,
completando 1,33 mL de ensaio. Aguardou-se a formacédo de composto colorido

(vermelho — 2 horas), interrompeu-se a reacdo com 300 uL sédio dodecil sulfato
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(SDS) 10% e fez-se a leitura em espectrofotdmetro (Amersham Biosciences —
Ultrospec 2100pro) a 500 nm utilizando € 4-AAP: 6,65 x 10° M~ cm™. Ao valor obtido
na reacao foi subtraido 3 ensaios branco: auséncia de substrato glicerol-3-fosfato
(1), cujo volume foi compensado pela adicao de solucdo tamponante; auséncia da
enzima GPO (2) e outro com auséncia de GPO e PO (3), compensadas pela adicao

de agua destilada.

C) Sistema de cor

Do mesmo modo realizado para as demais metodologias, a determinacao de
atividade de GPO neste ensaio, foi realizada por via colorimétrica, acoplando a
reacao caracteristica de GPO a reacao da PO, nas mesmas condicdes descritas no
item acima (item B). Foram testados 5 reagentes de cor: o-dianisidina 7,2 mM (em
etanol), o-tolidina 0,76 mM (em etanol), guaiacol 72,4 mM, acido 3,5-dicloro-2-
hidroxibenzenosulfénico soédico (DHBS) 0,1% e 4-aminoantipirina 0,1%, fenol 0,1% e
4-aminoantipirina 0,1%, sendo lidas em espectrofotobmetro a, respectivamente,
460 nm (e o-dianisidina: 11300 M ' cm™; SOYSAL e SOYLEMEZ, 2005), 438 nm
(e o-tolidina: 5,37 x 10* M cm™; AFAR e DEMIRATA, 1993), 470 nm (e guaiacol:
26600 M~ cm™; SOYSAL e SOYLEMEZ, 2005), 520 nm (¢ 4-AAP: 6,65 x 10° M™
cm™; FOSSATI e PRENCIPE, 1982) e 500nm (¢ 4-AAP: 6,65 x 10° M cm™;
SUCHOVA et al., 1992).

3.2.1. Tempo de adicao da peroxidase

O tempo de adicdo do extrato de rabanete (fonte de peroxidase) nos ensaios
de dosagem da atividade de glicerol-3-fosfato oxidase foram feitos utilizando dois
tipos de ensaio:

e Reacbes concomitantes, em que todos os reagentes eram colocados na
reacdo e apds estabilizacdo a 60 C por 5 minutos, adicionava-se o extrato de
levedura (fonte de GPO).
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e Reacbes consecutivas, em que se aguardava a acao da GPO sobre o
substrato glicerol-3-fosfato por 15 minutos a temperatura de 60°C e apds este
periodo adicionavam-se 0s demais regentes da reacao.

Ambas as reacOGes aconteceram em um periodo de 2 horas, sendo
interrompidas com a adicdo de solucdo de SDS 10% as mesmas e seguidas de
leitura em espectrofotdmetro a 500 nm (método 4-AAP e fenol).

4. Comparacao de fermentos

Foram feitos rompimentos com esferas utilizando como fonte de enzimas o
fermento biolégico seco instantaneo massa salgada Mauri ® (Mauri Brasil IndUstria,
Comércio e Importacdo Ltda.) — fermento desidratado, e fermento fresco
Fleischmann ® (Produtos Alimenticios Fleischmann e Royal S/A.) — fermento fresco,
adquiridos no comércio, precipitando-os com sulfato de aménio (35-70%) e com

dosagem feita por método colorimétrico 4-AAP e fenol.
5. Concentracao do extrato enzimatico de levedura
5.1.Speed Vacuum

Alguns extratos enzimaticos brutos obtidos por rompimento com areia tratada
foram concentrados por evaporagédo em Speed Vacuun,_(Concentrator Eppendorf
5301) a 30°C para verificagdo do efeito da concentracao (16 vezes) da amostra. O
consumo de oxigénio foi monitorado polarograficamente em Oxigrafo YSI 5300A
com eletrodo de oxigénio do tipo Clarck, utilizando 2,5 mL glicerol-3-fosfato 60 mM;

1,45 mL tampéao acetato pH 6,0 0,1 M e 50 pL extrato enzimatico.
5.2. Ultrafiltracao

ApGs a obtencédo do extrato enzimatico através de rompimento com esferas
ou com areia tratada, 1 mL de cada fragéao foi submetida a centrifugagdo 7000 rpm
(3971 x g) por 40 minutos em um sistema Kwik Spin™ 100.000MWCO (Pierce).

Apés este procedimento, fez-se a dosagem enzimética da atividade de GPO
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utilizando o-dianisidina 15 mM (A: 460 nm, 2 horas) no sobrenadante filtrado e no

sobrenadante néo filtrado (retido pela membrana).

5.3. Liofilizacao

Apés obtencao do extrato enzimatico (rompimento com esferas), submeteu-se
o0 mesmo a liofilizacao (Liofilizador Labconco freezone 6).

Inicialmente, limpou-se o baldo de fundo redondo com solucao sulfocromica
(retirada de residuos) seguida de diversas lavagens com agua destilada, deixando-o
secar a temperatura ambiente. Com esta vidraria seca, introduziu-se um volume
conhecido de amostra (9 mL) e com o auxilio de uma bagueta adaptada a rosca
para vedagdo do baldo, girava-se rapidamente o0 mesmo em uma bacia contendo
gelo e sal grosso a fim de congelar as amostras nas paredes deste frasco. Logo,
manteve-se a amostra no congelador por 20 minutos e em seguida vedou-se a boca
do baldo com silicone e levou-o até o liofilizador, onde permaneceu por 12 horas
aproximadamente.

Para a ressuspensdo do material liofilizado, limpou-se a boca do frasco
retirando qualquer resquicio de silicone, virou-se todo o p6é que estava solto para um
béquer e para liberar o material que ainda estava preso as paredes, colocou-se, em
pequenas porcdes, quantidade conhecida de tampao Tris-HCI 0,01 M pH 7,2,
descartando todo o material liquefeito no béquer anterior. Neste, adicionamos novas
porcées de tampao até a completa dissolugdo do liofilizado, até que a mistura se
tornasse homogénea (Volume total: 3 mL; Concentracdo da amostra: 3 vezes). A
seguir, submeteu-se tal material liofilizado e ressuspenso e uma amostra nao

liofilizada a dosagem enzimatica de GPO com 4-AAP e fenol.

6. Determinacao protéica

O conteudo protéico (Cp) do extrato celular de levedura ou de rabanete foi
determinado através do método de Lowry modificado por Layne (1957), utilizando
albumina de soro bovino (BSA) como padrdo. Deste modo, prepararam-se 3
solucdes:

Solucéo A: carbonato de sodio 2% em hidréxido de sodio 0,1 M
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Solucéo B: sulfato de cobre 0,5% em tartarato de sédio e potassio 1%
Solucéo C: 50 mL Solugédo A: 1 mL Solucao B; preparada no momento de uso.

O ensaio foi realizado em triplicata a temperatura ambiente colocando-se, em
1 mL de amostra diluida, 5 mL de solucédo C. Aguardou-se 10 minutos, acrescentou-
se 0,5 mL de reagente Folin Ciocalteau (Imbralab) (diluido em agua destilada em
proporcdo 1:2 , preparado no momento de uso) e apds 30 minutos fez leitura em
espectrofotometro (Amersham Biosciences — Ultrospec 2100pro) a 600 nm. Para fins
de calculo (descrito abaixo), utilizou-se como fator de correcédo: 0,18, valor este
obtido pela multiplicagdo da concentracdo da proteina padrdo (0,6 mg mL™) pelo
volume empregado em sua diluigdo (0,3 mL) (0,6 mgmL" x 0,3 mL =0,18).

3 .. Absorbancia amostra - Absorbancia branco
Conteudo protéico (mg/mL) x diluigdo x fator

Absorbancia padrao — Absorbancia branco

7. Ativacao por sais de metais

Foram feitos duas tentativas de adicdo de sais de metais para a ativacao
enziméatica de GPO.

A) Solucoes

ApGs obtengdo do extrato enzimatico obtido por rompimento com esferas
(precipitacdo sulfato de aménio 35-70% e dialise), adicionou-se ao ensaio de
dosagem da atividade enzimatica de GPO (sistema 4-AAP e fenol) determinada
concentracao de sais de metais: magnésio (sulfato de magnésio heptaidratado —
10 mM), calcio (cloreto de calcio diidratado — 10 mM), cobalto (cloreto de cobalto
hexaidratado — 10 mM) e manganés (sulfato de manganés hidratado — 10 mM), a fim

de verificar a ocorréncia ou ndo de ativagdo enzimatica.
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B) Dialise

Apos precipitagdo com sulfato de amonio 35-70% do extrato enzimatico obtido
por rompimento com esferas, submeteu-se o0 mesmo a didlise em solugdo tampao
citrato de so6dio 2 mM pH 5,5 contendo uma das seguintes condicdes: cloreto de
cobalto 10 mM, sulfato de manganés 10mM ou auséncia de metais. Adicionaram-se
as solugdes, no momento de uso, 2 mM de B-mercaptoetanol e fez-se 3 trocas da
solucao de didlise, mantendo-as sempre em geladeira (periodo de 24 horas). Apds
centrifugacao por 10 minutos a 10000 rpm (8105 x g), fez-se a dosagem da atividade
de GPO pelo sistema 4-AAP e fenol.

8. Definicao do melhor método de precipitacao do extrato

8.1.Comparativo de precipitacoes enzimaticas com diferentes
faixas de sulfato de aménio

Apoés obtencdo do extrato celular bruto oriundo de rompimento com esferas
de vidro e a precipitacdo deste com sulfato de estreptomicina, submeteu-se o
sobrenadante resultante ao fracionamento salino com sulfato de aménio (DAWSON
et al.,, 1969) em diferentes pontos (35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100%), seguida de
dialise. A atividade de GPO foi quantificada pelo emprego de 4-AAP e fenol.

8.2.Comparativo de precipitacoes enzimaticas com diferentes

volumes de acetona

Apé6s obtencdo do extrato celular bruto oriundo de rompimento com esferas
de vidro e a precipitacdo deste com sulfato de estreptomicina, dividiu-se o
sobrenadante resultante em 3 por¢des de igual volume e submeteram-se, cada uma
delas, respectivamente, a precipitacdo com acetona em diferentes volumes: 1,2 e 3
volumes em relagdo ao do extrato mensurado, seguida de didlise. A atividade de
GPO foi quantificada pelo emprego de 4-AAP e fenol.
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8.3.Comparativo de precipitacoes enzimaticas com diferentes

pesos moleculares de polietilenoglicol (PEG)

Ap6s obtencdo do extrato celular bruto oriundo de rompimento com esferas
de vidro e a precipitacdo deste com sulfato de estreptomicina, dividiu-se o
sobrenadante resultante em 4 por¢des de igual volume e submeteram-se, cada uma
delas, respectivamente, a precipitacdo com igual volume de solugédo 30% (p/v) de
polietilenoglicol (PEG) de diferentes pesos moleculares: 3350, 6000, 10000, 20000,
seguida de dialise. A atividade de GPO foi quantificada pelo emprego de 4-AAP e

fenol.

8.4.Comparativo de precipitacoes enzimaticas com diferentes
reagentes

Apé6s obtencdo do extrato celular bruto oriundo de rompimento com esferas
de vidro e a precipitacdo deste com sulfato de estreptomicina, dividiu-se o
sobrenadante resultante em 3 por¢des de igual volume e submeteram-se, cada uma
delas, respectivamente, a diferentes reagentes: acetona (1 volume), sulfato de
aménio (35-70%) e igual volume de solugcdo 30% (p/v) de PEG 3350, seguidas de
dialise. A atividade de GPO foi quantificada pelo emprego de 4-AAP e fenol.

