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RESUMO

No presente trabalho, a atividade da enzima glicerol quinase (GK; EC
2.7.1.30; ATP: glicerol 3-fosfotransferase), proveniente de extratos de
levedura seca de panificacdao, foi otimizada. A melhor preparagao
enzimatica da GK foi obtida por rompimento celular com esferas de vidro,
durante sete minutos, com lise de 54,2% das células. O extrato celular foi
parcialmente purificado com 1% de sulfato de estreptomicina, antes da
precipitacao com igual volume de solugao a 30% (m/v) de polietilenoglicol
3350, e posteriormente dialisado. A atividade maxima da GK foi obtida em
pH 10,0, a 60°C e 50mM de substrato, por metodologia classica. A enzima
apresentou alta estabilidade térmica — a atividade foi completamente
mantida até 50°C, durante uma hora — e em pH entre 6,0 e 8,0. Além
disso, manteve-se estavel, por quatro meses, a 4°C, na presenca de azida
de sodio 0,05% e cloreto de cobalto 10mM, e, por até oito meses, com o
extrato liofilizado. Calculados pelos métodos de Lineweaver-Burk, Hanes-
Woolf e Eadie-Hofstee, o valor da constante de Michaelis (Ky) da enzima
variou entre 1,99mM e 3,11mM, e a Vmax, entre 1,14U/mL e 1,19U/mL.
Utilizou-se a metodologia de superficie de resposta (MSR) para melhor
definicdo dos parametros da reacao enzimatica, observando-se valores
otimos de atividades a temperaturas entre 52°C e 56°C, pH entre 10,2 e
10,5 e concentracao de substrato de 150mM a 170mM. A MSR mostrou-se
adequada para modelar a reacao e maximizar a atividade da glicerol
guinase. Este método, de baixo custo, dosa a glicerol quinase em uma
seqléncia de reacdes, sendo de grande importancia para diversas
industrias, como a de alimentos, agucar e alcool.

Palavras-chave: glicerol quinase; levedura de panificacao; metodologia de

superficie de resposta.



ABSTRACT

In the present study, the activity of the enzyme glycerol kinase (GK; EC
2.7.1.30; ATP: glycerol 3-phosphotransferase) from dry baker’s yeast,
was optimized. The best enzymatic preparation of GK was obtained by cell
disruption with glass beads, for seven minutes, with 54.2% of lysed cells.
Cell extract was partially purified with 1% of streptomycin sulphate,
before the precipitation with equal volume of a 30% solution (m/v) of
polyethylene glycol 3350, and then it was dialyzed. The maximum activity
of GK was obtained with pH 10.0, at 60°C and 50mM of substrate, by the
classic methodology. The enzyme presented high thermal stability — the
activity was completely maintained up to 50°C, during one hour — and at
pH between 6.0 and 8.0. Besides, it was stable, for four months, at 4°C,
in the presence of sodium azide 0.05% and cobalt chloride 10mM, and, for
up to eight months, with the lyophilized extract. The value of the Michaelis
constant (K,) of the enzyme was calculated by the methods of
Lineweaver-Burk, Hanes-Woolf and Eadie-Hofstee,and it varied between
1.99mM and 3.11mM, and Vmax, between 1.14U/mL and 1.19U/mL.
Response surface methodology (RSM) was used for better definition of the
parameters of the enzymatic reaction, being observed higher activity
values at temperatures between 52°C and 56°C, pH between 10.2 and
10.5 and substrate concentration from 150mM to 170mM. RSM showed to
be an adequate approach for modeling the reaction and maximizing the
glycerol kinase activity. This low cost method doses glycerol kinase in a
sequence of reactions, being of great importance for many industries, like
food, sugar and alcohol.

Keywords: glycerol kinase; baker’s yeast; response surface methodology.
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Introducdo

1. INTRODUCAO

Na maior parte dos paises, a levedura de panificacdo é a
Saccharomyces cerevisiae. No entanto, a espécie Saccharomyces rosei e
outras leveduras pertencentes aos géneros Zygosaccharomyces e
Torulaspora sao bastante aceitas em panificacao, quando se utilizam
massas doces (BEUDEKER et al., 1990). Comercialmente, as leveduras
provém de diversas cepas, sendo fundamentais para o crescimento da
massa, pela producao de diéxido de carbono, durante a fermentacao
alcoodlica dos agucares nela contidos (KRISTIANSEN, 1994).