9. Otimizacao de técnica colorimétrica para dosagem da enzima glicerol-
3-fosfato oxidase

A técnica colorimétrica baseou-se, em fase de adaptacdo, em metodologia
descrita por Suckova et al. (1992), baseada em método espectrofotométrico de
reacdes enzimaticas (GPO e PO) acopladas. Todo este processo foi realizado com
extrato enzimatico obtido por rompimento com esferas (fonte de GPO), pelo periodo
de 2 horas, € a cada etapa, o melhor resultado alcancado foi incorporado a tal
metodologia para s6 entéo se realizar a etapa seguinte.
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9.1.Curva de temperatura

A temperatura 6tima de ensaio para a atividade de GPO foi determinada pelo
ensaio de tal atividade enzimatica a diferentes temperaturas (25, 30, 37, 45, 50, 55,
60, 65, 70°C).

9.2. Concentracao de substrato: glicerol-3-fosfato

A concentracao ideal de substrato para a atividade de GPO foi determinada
pelo ensaio de tal atividade mediante emprego de diferentes solugbes de glicerol-3-
fosfato (0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,45; 0,6 e 0,8 M - concentracao no ensaio: 28 - 448 mM),
cujas massas pesadas eram diluidas em solucao tampao Tris-HCI 0,125 M pH 8,0
contendo 0,125% Triton X-100.

9.3. Extrato enzimatico: volume de ensaio e diluicao

A diluicao e volume ideais do extrato enzimatico de levedura para a atividade
de GPO foram determinados pela submissdo, a medida de tal atividade, de
diferentes volumes (10, 15, 30, 50 pL) de extrato e, em novos ensaios, a testes de
diluicdo do extrato (1, 5, 10, 12, 15, 20, 30, 50, 100 vezes) em solucédo tampao Tris-
HCI 0,01 M pH 7,2.

9.4.pH

O pH 6timo para a atividade de GPO foi determinado pelo emprego de
diferentes niveis de pH, entre 5,0 e 10,0 ao ensaio de tal atividade enzimatica. Os
seguintes sistemas tamponantes foram utilizados: tampao acetato 0,1 M para pH
5,0; tampéo fosfato 0,1 M para pH 6,0-7,0; tampéao Tris-HCI 0,1 M para pH 7,5-8,4;
tampéo carbonato-bicarbonato 0,1 M para pH 10,0. Todas as solu¢cdes continham
0,1% de Triton X-100 e o melhor resultado obtido foi comparado ao “controle”:
solucao tampao Tris-HCI 0,125 M contendo 0,125% de Triton X-100.
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9.5.Tempo de reacao

O tempo ideal de reacao da atividade de GPO foi obtido através de ensaios
de atividade em que a determinados periodos de tempo (30, 60, 90, 120, 180, 240
minutos) retirava-se uma aliquota, que apds interrupcao da reagéo, era submetida a
leitura espectrofotométrica.

9.6. Concentracao e volume de fenol

A concentracao e volume ideais de fenol para a determinacao da atividade de
GPO foram obtidos através de ensaios de atividade enzimatica utilizando diferentes
solucdes (0,1% e 0,5%) e volumes (0,1 mL; 0,3 mL; 0,4 mL) deste reagente.

9.7.Concentracao e volume de 4-AAP

A concentracao e volume ideais de 4-AAP para a determinacéo da atividade
de GPO foram obtidos através de ensaios de atividade enzimatica utilizando
diferentes solugdes (0,1% e 0,4%) e volumes (0,1 mL; 0,15 mL; 0,25 mL) deste
reagente.

9.8.Concentracao de SDS

A concentracdo ideal de SDS a ser empregada na interrupcao da reacao
enzimatica para a determinagdo da atividade de GPO foi obtida através da
submissao de ensaios a diferentes solugdes (0,9% , 2%, 4% e 10%) de SDS (sddio
dodecil sulfato). Foram testadas também a possibilidade de interrupgédo da reacéo
por fervura (95°C, aproximadamente) e a estabilidade do resultado encontrado
através de leituras espectrofotométricas no momento e ap6s 10 minutos de

interrupcao.
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9.9. Volume de PO

O volume ideal de extrato enzimatico de rabanete (fonte de PO) a ser
adicionado a reacao para a determinacao da atividade de GPO foi obtido mediante a

realizagdo de ensaios com diferentes volumes de extrato (15, 30, 60, 90, 115 pL).
9.10.Curva analitica
9.10.1.Dosagem da enzima

A partir da curva de diluicho de extrato enzimatico de levedura feita
anteriormente, fez-se nova curva para determinacdo da sensibilidade do método e
verificacdo da melhor diluicao do extrato para a determinagédo da atividade de GPO,

utilizando-se para tanto as diluicbes: 1, 5, 10, 15, 20 e 50 vezes.
9.10.2.Substrato

A partir da curva de concentracdo de substrato obtida anteriormente, fez-se
nova curva para determinacao da sensibilidade do método e verificacdo da melhor
concentracdo de glicerol-3-fosfato para a determinacdo da atividade de GPO,
utilizando-se para tanto as solugdes 0,1; 0,2; 0,4; 0,45; 0,6 e 0,8 M (Concentragcéao
no ensaio: 56 - 448 mM).

10.Estabilizacao enzimatica
10.1.Estabilidade térmica

Ap6s rompimento das células de levedura (fermento de panificacdo) pelo
método de esferas de vidro, distribuiu-se certa quantidade de extrato celular
(aliquotas de igual volume: 0,200 mL) em tubos Eppendorf e submeteu-se cada uma
destas amostras a diferentes temperaturas (0, 30, 50, 60, 70, 80°C). Apds fim deste
periodo de tempo (1 hora), procedeu-se normalmente com a dosagem enzimatica de
GPO utilizando 4-AAP e fenol como sistema cromogénico.
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10.2.Estabilidade ao pH

Ap6s rompimento das células de levedura (fermento de panificacao) pelo
método de esferas de vidro, fez-se diluicdes (10 vezes) do extrato enzimatico em
solugdes tamponantes de acordo com o pH: pH 5,0 — solugdo tampéo acetato 0,1 M;
pH 6,0-7,0 — solucao tampao fosfato 0,1 M; pH 8,0-9,0 — solugdo tampao Tris-HCI
0,1 M; pH 9,5-10,0 - solucao tampao carbonato-bicarbonato 0,1 M. Inicialmente, fez-
se uma dosagem enzimatica da GPO pelo método 4-AAP e fenol (tempo zero), ndo
sendo necesséaria uma nova diluicdo da amostra devido a esta ja estar previamente
diluida. Em seguida, incubaram-se as amostras em B.O.D. (Camara de incubacao B.
O. D. Fanem 347CD) regulada a 40°C (+ 0,3°C) e em determinados intervalos de

tempo (1, 3, 7 e14 dias), fez-se novamente a dosagem de atividade.
10.3. Emprego de estabilizantes

Ap6s rompimento das células de levedura (fermento de panificacao) pelo
método de esferas de vidro, pesou-se a quantidade necessaria dos estabilizantes a
serem testados (azida de sédio 0,05%; sacarose 5%; cloreto de cobalto 6,7 mM),
solubilizando, cada um deles, em 1 mL do extrato enzimatico. Armazenaram-se as
amostras em B.O.D. (Camara de incubacgédo B. O. D. Fanem 347CD) regulada para
temperatura de 40°C (+ 0,3°C), bem como uma amostra controle contendo apenas o
extrato enzimatico e fez-se a dosagem enzimatica da GPO, apds diluicdo da amostra
(10 vezes), pelo método 4-AAP e fenol, no momento inicial (tempo zero) e em

determinados intervalos de tempo (1, 3, 7, 14 e 21 dias).
11. Analise estatistica
Todos os dados considerados nesta dissertacao apresentaram desvios de até

5%, sendo os gréaficos plotados em software OriginPro ©® 7.0 (Origin Lab Corporation,
Northampton, MA, USA).
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. Otimizaggo do ensaio parg d genn da enzima glicerol-3-fgsfato
idase (GPO)

1. Oblepcao da peroxjidase (PQ)|de fapahet

tém gido citadas |na litefatura,

As peroxidasefs de origem yegétal e

principalmente em fegtudos de purifjcagdo e ¢ bem|jcomo de suas difefentes

propriedades decofrgntes conformg a [fonte ¢ alica (J[Neves e Loyrenco, |1985;
Valderrama et al.,| 4001). Neste trabalho, U se| cpmo fonte de peroxidase

extrato de rabanete|, gbtido conform¢ Materiais pdos fitem 1.1.

Os substratpd mais utilizagfos| para nsgigs das peroxidases| sao:

compostos fendligoq, como p-cresql, gudi rgsprcinol, etc.,| ou agminas

aromaticas, com 4gnilina, o-dianisidinal o-fen inaJ| etc. A o-diaJvisidina foi o

substrato utilizado phgste trabalho ppra|medid tiidade da peroxidase, sendo

os resultados de gbgorbancia obtidos|a 460|hm|ém\ funcdo do tempgo de reacao
demonstrados na Figyra 2.
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Foram realizados ensaios para escolha do melhor solvente a ser utilizado na
preparacao do substrato (Tabela 4) a ser empregado na dosagem de atividade da
peroxidase e apesar de os dados evidenciarem ser o etanol comercial, Candura ®, o
melhor solvente para a o-dianisidina, devido a proibicdo de venda de alcool
comercial a 96°GL no Brasil e a dificuldade em garantir a compra de estoque

®

suficiente da marca Candura - para todas as determinacdes, adotou-se como

solvente o etanol absoluto (Mallinckrodt).

Tabela 4. Solventes do substrato o-dianisidina (15 mM) utilizado na dosagem da
atividade de peroxidase.

Etanol comercial

Solventes ® Metanol Etanol absoluto
(Candura® 96°GL)
Atividade PO* 21,345 20,071 20,708
(U/mL) (R% 0,9951) (R% 0,9936) (R? 0,9929)

*Média de 2 ensaios.

2. Preparo do extrato bruto de células de levedura

Com excecao de um pequeno grupo de moléculas de RNA, as enzimas sao
proteinas e estdo universalmente presentes em organismos vivos; SA0 responsaveis
pela manutencdo do sistema biolégico celular. A atividade destas enzimas fora das
células somente € mantida mediante presenca de condi¢des favoraveis. Isolamento
de enzimas intracelulares (endoenzima) envolvem a separacdo de uma mistura
biologica complexa, enquanto enzimas extracelulares (exoenzima) sdo secretadas
das células para o meio junto a outros componentes (KULA, 1987; GERHARTZ,
1990; NELSON e COX, 2006; PRICE, 1998).

Microorganismos sao fonte significativa de enzimas. Maioria das enzimas
usadas comercialmente sdo extracelulares, e a primeira etapa no seu isolamento é a
separacdo das células da solugdo. Para enzimas intracelulares, o primeiro passo
envolve a ruptura das células, liberando suas proteinas em uma solucéo
denominada extrato bruto (GERHARTZ, 1990).
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InUmeras técnicas sao usadas para extrair enzimas de células e tém como
principal objetivo obter a enzima de interesse na maior quantidade possivel,
consistente com a retencdo maxima de sua atividade catalitica. Deste modo, é
aconselhavel usar o método mais suave possivel, consistente com extracdo da
enzima de interesse, de modo a evitar danos a enzima ou liberacdo de enzimas
degradativas de organelas subcelulares como vacuolos e lisossomos (PRICE, 1998).

Células microbianas podem ser rompidas, por exemplo, por trituragdo com
areia ou homogeneizacao com esferas de vidro, a qual envolve a agitacao de uma
suspensao de células com pequenas esferas de vidro. Este ultimo é provavelmente
0 mais comumente utilizado para a obtencdo de extratos de levedura, podendo
romper até 95% das células, como demonstrado em contrastes de microscopia.
Apés o procedimento, as esferas de vidro sdo removidas por filtragdo em varias
camadas de gaze ou, apds decantagcdo do sobrenadante, por centrifugacao
(WHITAKER, 1972; PRICE, 1998, DEUTSSCHER, 1990).

A escolha do liquido (solugcdo tampéao) para a extracdo enzimatica depende
da particularidade da enzima, se é soluvel ou ligada a membrana e do tipo de tecido
em que este processo ira ocorrer, além da compatibilidade a metodologia utilizada
para a lise celular e os passos de purificagdo subseqlentes para a manutencéo da
estabilidade enzimatica. Os métodos usados para extrair diferentes proteinas das
membranas dependem do modo e for¢ca de interacdo envolvidos. Algumas enzimas
sao parte de um sistema e tém suas atividades vinculadas a integridade deste. Tal
fato pode ser alcangado pela inclusao de detergentes (ex. Triton X-100, detergente
nao iénico que promove a lise de esferoplastos) ao isolamento. Apds este processo,
0 excesso de detergente deve ser removido pela possibilidade deste reagente
interferir nas demais etapas de obtencao da fragdo enzimatica. O emprego de sulfato
de amdnio para esta finalidade requer atencao uma vez que promove a separagao
do detergente constituindo uma espécie de camada sobre a fase aquosa, podendo
conter certa quantidade da proteina de interesse (WHITAKER, 1972; PRICE, 1998,
DEUTSSCHER, 1990).

Grupamentos tiol originarios de cisteinas das cadeias das proteinas podem
ser lesados durante a extracdao, uma vez que, com a ruptura da célula e exposicao
ao oxigénio, ha uma tendéncia das cadeias em formar pontes dissulfeto ou oxidar

espécies. Um método para evitar tal dano oxidativo, consiste em incluir um reagente
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que contenha um grupo tiol, como € o caso do B-mercaptoetanol. Trata-se de um
liqguido denso, de odor desagradavel e bastante tdxico, adicionado, para este fim, em
concentragao final 10-20mM. Além disto, a presenga de um reagente sulfidrila
aumenta bastante a lise, quando usados em concentracées de 10 a 140 mM
(PRICE, 1998, DEUTSSCHER, 1990).

Geralmente, a concentracdo de enzima no extrato inicial é muito baixa,
necessitando que tal material seja processado a fim de remover quantidades
substanciais de material desperdicante, o qual pode interferir, por exemplo, na
separacao protéica. Assim, apds a extracao enzimatica, fragmentos celulares séo
removidos por centrifugacdo (temperatura de refrigeracdo) e acidos nucléicos
retirados pelo emprego de sulfato de estreptomicina, reagente que promove a
precipitacdo das proteinas ribonucleares e a clarificacdo do extrato (WHITAKER,
1972; GERHARTZ, 1990; SCOPES, 1993).

A glicerol-3-fosfato oxidase obtida a partir de fermento de panificacdo foi
utilizada neste trabalho. Esta enzima é freqlentemente descrita na literatura como
sendo oriunda de bactérias acidas laticas. Algumas padronizacbes de ensaio de
obtencado da GPO a partir de leveduras foram realizadas neste trabalho, bem como
estudos de otimizacdo das condicbes de extracdo, como metodologia de
rompimento, escolha do fermento, especificidade do substrato, tempo de adicdo da
peroxidase na reacao, etc. Duas metodologias de rompimento celular para extracao
da GPO foram utilizadas:

1. Rompimento através de trituracdo com areia

2. Rompimento através de trituragdo com esferas de vidro

A Tabela 5 mostra os resultados de atividade da GPO de extrato celular bruto

de células de leveduras obtido por rompimento com areia e com esferas de vidro.
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Tabela 5. Efeito da metodologia de rompimento celular para a preparacao do
extrato enzimatico sobre a atividade da GPO.

Atividade ** Proteina Atividade

Tratamento* Volume .
(V)] (mg) especifica

Areia 4,7 0,136 31,68 0,0043

Esferas de Vidro 2,1 0,069 13,08 0,0053

* O extrato enzimético utilizado em ambos os tratamentos foi precipitado com sulfato de
aménio 0-60% e submetido a didlise.
** A atividade de GPO foi quantificada pelo emprego de o-dianisidina apdés 210 minutos de

ensaio. Média de 3 ensaios.

Resultados de atividades especificas obtidas para as metodologias de
rompimento celular mostraram nao haver grandes diferencas no emprego de um ou
outro tratamento. No entanto, o uso de metodologia de rompimento celular com areia
demonstrou ser uma técnica de maior dificuldade de execucao para a obtencéo de
extratos homogéneos e remocado adequada do detergente utilizado, sendo assim,
adotou-se o rompimento celular com esferas de vidro como procedimento padréao.

O rompimento das células de levedura através de metodologia que utiliza
esferas de vidro foi acompanhado através de contagem das células integras em
microscopio utilizando-se Camara de Neubauer. A Tabela 6 mostra os resultados do
rompimento celular com esferas de vidro em funcdo do tempo de rompimento,
através de contagem das células inteiras e rompidas em cada ensaio. Essa
metodologia de rompimento celular foi realizada em ambiente frio e em banho de
gelo na tentativa de minimizar o aquecimento da amostra durante a operacao,
ocasionado principalmente pela agitacdo vigorosa da mistura promovida pela
rotacao do disco preso a base do aparelho utilizado (Bead beater). Considerando
este aspecto, aliado a dosagens de atividade realizadas (dados ndo mostrados), foi
padronizado o tempo de 15 minutos para a operagdo de rompimento a partir de
metodologia que utiliza esferas de vidro com rompimento celular de 27,6%.
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Tabela 6. Efeito do tempo do ensaio de rompimento celular sobre a eficacia do
rompimento de células de leveduras utilizando esferas de vidro.

. Rompimento celular com esferas de vidro*
Tempo de Ensaio

% de Eficacia

(min) Células inteiras Células rompidas _
(rompidas/total)
269 21 7,24
223 35 13,5
10 163 51 23,8
15 136 43 27,6
20 110 72 39,5

* Média de 3 ensaios.
3. Escolha do fermento

Com o objetivo de se obter amostra enzimatica com quantidade suficiente
para realizagdo de ensaios com resultados confiaveis de dosagens, foi
experimentado a purificacdo da enzima. A partir do extrato bruto de células de
levedura (fonte de GPO) rompidas com esferas de vidro, iniciou-se a concentracao
da amostra pela precipitacdo (fracionamento salino: sulfato de aménio 35-70%),
seguido de didlise. A Tabela 7 mostra os resultados da comparagéo das dosagens
de atividade da GPO obtida pelo emprego de extrato purificado de fermento de
panificacdo fresco e na forma desidratada. Nenhuma diferenga significativa foi
observada com relacdo a atividade da GPO nas duas amostras de fermento
comparadas. Por questdo de praticidade e melhor forma de estocagem da levedura,
optou-se por trabalhar utilizando o fermento seco. O fermento bioldgico fresco
utilizado era de procedéncia Fleischmann® (Produtos Alimenticios Fleischmann e

®

Royal S/A.) enquanto o seco instantaneo era oriundo da Mauri = (Mauri Brasil

Industria, Comércio e Importacao Ltda.).
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Tabela 7. Determinacao de atividade de glicerol-3-fosfato oxidase de extratos
celulares (precipitacao: sulfato de aménio 35-70%) de fermento de
panificacao fresco e desidratado obtidos por rompimento com
esferas de vidro.

Volume Atividade total* Proteina total Atividade Especifica

Fermento
(mL) V) (mg) (U/mg)
Fresco 7,3 0,540 85,92 0,0063
Desidratado 7,2 0,533 63,72 0,0084

*A atividade de GPO foi quantificada pelo emprego de 4-AAP e fenol.
4. Tempo de adicao da PO na reacao

A leitura de atividade da glicerol-3-fosfato oxidase foi realizada num sistema
de dupla reacdo enzimética, envolvendo, além desta enzima, a peroxidase. Estes
tipos de reagdes acopladas podem sofrer interferéncias associadas a fatores como
concentracao destas enzimas na reacgdo, inibicdo da(s) enzima(s) pelos reagentes
de coloracdo, parametros ambientais, como temperatura e pH na reacgao, etc. Na
tentativa de conhecer o efeito do tempo de adicdo da PO na reacdo, dois ensaios
foram programados:

1. No primeiro, todos os reagentes foram adicionados aos frascos Eppendorf
de uma vez, exceto pelo extrato de levedura (fonte de GPQO) adicionado apds
estabilizacdo da reacdo a 60°C por 5 minutos (Reagdes concomitantes);

2. No segundo, esperou-se a agao da glicerol-3-fosfato oxidase sobre o
glicerol-3-fosfato, para em seguida, adicionar ao ensaio, o sistema de reacao da
segunda enzima (Reacdes consecutivas).

Ambas as reacdes aconteceram em um periodo de 2 horas, sendo
interrompidas com a adicdo de SDS 10%. N&o foi verificada nenhuma variagdo
expressiva nos resultados encontrados (Tabela 8) e, optou-se por trabalhar com o
sistema de reacao tipo 1.
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Tabela 8. Efeito do tempo de adicao do extrato de rabanete (fonte de
peroxidase) no ensaio de atividade de glicerol-3-fosfato oxidase
(extrato enzimatico obtido por rompimento com esferas).

Sistema de Reacao* Atividade** (U/mL)
Tipo 1: Reagc6es concomitantes 0,170
Tipo 2: Reacoes consecutivas 0,173

* O sistema de reacdo compreendia reagdes concomitantes em que ocorria a agcao da
GPO e da PO sobre os demais reagentes do ensaio e reagbes consecutivas em que se promovia
inicialmente a atuacao da GPO e posteriormente da PO.

**A atividade de GPO no extrato enzimatico obtido por rompimento com esferas de

vidro foi quantificada pelo emprego de 4-AAP e fenol.

5. Sistemas de dosagens de glicerol-3-fosfato oxidase

Esders e Michrina (1979) experimentaram alguns compostos (substancias
fosforiladas derivadas de glicerol e agucar) para medir a especificidade da GPO em
reacao e concluiram ser o glicerol-3-fosfato o substrato especifico para esta enzima,
fato este também comprovado em laboratério frente ao emprego de glicerol no
ensaio de dosagem da atividade de GPO oriunda de extrato enzimatico de levedura
(dados ndo mostrados).

Assim, sendo a leitura de atividade de glicerol-3-fosfato oxidase (GPO)
realizada num sistema de dupla reacdo enzimatica, envolvendo, além desta enzima,
a peroxidase (PO), testaram-se, entdo, as atuagcbes de alguns substratos desta
ultima enzima neste ensaio, uma vez que eles eram responsaveis pelo composto
colorido constituido ao final deste processo, que foi mensurado
espectrofotometricamente e cuja intensidade de cor é proporcional a atividade de
GPO no ensaio, que por sua vez, é proporcional a concentragédo de GPO no extrato
enzimatico de levedura. Maior afinidade aconteceu na presenga de 4-aminoantipirina
(4-AAP) e fenol, seguido pelo guaiacol. A enzima nao teve afinidade pela
o-dianisidina, sistema 4-AAP e &cido 3,5- dicloro-2-hidroxibenzenosulfénico sédico
(DHBS) e pela o-tolidina nas condi¢des estudadas. A Tabela 9 mostra os resultados
de leitura de absorbancia e atividade de glicerol-3-fosfato oxidase na presenca
destes diferentes substratos.
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Tabela 9. Atividade da glicerol-3-fosfato oxidase oriunda de extrato enzimatico
de levedura obtido por rompimento com esferas mediante a atuacao
de alguns substratos na reacao catalisada pela peroxidase.

Reagentes* Absorbancia Atividade (U/mL) **
O-dianisidina 7,2 mM 0,000 0,000
O-tolidina 0,76 mM 0,000 0,000
Guaiacol 72,4mM 0,071 0,024
4-AAP 0,1% + DHBS 0,1% 0,000 0,000
4-AAP 0,1% + fenol 0,1% 0,110 0,149

*4-AAP: 4-aminoantipirina, DHBS: acido 3,5- dicloro-2-hidroxi-benzenosulfénico sodico.

** A atividade de GPO foi mensurada apds reagdo a 60°C por 2 horas, interrompida por
solugdo SDS e com leituras espectrofotométricas em comprimento de onda estabelecido pelo
reagente empregado em cada ensaio.

Medida do oxigénio na reacao com extrato bruto de levedura de
panificacao e glicerol-3-fosfato

Através da obtencdo de extratos de levedura provenientes de rompimento
com areia, determinou-se qualitativamente, por meio de oxigrafo (modelo YSI
5300A), a quantidade (%) de oxigénio da reacao de oxidacao de glicerol-3-fosfato a
fosfato de diidroxiacetona pela enzima glicerol-3-fosfato oxidase (GPO) em
comparagdo a um branco. No ensaio branco houve a substituicdo do glicerol-3-
fosfato por agua destilada.