A Saccharomyces cerevisiae € uma levedura unicelular pertencente
ao reino dos fungos (GERSHON e GERSHON, 2000). Pode sobreviver tanto
de forma aerdbica quanto anaerodbica, e a escolha entre o metabolismo
aerdébico e anaerdbico depende da disponibilidade de oxigénio e da
concentracao de hidratos de carbono, no meio de cultivo (PASTERIS e
STRASSER DE SAAD, 1998).

O fermento de panificacdo é vendido prensado ou em forma de ADY
(levedura seca ativa) (BEUDEKER et al., 1990). A produgao das células
vivas de levedura é feita aerobicamente, em um meio contendo melaco,
sais de amonio e outros sais, fosfatos, vitaminas e antiespumantes
(KRISTIANSEN, 1994). A massa celular é tratada com aditivos, antes da
secagem, usando-se agentes antioxidantes — propilgalato, hidroxianisole
butilado (BHA), hidroxitolueno butilato (BHT) e acido ascérbico — e
agentes emulsificantes — ésteres de acido citrico, de monoglicerideos e de
poliglicerol —, que contribuem para a manutencao da coloragao tipica do
fermento (BEUDEKER et al., 1990).

A levedura seca ativa é embalada em condicbes de auséncia de
oxigénio ou presenca de gases inertes (nitrogénio). A auséncia de
oxigénio permite prolongar o periodo de armazenamento (de um a dois
meses para um ano). A estabilidade da levedura seca é inversamente

proporcional a temperatura de armazenamento, tanto na presenca como
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na auséncia de ar nas embalagens. Sendo assim, € vantajoso o
armazenamento do produto em condigdes de refrigeracao (BEUDEKER et
al., 1990).

A Tabela 1 fornece a lista dos elementos tipicos encontrados em
levedura seca de panificagao, embora essa composicao possa variar de
acordo com o ambiente de producao e as cepas utilizadas (BEUDEKER et
al., 1990).

Tabela 1 - Principais elementos presentes em 1kg de levedura seca de

panificacao
Elemento Composicao média
Carbono 4809
Oxigénio 310g
Nitrogénio 80g
Hidrogénio 70g
Potdassio 20g
Fosforo 15¢g
Magnésio 39
Calcio 29
Enxofre 29
Outros 18g
Total 1000g

Fonte: Kristiansen, 1994

A Saccharomyces cerevisiae possui a capacidade de responder
rapida e efetivamente as mudancas ambientais. Assim, as células, quando
expostas a ambientes com alta osmolaridade, passam a acumular glicerol
como osmolito (SIDERIUS et al., 2000). Esse acumulo ajuda a manter o
balanco de ATP da via glicolitica. O glicerol é, claramente, um instrumento
de ajuste do potencial celular aquoso (BLOMBERG e ADLER, 1992). Além
disso, a Saccharomyces cerevisiae é capaz de utilizar o glicerol como a
unica fonte de carbono e energia. Para tanto, a primeira etapa é a
conversao do glicerol em glicerol-3-fosfato, pela enzima citosdlica glicerol
quinase. O glicerol-3-fosfato atravessa a membrana externa mitocondrial,

sendo oxidado, pela glicerol-3-fosfato desidrogenase (enzima localizada
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na camada interna da organela), a dihidroxiacetona fosfato. Esta retorna
ao citosol, onde é catabolizada na glicdlise ou usada para sintese de
glicose-6-fosfato, durante a gliconeogénese (PASTERIS e STRASSER DE
SAAD, 1998; GRAUSLUND et al., 1999). O primeiro relato dessa rota
metabdlica foi estudado em Pediococcus pentosaceus, isolada de vinho
argentino (PASTERIS e STRASSER DE SAAD, 1998).

Ha, na literatura, uma infinidade de trabalhos envolvendo
purificacdao e caracterizacao de enzimas provenientes de Saccharomyces
cerevisiae, entre elas, a glicerol quinase (BRENDA, 2008). Um dos
principais usos comerciais da GK esta relacionado com a determinagao de
glicerol (FOSSATI e PRENCIPE, 1982).