A Figura 3 mostra a porcentagem de oxigénio em fungéao do tempo de reacéao
nas fragdes do sobrenadante e precipitado de amostra de levedura de panificagéo,
apds rompimento celular com areia e centrifugacéo frente a uma amostra branco. A
porcentagem de oxigénio consumido medido é praticamente igual, na fracdo do
sobrenadante e na fragao do precipitado e podendo ser considerada nula na reacao
branco. A maior porcentagem de oxigénio ocorreu no intervalo de tempo
compreendido entre 100 e 300 segundos de reagdo. A determinacao da quantidade
(%) de oxigénio consumido numa reagdo que contém glicerol-3-fosfato como
substrato, indica a presenca de glicerol-3-fosfato oxidase no extrato bruto de
levedura de panificagdo. Faz-se importante ressaltar que nao foi encontrada, no
decorrer do levantamento bibliogréafico, para a redacgéo e realizagao deste trabalho,
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nenhuma citagdo similar que utiliza levedura (fermento de panificacdo) como fonte
desta enzima.

A concentracdo do extrato celular bruto por evaporacdo em 16 vezes
realizada pela da passagem da amostra em aparelho tipo Speed Vacuun,, resultou
na diminuicdo, da ordem de 32 %, quando comparado ao extrato celular néao
concentrado, na quantidade de oxigénio presente na reacdo, mensurado em
oxigrafo e como pode ser verificado na Figura 4. No ensaio que utiliza o extrato
celular concentrado, o tempo maximo para se atingir a porcentagem maxima de
oxigénio medido é cerca de 100 segundos, sendo duas vezes maior que o tempo
necessario para mesma medida em reagdo contendo extrato celular bruto (ndo
concentrado). A diminuicdo do tempo de maximo de oxigénio presente na reacéo € o
aumento do consumo do oxigénio na reacao pela amostra de extrato concentrado,
tornam a evidenciar a presenca da GPO no extrato de levedura de panificacdo
(Tabela 10).

Figura 3. Consumo de oxigénio em extrato enzimatico bruto de levedura de
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Figura 4. Efeito da concentracao do extrato enzimatico bruto oriundo de
rompimento com areia sobre o consumo de oxigénio.

Tabela 10. Velocidade de consumo de oxigénio do extrato bruto e extrato
enzimatico concentrado (16x) oriundos de rompimento com areia.

Velocidade de

Queda de O,
Amostra Volume consumo de O,
(100%: 0,2mm Oy)
(% /s)

Extrato bruto 50 uL 0,009 0,165 mm O,

Extrato bruto concentrado 50 uL 0,029 0,133 mm O,
Extrato purificado*

. imL 0,023 0,166 mm O

(precipitado)

Extrato purificado*

imL 0,022 0,178 mm O,

(sobrenadante)

*Extrato purificado: extrato enzimatico bruto em que se procedeu ao fracionamento salino com
sulfato de aménio 0-60% e centrifugacao.
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Il. Purificacao de GPO

Ap6s as etapas preliminares, a preparacdo enzimatica, de modo geral, é
ainda relativamente impura. Comumente, o extrato € submetido a tratamentos que
separam as proteinas em diferentes fracbes baseadas em uma de suas
propriedades tais como tamanho ou carga. Etapas iniciais desta separacdao em uma
purificacdo se baseiam em diferencas na solubilidade das proteinas, funcao
complexa decorrente de pH, temperatura, concentragcdo salina e outros fatores
(WHITAKER, 1972; NELSON e COX, 2006).

De acordo com dados da literatura, a precipitacdo pode ser promovida por
(GERHARTZ, 1990):

= Sais: Altas concentracbes de sais atuam sobre as moléculas de 4gua (agua
de hidratacdo) ao redor da proteina, removendo-as € alterando a forga eletrostatica
responsavel pela solubilidade, que é, entdo diminuida (salting out). A adicdo de um
sal, na quantidade correta, pode seletivamente precipitar algumas proteinas,
enquanto outras permanecem em solucdo. O fracionamento salino de enzimas
ocorre, a uma faixa limitada, pelo uso de diferentes concentracdes de sais, em que
baixas concentracbes precipitam algumas proteinas ndo desejadas, que sao
descartadas, e a adicdo e altas concentracoes precipitam a proteina desejada. Ex.:
sulfato de aménio.

= Solventes orgéanicos: Influenciam na solubilidade de enzimas pela reducao
da constante dielétrica do meio, alternado o efeito de solvatacdo das moléculas de
agua ao redor da enzima (agua de hidratacdo); aumentando a interacao entre as
moléculas protéicas; e, por conseguinte, promovendo a aglomeracao e precipitacao
das mesmas. Resultados satisfatérios sdo obtidos apenas se a concentracao de
solvente e a temperatura for cuidadosamente controlada, pois enzimas podem ser
facilmente inativadas neste processo. Ex.: acetona.

= Polimeros: Apresentam mecanismo de atuacao similar ao dos solventes
organicos resultante de alteracao no efeito de solvatacao das moléculas de agua ao
redor das proteinas (dgua de hidratagdo). A maioria das enzimas € precipitada em
concentragdes de polimeros entre 15 — 20 %. Ex.: polietilenoglicol de diferentes

massas moleculares.
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= Ponto isoelétrico: Proteinas apresentam como caracteristica o carater
anfétero, carregando em sua estrutura grupamentos acidos e basicos. Neste caso, a
solubilidade da proteina é fortemente influenciada pelo pH e é minima no ponto
isoelétrico em que sua carga € zero.

No entanto, apenas a purificagdo ndo € um procedimento suficiente para a
retirada de todo e qualquer interferente existente no extrato. Por exemplo, através da
didlise, pode-se separar as proteinas dos solventes, através do beneficiamento do
tamanho maior das proteinas. Neste caso, o extrato parcialmente purificado é
colocado em um saco que apresenta uma membrana semipermeavel, que ao ser
suspensa em volume de agua muito maior de solucdo tampdo de forca ibnica
apropriada, permite troca (difusdo) de solutos de baixo peso molecular e tampao,
mas nao das proteinas (retidas no interior do saco), permitindo que a concentragéao
destes solutos na preparacao da proteina se altere até que se atinja o equilibrio com
a solucao fora da membrana (NELSON e COX, 2006).

Encontram-se disponiveis em literatura, dados referentes as condi¢cdes de
extracdo, caracteristicas e métodos de purificacdo de glicerol-3-fosfato oxidase
oriunda de diferentes microorganismos. Nestes artigos, a purificagdo desta enzima
foi principalmente realizada através de fracionamento salino com sulfato de aménio.
Por exemplo, a enzima procedente de Streptococcus faeciuny foi purificada 2 vezes
apds concentracdo com sulfato de aménio até saturacao de 45% em que apresentou
aumento de atividade especifica de 1,2 unidades/mg de proteina total (CLAIBORNE,
1986). J4, Streitenberger et al. (2001), ao pesquisarem glicerol-3-fosfato oxidase de
Aerococcus viridans, conseguiram recuperacao de 73% da atividade da enzima e
fator de purificacdo de 7 vezes, ap6s concentracdo da amostra de extrato bruto pela
adicao de sulfato de aménio na faixa de 35-75%. No entanto, precipitacdes
realizadas por Ince et al. (1987) em glicerol-3-fosfato oxidase de Propion/bacteriun,_.
freudenreichii resultaram em grande perda de atividade e ndo purificagdo da enzima
quando do fracionamento com sulfato de aménio; pequeno aumento de atividade
especifica (1,5 vezes) com o uso de etanol e purificacdo de 1,4 vezes com 0
emprego de PEG 8000.

Tentativas de purificacdo de glicerol-3-fosfato oxidase, a partir de extrato
celular bruto de levedura de panificacdo (fermento seco), foram realizadas

primeiramente com precipitacdo com sulfato de amoénio, sobre os dois tipos de
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extratos brutos: obtido por rompimento celular utilizando areia e utilizando esferas de
vidro. Resultados obtidos em ambos os tratamentos demonstraram dificuldade de
separacdo da fracdo enzimatica no extrato através de fracionamento salino
promovido por sulfato de aménio. Além disso, a o-dianisidina demonstrou ser um

reagente nao muito eficiente para dosagem de GPO, uma vez que valores de
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emprego de 4-AAP e fenol. A analise dos dados permitiu evidenciar atividade relativa
de 21,2 % quando do emprego de dialise e precipitacdo do extrato com igual volume
de solucao 30% de PEG 3.350.

Tabela 11. Efeito da precipitacao do extrato enzimatico bruto oriundo de
rompimento por esferas de vidro com diversos volumes de
acetona, seguido de dialise, sobre a atividade da GPO.

Atividade . Ativ.
Volume Proteina . Ativ.
Etapa* ** especifica .
(mL) (mg) relativa
(V) (U/mg)
Extrato bruto 34,0 0,476 923,44 0,0005 1,0
Sulfato de Estreptomicina 30,0 0,480 831,00 0,0006 1,2
Precipitado Acetona 1 volume dialisado 1,8 0,140 54,56 0,0026 52
Precipitado Acetona 2 volumes dialisado 1,7 0,112 50,30 0,0022 4,4
Precipitado Acetona 3 volumes dialisado 2,3 0,099 60,79 0,0016 3,2

* Apbs rompimento celular com esferas de vidro e precipitagdo com sulfato de estreptomicina,
o sobrenadante obtido foi dividido em aliquotas de igual volume, sendo, cada uma delas, submetida a
precipitacdo com determinado volume de acetona, sendo, em seguida, dialisada.

** A atividade de GPO foi quantificada pelo emprego de 4-AAP e fenol.

Tabela 12. Efeito da precipitacao do extrato enzimatico bruto oriundo de
rompimento por esferas de vidro solucdoes de polietilenoglicol,
seguido de dialise, sobre a atividade da GPO.

Ativ.

Volume Atividade** Proteina . Ativ.

Etapa* (mL) V) (mg) especifica Relativa

(U/mg)

Extrato Bruto 42,0 0,168 627,48 0,00027 1,0
Sulfato de estreptomicina 40,0 0,160 885,60 0,00018 0,6
Precipitado PEG 3350 dialisado 1,8 0,151 29,09 0,00519 19,2
Precipitado PEG 6000 dialisado 1,6 0,101 25,02 0,00404 15,0
Precipitado PEG 10000 dialisado 1,8 0,112 31,61 0,00354 13,1
Precipitado PEG 20000 dialisado 2,7 0,127 43,28 0,00293 10,9

* Apos rompimento celular com esferas de vidro e precipitacdo com sulfato de estreptomicina,
o sobrenadante obtido foi dividido em aliquotas de igual volume, sendo, cada uma delas, submetida a
um tratamento de precipitacdo com igual volume de solugdo 30% (p/v) com PEG de diferentes
massas moleculares e, depois, dialisada.

** A atividade de GPO foi quantificada pelo emprego de 4-AAP e fenol.
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Tabela 13. Precipitacoes enzimaticas do extrato enzimatico bruto oriundo de
rompimento por esferas de vidro com diferentes reagentes, seguidas
de dialise, sobre a atividade da GPO.

Ativ.
Volume  Atividade** Proteina . Ativ.
Etapa* especifica .
(mL) V) (mg) Relativa
(U/mg)
Extrato bruto 34,0 0,476 923,44 0,0005 1,0
Sulfato de Estreptomicina 30,0 0,480 831,00 0,0006 1,2
Precipitado Acetona
1,8 0,166 54,56 0,0030 6,0
1 volume dialisado
Precipitado Sol. 30% (p/v)
2,2 0,425 40,24 0,0106 21,2
PEG 3350 dialisado
Precipitado Sulfato de amoénio
2,6 0,250 56,03 0,0045 9,0

35-70% dialisado

* Ap6s rompimento celular com esferas de vidro e precipitagdo com sulfato de estreptomicina, o
sobrenadante obtido foi dividido em aliquotas de igual volume, sendo, em seguida, cada uma delas,
submetida a um tratamento (sulfato de aménio 35-70%, acetona 1 volume ou PEG 3350) e depois
dialisada.