Alguns métodos para analise de glicerol incluem oxidacgao,
esterificacdo, formacao de éter, reacao de desidratacdao e procedimentos
cromatograficos. Embora haja os métodos analiticos, as determinacdes
enzimaticas sdo as que possuem maior sensibilidade e especificidade (WU
e CHENG, 2005). A escolha da metodologia deve se basear no tipo de
matriz onde se encontra o analito, na concentragao desse composto na
amostra e na complexidade dessa amostra (HAMANO, 1991).

Sistemas de injegao em fluxo, que utilizam enzimas imobilizadas,
sao seguidos de métodos de deteccao, tais como: espectrofotométrico,
eletroquimico, quimioluminométrico ou espectrofluorimétrico (RANGEL e
TOTH, 2000), infravermelho (PATZ et al., 2004; URTUBIA et al., 2004),
fluorimétrico (FERNANDES et al., 2004) e ultravioleta (BOEHRINGER
MANNHEIM, 1997). Outros métodos enzimaticos sdao combinados com
biossensores e biorreatores (CANIZARES e LUQUE DE CASTRO, 1995;
RANK et al., 1995; MERCHIE et al., 1992; COMPAGNONE et al., 1998;
NICULESCU et al., 2003).

Métodos totalmente enzimaticos sao, em geral, utilizados para
determinacdes de glicerol e/ou triglicérides, uma vez que constituem
procedimentos simples, amenos para automatizagdo e com excelentes
correlacdes de resultados com métodos quimicos. Algumas metodologias,

no entanto, ndo permitem medir o triglicéride sangliineo em altas
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concentracdes, de maneira direta, sendo necessario realizar uma diluicao
prévia ao ensaio. Em outras, porém, a aplicacdao de pequenos volumes
tem afetado a precisdo dos resultados devido a menor absortividade
relativa de nicotinamida-adenina-dinucleotideo (NADH). Além disso, uma
alta concentracao de sabdes de acidos graxos insolluveis, formados apds a
hidrélise de triglicérides, pode ocasionar um desvio ascendente na curva
de calibracdo. Desse modo, propds-se a incorporacao da enzima glicerol
fosfato oxidase preferivelmente a glicerol-3-fosfato desidrogenase, no
sistema reagente, por aquela facilitar o uso de uma reacao indicativa
colorimétrica e estavel, até quatro vezes mais sensivel que a reducao de
NAD* na regido ultravioleta (MCGOWAN et al., 1983; MERCHIE et al.,
1992; MURPHY e GALLEY, 1994).

Fossati e Prencipe (1982) descreveram uma reacao enzimatica-
colorimétrica que possibilita a dosagem de triglicérides no soro humano,
em 15 minutos, a temperatura ambiente. Realiza-se a hidrélise do
triglicéride sangiineo pela lipase, formando glicerol. Este, catalisado pelas
enzimas glicerol quinase e, em seguida, pela L-a-glicerol-fosfato oxidase,
gera peréxido de hidrogénio, que é monitorado a 510nm, mediante
presenca de peroxidase de rabanete e de um sistema cromogénico (acido
3,5-dicloro-2-hidrobenzenosulfénico e 4-aminofenazona). Os dados
obtidos sao sensiveis, precisos e confiaveis, com amostra/reagente numa
proporcao equivalente a 1:150 e sem necessidade de amostra branco.

Muitos laboratorios (GOLDANALISA; SPINREACT; VALTEK
DIAGNOSTICS) disponibilizam, no comércio, kits enzimaticos de dosagem
de triglicérides. Tais produtos seguem uma metodologia semelhante
aquela ultima descrita, utilizando p-clorofenol ou acido
3,5-diclorobenzenosulfonico como reagente cromogénico, que, em
presenca de peréxido de hidrogénio e 4-aminoantipirina ou 4-
aminofenazona, produz quinonimina, cuja absorbancia, medida em
espectrofotometro ou fotocolorimetro a 500nm, é diretamente

proporcional a concentragao de triglicérides.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Caracteristicas e parametros cinéticos da glicerol quinase

Transferases sao enzimas que transferem grupos (nao incluindo
grupos H) do(s) substrato(s) aos aceptores (exceto agua). O nome
sistematico dessas enzimas ¢é formado por “doador:aceptor grupo
transferido - transferase”. Os tipos de grupos transferidos sao
identificados pelo segundo digito, na classificagdao das enzimas, pela Unidao
Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB) (WHITAKER et
al., 2003).

Figura 1 - Acdao da enzima glicerol quinase, com a formagdao de
sn-glicerol-3-fosfato a partir de glicerol.

A enzima glicerol quinase ou gliceroquinase (GK; EC 2.7.1.30; ATP:
glicerol 3-fosfotransferase) catalisa a fosforilacao do glicerol a glicerol-3-
fosfato (JIM et al., 1982; CRANS e WHITESIDES, 1985; STEPANIAN et al.,
2003; BRENDA, 2008), como ilustrado na Figura 1. O numero de
classificacdo, segundo a IUBMB (2008), determina as caracteristicas

basicas da enzima (Figura 2).
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Receptor => Glicerol
Receptor => Alcool
Fosfotransferase

Transferase

T Glicerol
_yQuinase

Figura 2 - Classificagao da enzima glicerol quinase, segundo a IUBMB.

A GK é uma proteina tetramérica, composta por idénticas
subunidades (KOGA et al., 1998), tendo sido isolada, pela primeira vez,
de figado de rato, por Bublitz e Kennedy (JANSON e CLELAND, 1974). E
industrialmente importante e Util para a determinacdao clinica de
triglicéride sanguineo, em combinagcdo com lipase, glicerol-3-fosfato
oxidase e peroxidase, e para a de glicerol (FOSSATI e PRENCIPE, 1982).

Embora seja ativa principalmente com o glicerol, a GK atua também
sobre a dihidroxiacetona e o gliceraldeido (YOSHIHARA, 1996; IUBMB,
2008). Com o glicerol, a reacao é dependente de magnésio e de ATP. A
enzima atua como fator limitante no metabolismo de glicerol de diversos
microrganismos, como a E. coli, em que a reacao é regulada por alguns
metabodlitos, como frutose 1,6-bifosfato, adenina e proteinas
fosfocarreadoras III (SAKASEGAWA et al., 1998).

A glicerol quinase — principalmente a de E. coli — é bastante
estudada, no entanto muitas questdes permanecem sobre suas
propriedades. Anadlises de GKs de diversos organismos fornecem uma
grande ferramenta para elucidar o comportamento, a estrutura e as
fungbes envolvidas nessa classe de enzimas. As GKs vém sendo
purificadas e caracterizadas de varios organismos: animais (figados de
ratos e pombas), fungos (Candida mycoderma), arqueobactérias
(Pyrococcus kodakaraensis) e eubactérias (Flavobacterium
meningosepticum, Enterococcus casseliflavus, Enterococcus faecalis,

Thermus aquaticus, Thermus aquaticus flavus, Bacillus stearothermophilus
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e Bacillus subtilis) (PAWLYK e PETTIGREW, 2001). Além disso, a atividade
da GK tem sido demonstrada em demais fungos (Neurospora, Aspergillus,
Microsporum, Fusalum), protozoarios (Tetrahymena, Leishmania,
Trypanosoma) e virus Epstein-Barr (BRISSON et al., 2001).

Em mamiferos, a GK é mais encontrada no figado, rim e, em
menores quantidades, na mucosa intestinal, tecido adiposo e musculos.
Ela possui, aproximadamente, 50% de similaridade de aminoacidos entre
humanos e a E. coli (BRISSON et al., 2001). Genes que expressam a GK
em humanos e também em Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus casseliflavus ja
foram sequenciados e clonados (KOGA et al., 1998). Em S. cerevisiae, 0
gene que codifica a glicerol quinase é chamado GUT1 (gut = glycerol
utilization) (PAVLIK, 1993).

O estudo da cinética enzimatica ¢é fundamental para o
acompanhamento da acao das enzimas e posterior comparagao entre elas.
O km é definido como a concentracdao de substrato necessaria para que a
velocidade da reacao enzimatica seja a metade da maxima (Vmax). Em
outras palavras, representa a concentracdao de substrato na qual metade
dos sitios ativos das enzimas da reacdao se encontra saturada por
moléculas de substrato, no estado de equilibrio. O valor de k. varia,
consideravelmente, de uma enzima para outra e em uma enzima
particular com diferentes substratos. Em alguns casos, mudangas nas
condicdes de reacdao, como pH ou temperatura, podem ter influéncia no
valor de km (COPELAND, 2000).