** A atividade de GPO foi quantificada pelo emprego de 4-AAP e fenol.

1. Outras técnicas de concentracao da enzima no extrato celular

1.1. Métodos de concentracao por ultrafiltracao

7

A ultrafiltracdo € uma metodologia em que se permite a separagdo, por
pressao osmética, de moléculas do solvente das grandes moléculas de enzimas por
meio de membrana semipermeavel (GERHARTZ, 1990). Neste ensaio, submeteram-
se fracbes dos extratos celulares obtidos por rompimento com esferas de vidro ou
com areia, a centrifugacédo (7000 rpm ou 3971 x g por 40 minutos) em um sistema
Kwik Spin™ 100.000MWCO; realizando apds este procedimento, a dosagem
enzimatica da atividade de GPO utilizando o-dianisidina (A: 460nm, 2h) nas por¢des
de sobrenadantes filtrados ou néo filtrados (retidos pela membrana). Os resultados
sdo apresentados na Tabela 14 e evidenciam a ndo concentracdao enzimatica pelo

emprego desta técnica nas condi¢des estudadas.
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Tabela 14. Efeito da filtracdo do extrato enzimatico de levedura obtido por
rompimento celular sobre a atividade da GPO.

Rompimento com Esferas Rompimento com Areia

Fracoes Volume Volume .
Atividade* (U) Atividade* (U)
(mL) (mL)
Sobrenadante (NH,),SO, 35-60% 1,0 0,023 1,0 0,022

Sobrenadante nao filtrado
0,5 0,012 0,5 0,007
(retido pela membrana)

Sobrenadante filtrado 0,5 0,008 0,5 0,009

* A atividade de GPO nos extratos foi quantificada pelo emprego de o-dianisidina.

1.2. Métodos de concentracao por liofilizacao

A liofilizacao (freeze drying, em inglés) € um processo de secagem, por
sublimacado da agua congelada de um material, realizado em temperatura baixa e
sob pressao reduzida; usualmente usado com técnica suporte para a estabilizacdo
de proteinas, uma vez que com o indice de agua extremamente reduzido promove-
se a inibicdo da agdo dos microorganismos e de enzimas (KULA, 1987; MACKOVA
et al., 2000). Neste ensaio, apds a obtencao do extrato celular por rompimento com
esferas de vidro, submeteu-se tal extrato ao congelamento e, em seguida, a
liofilizagdo. Depois de liofilizado, suspendeu-se o material em tampéo Tris-HCI
0,01M pH 7,2, e realizou-se a reacao para dosagem da atividade de GPO com 4-
AAP e fenol, para fins de quantificagao de atividade residual. Na Tabela 15 tém-se
os resultados da atividade da GPO e proteina presentes no extrato bruto,
evidenciando ser a liofilizagdo uma técnica nao eficaz neste extrato enziméatico, nas

condicdes estudadas.

Tabela 15. Efeito da liofilizacdo sobre a atividade enzimatica de glicerol-3-
fosfato oxidase oriunda de extrato enzimatico obtido por
rompimento com esferas de vidro.

. . ] Atividade
Diluicao Volume Atividade* Proteina o
Amostra especifica
(vezes) (mL) () (mg)
(U/mg)
Liofilizada 10 3,0 0,234 221,97 0,0011
Nao liofilizada 10 9,0 0,612 264,60 0,0023

*A atividade de GPO foi quantificada pelo emprego de 4-AAP e fenol.
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lll. Caracterizacao de GPO: estudos sobre o ensaio de glicerol-3-fosfato
oxidase de fermento de panificacao

Estudos das condicbes do ensaio de dosagem de glicerol-3-fosfato oxidase
foram realizados com o intuito de otimizar tal dosagem enzimatica e foram baseados
em adaptagdes de técnica colorimétrica descrita por Stckova et al. (1992). Deste
modo, as condi¢des de ensaio iniciais foram: glicerol-3-fosfato 113 mM em tampéao
Tris-HCI pH 8,0 0,125M contendo 0,125% Triton X-100; 4-aminoantipirina 0,0113%;
fenol 0,0226%; peroxidase e extrato enzimatico contendo glicerol-3-fosfato oxidase.
A reacgdo foi realizada em banho-maria a 37°C pelo periodo de 2 horas, sendo
interrompida por solugéo 0,9% SDS e com dosagem espectrofotométrica a 500nm.

1. Efeito da adicao de metais na atividade de GPO

Segundo Mildvan (1974) e Banham e Pethica (1960), cétions divalentes
podem aumentar a atividade de algumas enzimas presumivelmente através de
interacdo com o substrato e a enzimas, além de estabilizar membranas de lipidios,
minimizando a repulsao de grupos polares da cabeca de fosfolipidios.

Assim, estudos preliminares sobre adicdo de metais no ensaio e na etapa de
didlise do extrato enzimatico contendo glicerol-3-fosfato oxidase foram realizados e
seus resultados estdo expostos nas Tabelas 16 e 17, respectivamente. A ocorréncia
de formacao de precipitados com a adicdo dos metais, na concentracdo ensaiada,
durante a dosagem enzimatica (GPO) indicam que estudos mais aprofundados desta
natureza precisam ser realizados. No entanto, tal efeito ja ndo foi visualizado pela
adicao dos metais que obtiveram os melhores resultados de atividade de GPO no
ensaio, a solugcédo tampao utilizada durante a dialise. Neste ultimo estudo, o sulfato
de manganés demonstrou melhor atividade de GPO, mediante dosagem com
o-dianisidina.
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Tabela 16. Efeito da adicao de diferentes metais no ensaio de atividade de GPO
oriunda de extrato enzimatico de levedura obtido por rompimento
com esferas de vidro (precipitacao: sulfato de aménio 35-70%).

Metais (10mM) Atividade (U/mL) *
Manganés (sulfato) 0,002
Cobalto (cloreto) 0,006
Magnésio (sulfato) 0,000
Calcio (cloreto) 0,000

*Condigbes de ensaio: Reacéo realizada em banho-maria a 37°C/pH 8,0 pelo periodo de 2
horas, apos o qual foi interrompida por solugao 0,9% SDS e centrifugada por 5 min a 12000 rpm
(11671 x g), para proceder-se leitura espectrofotométrica a 500nm devido a dosagem de atividade de
GPO no extrato enzimatico ter sido feita mediante sistema 4-AAP e fenol.

Tabela 17. Efeito de diferentes solucées de dialise contendo metais na
atividade de GPO oriunda de extrato de levedura obtido por
rompimento com esferas de vidro (precipitacao: sulfato de aménio

35-70%).
Metais (10mM) Atividade (U/mL)
Sem metais 0,000
Manganés (sulfato) 0,012
Cobalto (cloreto) 0,002

Condigbes de ensaio: Reagao realizada em banho-maria a 37°C/pH 8,0 pelo periodo de 2
horas, apds o qual foi interrompida por solugéo 0,9% SDS e procedeu-se leitura espectrofotométrica a
500nm devido a dosagem de atividade de GPO no extrato enzimatico ter sido feita mediante sistema
4-AAP e fenol.

2. Temperatura de reacao

As velocidades das reagbes enzimaticas aumentam com a elevacdo da
temperatura até velocidade maxima. Com a elevagdo acentuada da temperatura
ocorre a desnaturagdo protéica da enzima e conseqlente perda na atividade.
Kiranas et al. (1998) mostraram que 30°C é o valor étimo de temperatura para o
ensaio de glicerol-3-fosfato oxidase, obtida de Aerococcus viridans, em analises que
utilizam sistema automatizado de andlise. Os autores mostram influéncias negativas
de valores de temperaturas muito altas ou baixas.

A Figura 5 mostra 6timo de temperatura de 60°C para o ensaio de atividade
de glicerol-3-fosfato oxidase de fermento de panificagao.
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Figura 5. Atividade de glicerol-3-fosfato oxidase obtida por rompimento com
esferas de vidro em funcao da temperatura no ensaio. Condicoes de
ensaio: Reagdo realizada em banho-maria a diferentes temperaturas
(acima descritas) /pH 8,0 pelo periodo de 2 horas, apdés o qual foi
interrompida por solugédo 0,9% SDS e submetida a centrifugacao por 5
min a 12000 rpm (11671 x g). Leitura espectrofotométrica foi feita a
500nm devido a dosagem de atividade de GPO no extrato enzimatico ter
sido feita mediante sistema 4-AAP e fenol.

3. Concentracao de substrato

O substrato utilizado para a reacdo de medida de atividade de glicerol-3-
fosfato oxidase foi o glicerol-3-fosfato. A Figura 6 mostra os resultados da variacao
da atividade da GPO em fungao da concentracéo do glicerol-3-fosfato. Pela analise

dos dados obtidos, conclui-se que a melhor concentracdo de glicerol-3-fosfato na
reacao GPO é 0,45M.
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Figura 6. Efeito da concentracdao de solucao de substrato (glicerol-3-fosfato)
utilizada para ensaio de GPO obtida por rompimento com esferas de
vidro. Condi¢cdes de ensaio: Reacdo realizada em banho-maria a
60°C/pH 8,0 pelo periodo de 2 horas, apés o qual foi interrompida por
solucao 0,9% SDS e submetida a centrifugacéo por 5 min a 12000 rpm
(11671 x g). Leitura espectrofotométrica foi feita a 500nm devido a
dosagem de atividade de GPO no extrato enzimatico ter sido feita
mediante sistema 4-AAP e fenol.

4. Diluicao de extrato

Leituras de atividade enzimatica em extratos celulares parcialmente purificado
sofrem agédo de inibidores e/ou interferentes presentes neste extrato. Portanto,
determinagcées de atividades enzimaticas devem ser realizadas em extratos
suficientemente diluidos, que possibilitam a leitura da atividade. Pela analise dos
dados obtidos, a melhor diluigdo do extrato enzimético de levedura obtida por
rompimento com esferas de vidro para o ensaio de atividade de glicerol-3-fosfato
oxidase € 0,015 mL (Figura 8), diluido 10 vezes (Figura 7).
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Figura 7. Efeito da diluicao de extrato enzimatico de fermento de panificacao
seco (rompimento com esferas de vidro) para ensaio de GPO.
Condicdes de ensaio: Reacdo realizada em banho-maria a 60°C/pH 8,0
pelo periodo de 2 horas, apés o qual foi interrompida por solugéo 0,9% SDS
e submetida a centrifugacao por 5 min a 12000 rpm (11671 x g). Leitura
espectrofotométrica foi feita a 500nm devido a dosagem de atividade de
GPO no extrato enzimético ter sido feita mediante sistema 4-AAP e fenol.
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Figura 8. Efeito do volume de extrato enzimatico de fermento de panificacao
seco (rompimento com esferas de vidro) no ensaio de atividade de
glicerol-3-fosfato oxidase. Condi¢cées de ensaio: Reagéo realizada em
banho-maria a 60°C/pH 8,0 pelo periodo de 2 horas, apés o qual foi
interrompida por solucao 0,9% SDS e submetida a centrifugacao por 5
min a 12000 rpm (11671 x g). Leitura espectrofotométrica foi feita a
500nm devido a dosagem de atividade de GPO no extrato enzimatico ter
sido feita mediante sistema 4-AAP e fenol.

5. Valor do pH de reacao

A maioria dos estudos da literatura indica o 6timo do valor de pH para os
ensaios de atividade desta enzima na faixa proxima ao neutro, sendo variaveis os
valores conforme a fonte de enzima e solug¢des tampdao utilizada no ensaio. Ince et
al. (1997) encontraram o valor de 7,5 como 6timo de pH, quando utilizaram solucao
tampao &cido dimetilglutarico ou fosfato de sédio, porém, os mesmos autores
obtiveram 6timo 7,0 de pH no ensaio contendo tampao Tris-HCI. O valor de pH 6timo
7,5 foi obtido por Mackova et al. (2000) em estudos sobre propriedades e
estabilidade de glicerol-3-fosfato oxidase de Aerococcus viridans.

Os resultados deste trabalho mostram valor étimo de pH no ensaio de 8,0,
conforme Figura 9 e concentracédo de 0,1 M conforme Tabela 18.
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Figura 9. Efeito do pH na atividade de GPO de fermento de panificacao seco

(rompimento com esferas de vidro). Solucdes tampéo: acetato 0,1M
(pH 5,0), fosfato 0,1M (pH 6,0-7,0), Tris-HCI 0,1M (pH 8,0-9,0), carbonato-
bicarbonato 0,1M (pH 10,0). Todas as solugdes continham 0,1% de Triton
X-100. Condicbes de ensaio: Reacdo realizada em banho-maria a
60°C/pH a determinar pelo periodo de 2 horas, apés o qual foi
interrompida por solucdo 0,9% SDS e submetida a leitura
espectrofotométrica a 500nm devido a dosagem de atividade de GPO no
extrato enzimatico ter sido feita mediante sistema 4-AAP e fenol.

Tabela 18. Comparacdao de diferentes concentracoes de tampao Tris-HCI

quando aplicados no ensaio de dosagem enzimatica de GPO
(rompimento com esferas de vidro).

B Atividade
Tampao Tris-HCI
(U/mL)
0,1M com 0,1% de
0,150
Triton X-100
“Controle”: 0,125M com 0,125%
0,136

de Triton X-100

Condicdes de ensaio: Reacéo realizada em banho-maria a 60°C/pH 8,0 pelo periodo de 2
horas, apés o qual foi interrompida por solugcédo 0,9% SDS e submetida a leitura espectrofotométrica a
500nm devido a dosagem de atividade de GPO no extrato enzimatico ter sido feita mediante sistema

4-AAP e fenol.



ndo No NOsso
bt al. (1992),
£ao de oxido-

5. A atividade
diferenca da
elhor tempo

b dosagens e
ara GPO em




_____ Resultados e Discussdes 62

7. Concentracao e volume de fenol

Tendo como referéncia o texto descrito por Stichova et al. (1992), realizou-se
neste ensaio a verificacdo do efeito da concentragcdo e o emprego de diferentes
volumes de fenol para a obtencao de melhor resultado para detecg¢ao de glicerol-3-
fosfato oxidase contido em extrato de levedura de panificagdo. Analisando a Figura
11, verificou-se que o emprego de solucdo menos concentrada, em volume de
0,35 mL, proporcionou os melhores resultados de atividade de GPO.

—u—S0l. 0,1%
0,10 —e—Sol. 0,5%

0,08 -

0,06

0,04 -

Atividade (U/mL)

0,02 -

0,00 o——o

o1 02 03 04
Volume de fenol (mL)
Figura 11. Concentracao e volume de fenol. Condigbes de ensaio: Reagéo
realizada em banho-maria a 60°C/pH 8,0 pelo periodo de 2 horas, apds
o qual foi interrompida por solugdo 0,9% SDS e submetida a leitura

espectrofotométrica a 500nm devido a dosagem de atividade de GPO
no extrato enzimatico ter sido feita mediante sistema 4-AAP e fenol.

8. Concentracao e volume de 4-AAP

Segundo a literatura, o peréxido de hidrogénio é um dos produtos formados
na reacao de oxido-reducao catalisada pela glicerol-3-fosfato oxidase. A reducéo
deste perdxido pelo emprego de um agente redutor ou cromogénico apropriado
produz um composto colorido que pode ser determinado espectrofotometricamente,
como, por exemplo, na oxidacédo do fenol pela peroxidase em presenca de
4-aminoantipirina (VOJINOVIC et al, 2004).
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Neste ensaio, verificou-se ser a solugdo 0,1% a melhor concentracéo e
0,15 mL o volume de 4-AAP (4-aminoantipirina) necessarios para a obtencao de
melhor atividade de glicerol-3-fosfato oxidase (Figura 12).
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Figura 12. Concentracao e volume de 4-AAP. Condicbes de ensaio: Reagéo
realizada em banho-maria a 60°C/pH 8,0 pelo periodo de 2 horas, apés
o qual foi interrompida por solucdo 0,9% SDS e submetida a leitura

espectrofotométrica a 500nm devido a dosagem de atividade de GPO
no extrato enzimatico ter sido feita mediante sistema 4-AAP e fenol.

9. Interrupcao da reacao

Alguns procedimentos séo classicos como forma de interromper uma reagéo
enzimatica, mas sem duvida a fervura do conteludo da reacdo é bastante
empregada. Stichova et al. (1992) utilizaram 2 ml de solugdo 0,25% de SDS para
interromper a reacdo de determinacao de atividade de glicerol-3-fosfato oxidase de
Aerococcus viridans. O volume total do ensaio descrito pelos autores foi de 3,02 ml.

Experimentos adicionando 0,9%, 2%, 4% e 10% de SDS no ensaio foram
realizados com o propésito de interromper a agao da enzima na reacao. A Figura 13
mostra resultados comparativos da atividade da GPO apds adicdo das diferentes
quantidades de SDS no instante zero e ap6s 10 minutos. Ensaios comparativos
entre a acdo do SDS e a acdo da alta temperatura (fervura) foram realizados no
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tempo zero e apdés 10 minutos. A Tabela 19 mostra os resultados das atividades da
GPO apo6s os dois diferentes tratamentos. Pela andlise dos dados obtidos, o melhor
resultado do ensaio foi obtido pelo emprego do SDS 10%, alcancando variagdo de

3,6% apds 10 minutos, mesmo quando comparado ao emprego de fervura.
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Figura 13. Porcentagens de solucées de SDS adicionadas para interromper a
acao da GPO obtida por rompimento em esferas no ensaio de
atividade. Condicoes de ensaio: Reacdo realizada em banho-maria a
60°C/pH 8,0 pelo periodo de 2 horas, apdés o qual foi interrompida por
solucdo SDS (concentracdo a determinar) e submetida a leitura
espectrofotométrica a 500 nm devido a dosagem de atividade de GPO no
extrato enzimatico ter sido feita mediante sistema 4-AAP e fenol.
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Tabela 19.Comparacdao do emprego de SDS e fervura para interrupcao de
reacao de GPO de extrato enzimatico obtido por rompimento com
esferas de vidro.

. Tempo final* Apoés 10min.*
Técnica
Atividade (U/mL) ** Atividade (U/mL) **
SDS 10% 0,112 0,116
Fervura 0,016 0,029

*Tempo final: Tempo final de reacdo de dosagem de atividade enzimatica em que apos 2
horas de incubacao adicionou-se SDS para interrupcdo da mesma. A verificacao da estabilidade foi
feita com nova leitura ap6s 10 minutos.

**Condigbes de ensaio: Reagao realizada em banho-maria a 60°C/pH 8,0 pelo periodo de 2
horas, ap6s o qual foi interrompida por solugdo 10% SDS ou fervura e submetida a leitura
espectrofotométrica a 500nm devido a dosagem de atividade de GPO no extrato enzimatico ter sido
feita mediante sistema 4-AAP e fenol.

10. Volume de peroxidase no ensaio

A enzima glicerol-3-fosfato oxidase é responsavel por catalisar reacoes de
oxido-reducao de substrato fosforilado na presenca de oxigénio, que resulta na
formacao da espécie H,O,. Peroxidases sdo enzimas capazes de decompor a
espécie H.O,. Algumas metodologias de dosagem utilizam sistemas cromogenos
que resulta em um produto colorido de absor¢cao em comprimento de onda no visivel
(FOSSATI et al., 1992). Este conjunto de reagcdes tem interesse na determinacao de
substratos quimicos, com potencial aplicacées nas areas médicas, farmacéuticas e
de alimentos. Na padronizagdo do volume de extrato enzimatico, contendo
peroxidase obtida de rabanete, diferentes quantidades de uma mesma preparacao
foram adicionadas no ensaio de determinacdo da atividade de glicerol-3-fosfato
oxidase. A adicdo de 60 puL de amostra resultou em maior quantidade de redutores.
Maiores volumes de extrato enzimatico no ensaio, ndo significaram aumento da
quantidade de grupos redutores. A Tabela 20 mostra os resultados da atividade da
glicerol-3-fosfato oxidase (lidos como redutores) em funcdo do volume de extrato

enzimatico na reagao por 120 min a 60°C.
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Tabela 20 Efeito do volume de peroxidase de extrato de rabanete no ensaio de
medida de atividade da glicerol-3-fosfato oxidase de extrato de
fermento de panificacao obtida por rompimento com esferas de vidro

Volume (uL) Atividade (U/mL)

15 0,144
30 0,180
60 0,212
90 0,198
115 0,201

Condicdes de ensaio: Reacéo realizada em banho-maria a 60°C/pH 8,0 pelo periodo de 2
horas, apds o qual foi interrompida por solugédo 10% SDS e submetida a leitura espectrofotométrica a
500nm devido a dosagem de atividade de GPO no extrato enzimatico ter sido feita mediante sistema
4-AAP e fenol.
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IV. Dosagens nas condicoes otimizadas

O ensaio de determinacao de atividade da GPO de extrato celular purificado e
obtido a partir de fermento de panificagdo (massa salgada) realizado, para um
volume final de 1,63 mL, foi otimizado para as seguintes condigdes:

Concentracao de glicerol-fosfato no ensaio: 250mM

Valor do pH: 8,0

Valor da temperatura: 60°C

Concentracao do tampao: tampao Tris-HCI 0,1M com 0,1% de Triton X-100

Tempo de reacdo: 2 horas ou 120 minutos

Volume e diluigdo do extrato enzimatico de levedura: 15 uL, diluicdo 10 vezes

Concentragéo de fenol no ensaio: 0,0226%

Concentracao de 4-aminoantipirina (4-AAP) no ensaio: 0,0113%

Atividade de peroxidase (extrato bruto de rabanete): cerca de 0,40 unidade.

A reacao foi interrompida pela adicdo de 300uL de solucdo SDS 10% e a
leitura espectrofotométrica realizada a 500 nm.

Mediante tais condi¢cdes, novos ensaios foram realizados a fim de verificar a
melhor diluigdo deste extrato enzimatico de levedura e a melhor concentragéo de
glicerol-3-fosfato necessarias para a obtencao de uma maxima atividade de GPO.

A Figura 14 mostra os resultados de variacao de absorbancia em funcao da
diluicdo do extrato. Extrato enzimatico de levedura (rompimento com esferas de
vidro) diluido 10 vezes mostrou-se melhor para o ensaio.

Os valores de atividade da GPO em funcdo da concentracdo do substrato
estao representados na Figura 15. A melhor concentracdo de glicerol-3-fosfato no
ensaio foi 250mM, equivalente a utilizagdo de uma solugdo de glicerol-3-fosfato
0,45M.
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Figura 14. Curva Analitica para dosagem de absorbancia de GPO obtida por
rompimento com esferas. Condicoes de ensaio: Reacao realizada em
banho-maria a 60°C/pH 8,0 pelo periodo de 2 horas, apés o qual foi
interrompida por solugdo 10% SDS e submetida a leitura
espectrofotométrica a 500nm devido a dosagem de atividade de GPO
no extrato enzimatico ter sido feita mediante sistema 4-AAP e fenol.
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Figura 15. Curva Analitica para dosagem de concentracao de solucao de
substrato glicerol-3-fosfato. Condigdes de ensaio: Reacgéo realizada
em banho-maria a 60°C/pH 8,0 pelo periodo de 2 horas, apés o qual foi
interrompida por solugdo 10% SDS e submetida a leitura
espectrofotométrica a 500nm devido a dosagem de atividade de GPO
no extrato enzimatico ter sido feita mediante sistema 4-AAP e fenol.
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V. Estudos sobre a estabilizacao enzimatica

Extratos enzimaticos foram submetidos a elevacao da temperatura (variando
de 0 — 80°C) por 60 minutos. Os resultados de atividade da GPO em funcéo da
temperatura estdo representados na Tabela 21. A enzima apresentou alta
resisténcia térmica, ficando o étimo ao redor de 60 °C, a partir da qual, o aumento de
temperatura provocou pequenas quedas na atividade da GPO.

Tabela 21. Estabilidade térmica de GPO*.

Temperatura (°C) Atividade™
(U/mL)

0 0,222
30 0,244
50 0,257
60 0,262
70 0,260
80 0,238

*Extrato enzimatico contendo GPO obtido por rompimento com esferas e dividido em porcdes
de igual volume submetidas a banho de gelo (0°C) ou banho-maria (30-80°C) pelo periodo de 1 hora,
apods o qual se procedeu a reacdo para determinacdo da dosagem de atividade de GPO.

**Condigdes de ensaio: Reagéo realizada em banho-maria a 60°C/pH 8,0 pelo periodo de 2
horas, apds o qual foi interrompida por solugdo 10% SDS e submetida a leitura espectrofotométrica a
500nm devido a dosagem de atividade de GPO no extrato enzimatico ter sido feita mediante sistema
4-AAP e fenol.

As andlises das tabelas permitiram concluir que, a temperatura de 60°C, a
estabilidade da enzima GPO presente no extrato enzimatico foi maior. Os resultados
indicam a ocorréncia de pequena ativacao enzimatica da GPO pela temperatura, fato
este que nos levou a realizar uma curva de tempo (Inicial, 30, 60, 90 e 120 minutos)
de estabilidade térmica da enzima em questdo. Utilizou-se a mesma metodologia
realizada acima para determinagio da estabilidade térmica, a 60°C. A Figura 16
mostra a variacdo da atividade da GPO em funcdo do tempo de permanéncia a
60°C.
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Tabela 22. Estabilidade ao pH.

Atividade da GPO (U/mL)
Tempo pH50 PpH6,0 pH 7,0 pH 8,0 pH 9,0 pH 9,5 pH 10,0

(dias) Acetato Fosfato Fosfato Tris-HCI Tris-HCI  Carb.-bicarb. Carb.-bicarb.

0,1M 0,1M 0,1M 0,1M 0,1M 0,1M 0,1M

Zero 0,259 0,244 0,275 0,297 0,274 0,253 0,271

1 0,256 0,250 0,255 0,295 0,274 0,230 0,150

3 0,240 0,240 0,241 0,280 0,268 0,170 0,070

7 0,232 0,175 0,232 0,273 0,241 0,120 0,000

14 0,200 0,129 0,234 0,248 - 0,046 0,000

Condicdes de ensaio: Extrato enzimatico contendo GPO obtido por rompimento com esferas
de vidro e dividido em por¢des de igual volume submetidas a diferentes pH, determinados com o tipo
de tampao utilizado, mantidos a 40°C por até 14 dias, em que se realizou, em determinados intervalos
de tempo, reagdo para determinagdo da dosagem de atividade de GPO em banho-maria a 60°C/pH
8,0 pelo periodo de 2 horas, ap6s o qual foi interrompida por solugdo 10% SDS e submetida a leitura
espectrofotométrica a 500nm devido a dosagem de atividade de GPO no extrato enzimatico ter sido
feita mediante sistema 4-AAP e fenol.

Alguns estabilizantes de atividade enzimatica sdo citados na literatura. A
azida de sdédio adicionada sobre o extrato enzimatico atua na preservagdao de
atividade de diversas enzimas, segundo Leskovac, 1998.

Estudos prévios utilizando azida de sédio 0,05%, sacarose 5%, trealose 1%,
dextrina 5%, glicerol 50%, EDTA 0,1M; cloreto de cobalto 6,7mM e caseina
hidrolisada 1% foram realizados a 30°C, frente a um controle (extrato enzimatico
sem presenca de estabilizantes), pelo periodo de 14 dias (dados nao mostrados). Os
estabilizantes que obtiveram melhores resultados (azida de sédio 0,05%, sacarose
5% e sulfato de cobalto na concentracdao de 6,7 mM) foram novamente ensaiados
sobre extratos enzimaticos contendo GPO e mantidos na temperatura de 40°C (t
0,3°C, B.O. D.) por até 21 dias, a fim de permitir a melhor visualizagédo dos efeitos
promovidos pelos estabilizantes. A Tabela 23 mostra os resultados da atividade da
GPO em funcéo do tempo de estocagem na presenca dos diversos estabilizantes.
Pelos resultados da tabela, a azida de sédio na concentracao de 0,05% foi a que

manteve melhor a atividade da enzima nas condi¢des de estocagem.
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Tabela 23. Estabilidade da GPO do extrato enzimatico em funcao do tempo de
estocagem e mantida na presenca de diversos estabilizantes.

Atividade da GPO (U/mL)
Estabilizantes Azida Cobalto
Controle Sacarose 5%
0,05% 6,7 mM
0,242 0,261 0,261 0,260
Inicial
(100%) (100%) (100%) (100%)
1dia 0,247 0,261 0,262 0,250
3 dias 0,242 0,268 0,257 0,248
7 dias 0,239 0,269 0,255 0,243
14 dias 0,223 0,261 0,233 0,218
0,192 0,257 0,219 0,193
21 dias
(79,21%) (98,44%) (83,85%) (74,34%)

Condigbes de ensaio: Extrato enzimatico contendo GPO obtido por rompimento com esferas
de vidro e dividido em porcbes de igual volume submetidas a diferentes agentes estabilizantes,
mantidos a 40°C por até 21 dias, em que se realizou, em determinados intervalos de tempo, reacdo
para determinagdo da dosagem de atividade de GPO em banho-maria a 60°C/pH 8,0 pelo periodo de
2 horas, apos o qual foi interrompida por solugao 10% SDS e submetida a leitura espectrofotométrica
a 500nm devido a dosagem de atividade de GPO no extrato enzimatico ter sido feita mediante
sistema 4-AAP e fenol.
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= A melhor condicdo de rompimento das células de leveduras foi a trituracao
com esferas de vidro de 425-600 micras em meio contendo solugdo tampao citrato de
sédio 2 mM pH 6,2 contendo 2 mM - mercaptoetanol.

» O consumo de oxigénio, determinado através de leituras em oxigrafo, foi
aumentado em cerca de 30% quando o extrato bruto contendo GPO foi concentrado em
16 vezes.

= A purificagdo de glicerol-3-fosfato oxidase foi mais eficiente utilizando a
seguinte sequUéncia de operacdes: centrifugacao do extrato bruto por 10 minutos a 6000
rom (2917 x g); precipitagdo do sobrenadante com sulfato de estreptomicina 1%;
centrifugacédo por 20 minutos a 12000 rpm (11671 x g); precipitagdo do sobrenadante
com igual volume de solugcao 30% (p/v) PEG 3350; repouso por aproximadamente 12
horas em geladeira e centrifugacdo a 12000 rpm (11671 x g) por 20 minutos. A
ressuspensao do precipitado com solugao tampao Tris- HCI 0,01M pH 7,2 foi dialisada
em solugao tampao citrato de sodio 0,2mM contendo 2 mM B- mercaptoetanol por 24
horas na presencga de sulfato de manganés 10 mM . A frac&o resultante foi centrifugada
por 10 minutos a 10000 rpm (8105 x g) e 0 sobrenadante utilizado como extrato bruto
parcialmente purificado.

= O extrato celular bruto ficou 21,2 vezes mais concentrado em GPO apés ser
submetida a metodologia de precipitacdo (PEG 3350), seguida de dialise.

= O ensaio de dosagem da GPO ficou assim padronizado neste trabalho:
concentracao de glicerol-fosfato no ensaio: 250 mM; Valor do pH: 8,0; Tamp&o: solugéao
tampéao Tris-HCI 0,1M com 0,1% de Triton X-100; 0,0113% 4-aminoantipirina; 0,226%
fenol; cerca de 0,40 unidade de peroxidase; volume e diluicdo do extrato enzimatico:
15 plL, diluicdo 10 vezes; agua destilada para volume final de 1,33 mL; valor da
temperatura: 60°C; Tempo de reacgéo: 2 horas. A reacéo foi interrompida pela adi¢édo de
300 pL de solugédo SDS 10% e a leitura espectrofotométrica realizada a 500 nm.

= A enzima GPO apresentou alta resisténcia térmica, ficando o seu 6timo ao
redor de 60 °C.

= A estabilidade da enzima realizada em diferentes valores do pH na reacao
mostrou faixa de 6timo situado entre os valores 7,0 — 8,0.

» A enzima GPO manteve melhor a atividade, nas condi¢cdes de estocagem, na
presenca de azida de sodio na concentragao de 0,05%.
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Preparo das solucoes

O preparo das solugdes utilizadas ao longo desta dissertagdo esta descrito,

em ordem alfabética, a seguir.

= 4-aminoantipirina 0,1%: Pesou-se 0,0100 g de 4-aminoantipirina (Sigma),

dissolveu-se em 5 mL de agua destilada e completou-se o volume, em balédo
volumétrico, para 10 mL.

» Acido 3,5-dicloro-2-hidroxibenzenosulfonico sodico  0,1%: Pesou-se

0,0100g de DHBS (Sigma), dissolveu-se em 5 mL de agua destilada e completou-se
o volume, em baldo volumétrico, para 10 mL.
» Azida de sédio 0,05%: Pesou-se 0,005 g de NaNjs (Mallinckrodt OR) e

dissolveu-se em 1 mL de extrato de levedura contendo glicerol-3-fosfato oxidase

obtido por rompimento com esferas de vidro.

= Caélcio 10 mM: Pesou-se 0,020 g de CaCl; . 2H,0 (Synth), dissolveu-se em
0,5 mL de agua destilada e completou-se o volume, em baldo volumétrico, para
1 mL.

= Carbonato de sddio 2%: Pesou-se 1,000 g de NaCOsz; anidro (Synth),
dissolveu-se em 10 mL de solugcado hidroxido de sodio 0,1M e completou-se o

volume, em baldo volumétrico, para 50 mL.
= Cloreto de cobalto 6,7 mM Pesou-se 0,0184 g de CoCl. . 6H20 (Sigma), e
dissolveu-se em 1 mL de extrato de levedura contendo glicerol-3-fosfato oxidase

obtido por rompimento com esferas de vidro.

= Cobalto 10 mM: Pesou-se 0,0320g de CoCl, . 6H.O (Sigma), dissolveu-se
em 0,5 mL de agua destilada e completou-se o volume, em balao volumétrico, para
1 mL.

= Fenol 0,1%: Pesou-se 0,010 g de fenol (Synth), dissolveu-se em

5 mL de agua destilada e completou-se o volume, em baldo volumétrico, para
10 mL. Armazenou-se em frasco escuro, vedando a boca com filme plastico a fim de
evitar a evaporacao do alcool e a oxidagdo do reagente.

= Glicerol-3-fosfato 60mM: Pesou-se 1,2960 g de glicerol 3-fosfato (Sigma),

dissolveu-se em 80 mL de agua destilada e completou-se o volume, em baldo

volumétrico, para 100 mL.
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= Glicerol 3-fosfato 0,45 M em solucdo tampado Tris HClI 0,1 M pH 8.0
contendo 0,1% Triton X-100: Pesou-se 2,4300 g de glicerol 3-fosfato (Sigma),

dissolveu-se em 20 mL de tampao Tris HCI 0,1 M pH 8,0 contendo 0,1% Triton
X-100 e completou-se o volume, em balao volumétrico, para 25 mL.
=  Guaiacol 72,4 mM: Pipetou-se 0,081 mL de guaiacol (Fluka), dissolveu-se

em 5 mL de agua destilada e completou-se o volume, em baldo volumétrico, para
10 mL. Armazenou-se em frasco escuro, vedando a boca com filme plastico a fim de
evitar a evaporacgao e a oxidacao do reagente.

» Hidréxido de sédio 0,1 M: Pesou-se 0,200g de NaOH P.A. (CIRQ),
dissolveu-se em 10 mL de agua destilada e completou-se o volume, em balédo

volumétrico, para 50 mL.
= Magnésio 10 mM: Pesou-se 0,0330 g de MgSOQO,4. 7H-O (Synth), dissolveu-

se em 0,5 mL de agua destilada e completou-se o volume, em baldao volumétrico,

para 1 mL.
» Manganés 10mM: Pesou-se 0,0225 g de MnSO4.H,O (Mallinckrodt),
dissolveu-se em 0,5 mL de agua destilada e completou-se o volume, em balao

volumétrico, para 1 mL.
» QO-dianisidina 7,2 mM: Pesou-se 0,0176 g de O-dianisidina (Vetec) e
solubilizou-se, com auxilio de agitador magnético, em 8 mL de etanol (Mallinckrodt).

Transferiu-se para um baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com
etanol. Armazenou-se em frasco escuro, vedando a boca com filme plastico a fim de
evitar a evaporacao do alcool e a oxidagao do reagente.

= QO-dianisidina 15 mM: Pesou-se 0,0183 g de O-dianisidina (Vetec) e
solubilizou-se, com auxilio de agitador magnético, em 4 mL de etanol (Mallinckrodt).

Transferiu-se para um baldo volumétrico de 5 mL e completou-se o volume com
etanol. Armazenou-se em frasco escuro, vedando a boca com filme plastico a fim de
evitar a evaporacao do alcool e a oxidagao do reagente.

= O-tolidina 0,76 mM: Pesou-se 0,0016 g de o-tolidina pura (Nuclear), e

solubilizou-se, com auxilio de agitador magnético, em 4 mL de etanol (Mallinckrodt).
Transferiu-se para um baldo volumétrico de 5 mL e completou-se o volume com
etanol. Armazenou-se em frasco escuro, vedando a boca com filme plastico a fim de

evitar a evaporacao do alcool e a oxidagao do reagente.
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= Peréxido de hidrogénio 30 mM: Pipetou-se 9,189 uL de perdxido de

hidrogénio (30%, Synth) para um baldo volumétrico de 10 mL, completando-se o
volume com agua destilada.
» Sacarose 5%: Pesou-se 0,050 g de sacarose (Reagen) e dissolveu-se em

1 mL de extrato de levedura contendo glicerol-3-fosfato oxidase obtido por
rompimento com esferas de vidro.

= Sébdio dodecil sulfato 10%: Pesou-se 1,0000 g de SDS (Sigma), dissolveu-
se em 5 mL de agua destilada e completou-se o volume, em baldo volumétrico, para
10 mL.

» Solucédo estoque de acido citrico 0,1 M (Conforme descrito por Tininis,

2001): Pesou-se 4,8033 g de acido citrico anidro (Synth), dissolveu-se em 120 mL
de agua destilada e completou-se o volume, em baldo volumétrico, para 250 mL.
= Solucdo estoque padrdo (proteina): Albumina de soro bovino 0,06%:

Pesou-se 0,0150g de BSA (Inlab), dissolveu-se em 10 mL de agua destilada e
completou-se o volume, em baldo volumétrico, para 25 mL. Fragbes desta solugcéo
foram armazenadas em congelador (por¢des de 1,0mL).

» Solucédo tampao acetato 0,1M pH 5,0: Pesou-se 0,6804 g de acetato de

sédio (Synth), adicionou-se cerca de 15 mL de agua destilada, ajustou-se o pH 5,0
com solucdo de acido acético (Synth) e completou-se o volume, em balédo
volumétrico, para 50 mL.

= Solucdo tampdo acetato 0,1M pH 5,0 contendo 0,1% de Triton X-100:

Pesou-se 1,3600 g de acetato de sédio (Synth), adicionou-se cerca de 80mL de
agua destilada e ajustou-se o pH 5,0 com solugdo de acido aceético (Synth).
Transferiu-se para baldo volumétrico de 100 mL, adiu-se 0,1 mL de Triton X-100
(Riedel-deHaén) e completou-se o volume com agua destilada.

= Solucédo tampdo acetato 0,1M pH 6,0: Pesou-se 1,3600 g de acetato de

sédio (Synth), adicionou-se cerca de 80 mL de agua destilada e ajustou-se o pH 6,0
com solucdo de &cido acético (Synth). Transferiu-se para baldo volumétrico de
100 mL, completando-se o volume com agua destilada.

= Solugcédo tampédo acetato 0.1 M pH 6.0 contendo 1% Triton X-100: Pesou-

se 1,3600 g de acetato de sodio (Synth), adicionou-se cerca de 80 mL de agua

destilada e ajustou-se o pH 6,0 com solucéo de acido acético (Synth). Transferiu-se
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para baldo volumétrico de 100 mL, adiu-se 1 mL de Triton X-100 (Riedel-deHaén) e
completou-se o volume com agua destilada.

= Solucédo tampao acetato 0,1M pH 6.,5: Pesou-se 1,3600 g de acetato de

sédio (Synth), adicionou-se cerca de 80 mL de agua destilada e ajustou-se o pH 6,0
com solucdo de &cido acético (Synth). Transferiu-se para baldo volumétrico de
100 mL e completou-se o volume com agua destilada.

= Solucéo tampéo acetato 0,1 M pH 6.5 contendo 0,1% Triton X-100: Pesou-

se 1,3600 g de acetato de sédio (Synth), adicionou-se cerca de 80mL de agua
destilada e ajustou-se o pH 6,0 com solucao de acido acético (Synth). Transferiu-se
para baldo volumétrico de 100 mL, adiu-se 0,1 mL de Triton X-100 (Riedel-deHaén)
e completou-se o volume com agua destilada.

» Solucédo tampéo carbonato-bicarbonato 0,1 M (pH 9,5 -10,0): Pesou-se

1,0600 g de carbonato de sodio (Synth) e 0,168 g de bicarbonato de sédio (Reagen),
preparando-se 25 mL e 5 mL de solugcdo acida (0,2 M) e basica (0,2 M),
respectivamente, em baldes volumétricos. Através de misturas, em devidas
propor¢cdes, das duas solucbes obtivemos o pH desejado (pH 9,5 ou 10,0) e
completando-se o volume para 25 mL em baldo volumétrico, chegou-se a
concentracao desejada.

= Solucdo tampé&o carbonato-bicarbonato 0.1 M contendo 0,1% de Triton X-
100 (pH 10,0): Pesou-se 1,0599 g de carbonato de sédio anidro (Synth) e 0,4201 g
de bicarbonato de sddio (Reagen), preparando-se 50 mL e 25 mL de solugéo acida

(0,2 M) e basica (0,2 M), respectivamente, em baldes volumétricos. Através de
misturas, em devidas proporc¢des, das duas solugdes obtivemos o pH desejado (pH
10,0). Transferiu-se para baldo volumétrico de 100 mL e adicionou-se 0,1 mL de
Triton X-100 (Riedel-deHaén). Completou-se o volume com agua destilada
chegando-se a concentracao desejada.

= Solucdo tampdo citrato de so6dio 2 mM pH 5.5 contendo sulfato de

manganés 10 mM e B-mercaptoetanol 2 mM: Pipetou-se 4 mL da solucédo estoque

de éacido citrico 0,1 M, em cerca de 1800 mL de agua destilada. Acertou-se o pH
para 5,5 com NaOH (Synth) 0,1 M e adicionaram-se 3,3802 g de MnSQO4.H,O
(Mallinckrodt) e 280 uL de B-mercaptoetanol (Riedel-deHaén) e completou-se o

volume, em baldo volumétrico, para 2 L.
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= Solucao tampao citrato de sédio 2 mM pH 6.2 contendo 3- mercaptoetanol

2 mM (Conforme descrito por Tininis, 2001): Pipetou-se 2 mL da solucao estoque de
acido citrico 0,1 M em cerca de 80 mL de agua destilada. Ajustou-se o pH para 6,2,
(Medidor de pH Marconi PA 200) com NaOH (Synth) 0,1 M, adicionou-se 14 L de
B-mercaptoetanol (Riedel-deHaén) e completou-se o volume, em baldo volumétrico,
para 100 mL.

=  Solucao tampéo citrato 2 mM pH 6.2 contendo cloreto de cobalto 10mM e

B-mercaptoetanol 2 mM: Pipetou-se 4 mL da solucao estoque de acido citrico 0,1 M,

em cerca de 1800 mL de agua destilada. Acertou-se o pH para 6,2 com NaOH
(Synth) 0,1 M e adicionaram-se 5,478 g de CoCl,. 6 H,O (Sigma) e 280 uL de
B-mercaptoetanol (Riedel-deHaén) e completou-se o volume, em baldo volumétrico,
para 2 L.

= Solucdo tampao citrato de sodio 2 mM pH 6.2 contendo sulfato de

manganés 10mM e B-mercaptoetanol 2 mM: Pipetou-se 4 mL da solucao estoque de

acido citrico 0,1 M, em cerca de 1800 mL de agua destilada. Acertou-se o pH para
6,2 com NaOH (Synth) 0,1 M e adicionaram-se 3,3802 g de MnSO4.H,O
(Mallinckrodt) e 280 uL de B-mercaptoetanol (Riedel-deHaén) e completou-se o
volume, em baldo volumétrico, para 2 L.

» Solucéo tampéo citrato-fosfato 0,08 M pH 5,5: Pesou-se 1,9210 g de acido

citrico anidro (Synth) e 7,1700 g de fosfato de sédio dibasico dodecahidratado
(Synth), preparando-se 100 mL de solugdo acida (0,1 M) e basica (0,2 M),
respectivamente, em baldes volumétricos. Através de misturas, em devidas
propor¢cdes, das duas solugdes obtivemos o pH desejado (pH 5,5) e completando-se
o volume para 100 mL em baldo volumétrico, chegou-se a concentragdo desejada.

» Solucdo tampéo fosfato 0,1 M (pH 6,0-7,0): Pesou-se 0,695 g de fosfato

de sddio monobasico hidratado (Reagen) e 1,7925 g de fosfato de sodio dibasico
dodecahidratado (Synth), preparando-se 25 mL de solucédo acida (0,2 M) e basica
(0,2 M), respectivamente, em baldes volumétricos. Através de misturas, em devidas
proporcdes, das duas solucbes obtivemos o pH desejado (pH 6,0 ou 7,0) e
completando-se o volume para 25 mL em baldo volumétrico, chegou-se a

concentracao desejada.
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»  Solucédo tampéo fosfato 0,1 M contendo 0,1% de Triton X-100 (pH 6,0-7,0):
Pesou-se 1,3799 g de fosfato de sédio monobasico hidratado (Reagen) e 0,71628 g

de fosfato de sédio dibasico dodecahidratado (Synth), preparando-se 50 mL e 10 mL
de solucao acida (0,2 M) e basica (0,2 M), respectivamente, em balbes volumétricos.
Através de misturas, em devidas proporcdes, das duas solu¢des obtivemos o pH
desejado (pH 6,0 ou 7,0). Transferiu-se para baldo volumétrico de 50 mL e
adicionou-se 0,05 mL de Triton X-100 (Riedel-deHaén). Completou-se o volume com
agua destilada chegando-se a concentracdo desejada.

= Solugcéo tampdo Tris-HCI 10mM pH 7.2: Pesou-se 0,1211 g de Tris

(hidroximetilaminometano, Inlab) em cerca de 80 mL de agua destilada. Ajustou-se o
pH com HCI 6 M (Synth) e completou-se o volume, em baldao volumétrico, para
100 mL.

= Solucédo tampéo Tris-HCI 0,1 M (pH 8,0-9,0): Pesou-se 0,3029 g de Tris
(hidroxiaminometano, Inlab), adicionou-se cerca de 80 mL de agua destilada e

ajustou-se o pH para 8,0 ou 9,0 com solucéo de acido cloridrico (Synth). Transferiu-
se para balao volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com agua destilada.

» Solucédo tampéao Tris-HCI 0,1 M contendo 0,1% de Triton X-100 (pH 7,5-
8,4): Pesou-se 1,2114 g de Tris (Hidroxiaminometano, Inlab), adicionou-se cerca de

80 mL de agua destilada e ajustou-se o pH para 7,5, 8,0 ou 8,4 com solugédo de
acido cloridrico (Synth). Transferiu-se para baldo volumétrico de 100 mL, adiu-se
0,100 mL de Triton X-100 (Riedel-deHaén) e completou-se o volume com agua
destilada.

»  Solucéo tampéo “controle” Tris-HCI 0,125 M contendo 0,125% de Triton X-
100 (pH 8,0): Pesou-se 1,5143 g de Tris (Hidroxiaminometano, Inlab), adicionou-se

cerca de 80 mL de agua destilada e ajustou-se o pH para 8,0 com solucao de acido
cloridrico (Synth). Transferiu-se para baldo volumétrico de 100 mL, adiu-se 0,125 mL
de Triton X-100 (Riedel-deHaén) e completou-se o volume com agua destilada.

= Sulfato de cobre 0,5%: Pesou-se 0,025g de CuSO.. 5 H,O (CIRQ),

dissolveu-se em 10 mL de solugao tartarato de sédio e potassio 1% e completou-se

o volume, em baldo volumétrico, para 50 mL.

» Tartarato de sédio e potassio 1%: Pesou-se 0,050g de tartarato de sédio e

potassio (Merck), dissolveu-se em 10 mL de agua destilada e completou-se o

volume, em baldo volumétrico, para 50 mL.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica
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Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
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