Diversos métodos sao utilizados para a determinacdo grafica do
efeito da concentracao do substrato sobre a velocidade de uma reacao
catalisada por enzima. Seguem os principais (CISTERNAS et al., 2005;
COPELAND, 2000):

I) Grafico de velocidade inicial (v) versus concentracdo de

substrato [S], em que, partindo-se da equacao de Henri-

Michaelis-Menten, tem-se que, quando v = Vmax/2, [S] = K.
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II) Grafico 1/v versus 1/[S] (Lineweaver-Burk), em que uma reta de
equacao y = mx +b é tracada, e a interseccao no eixo 1/[S] é o
valor de -1/Kn, e, no eixo 1/v, é o valor de 1/Vmax.

III) Grafico de [S]/v versus [S] (Hanes-Woolf), que fornece uma
reta de equagao y = mx +b, sendo m equivalente ao valor de
1/Vmax, € a inclinacao da reta, Km/Vmax-

IV) Grafico de v versus Vv/[S] (Eadie-Hofstee), em que a reta
originada, com equacao y = mx +b, fornece os valores de Kn
(-m) e Vmax (b).

Na pratica comum de laboratdrio, o método mais amplamente usado
é o Lineweaver-Burk, conhecido como grafico do duplo reciproco; porém,
anadlises estatisticas indicam que, em alguns casos, é também o método
que fornece as piores estimativas (LESKOVAC, 2004).

No grafico duplo reciproco, os baixos valores de [S] correspondem
aos maiores valores de 1/[S], e, devido aos detalhes da regressao linear,
esses pontos sdo 0s que possuem maior peso na analise, resultando em
estimativas pobres, até mesmo quando o erro experimental é pequeno
(COPELAND, 2000; LESKOVAC, 2004). Ja o de Eadie-Hofstee tem a
desvantagem de, normalmente, considerar uma variavel dependente que
aparece em ambas as coordenadas; por outro lado, esse método revela
melhor a presenca de medidas excepcionalmente ruins, com erros
experimentais grandes. No geral, o grafico de Hanes-Woolf é o mais
satisfatério dos trés (LESKOVAC, 2004).

As caracteristicas e propriedades da GK variam muito de acordo com
sua fonte. A Tabela 2 mostra os valores de K, € Vmax da enzima glicerol
quinase obtida de diversos microrganismos, para o glicerol como

substrato.
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Tabela 2 - Valores de Vmax € Km de glicerol quinase obtida de diversas
fontes, para o glicerol como substrato

Autores Ano Microrganismo Km Vmax
Grunnet e .
Lundquist 1967 Candida mycoderma 65uM -
Hayﬁihl € 1967 Escherichia coli 1,3uM -
Janson e .
Cleland 1974 Candida mycoderma 15uM 17U/mg
Deutscher e 1986 Streptocqccus 0,9mM )
Sauerwald faecalis
Nilsson et 1989 Debaryomyces 5mM )
al. hansenii
Voe%‘f'e ® 1993  Escherichia coli*  20-27uM  3,9-4,9U/mg
Pett'QaTeW ® 1996  Escherichia coli 5uM 15,7U/mg
Pett'%TEW e 1996  Escherichia coli* 126uM 12,7U/mg
Huang et al. 1997 Thermus flavus 38uM -
Pasteris e Pediococcus
Strasser de 1998 0,11mM 108U/mg
pentosaceus
Saad
Pyrococcus )
Koga et al. 1998 kodakaraensis** 111uM
Steinborn et Trypanosoma
al. 2000 brucei** 0,169mM 206,6U/mg
Kralova et 2000 Trypano;oma 0,14mM 226U/mg
al. brucei*
Ho'tr:la” e 2001  Escherichia col Y 15U/mg
Ho'tga” e 2001  Escherichia coli* 6uM 13U/mg
Sakasegawa 2001 Fla\_/obacterl_um 249uM )
et al. meningosepticum
Sakasegawa 2001 Fla_vobacter_lum 521uM )
et al. meningosepticum™

* enzima mutante

** expressao genética em Escherichia coli.

Nilsson et al. (1989) caracterizaram a glicerol quinase purificada de

leveduras Debaryomyces hansenii,

constatando peso molecular de

236kDa. Krakow e Wang (1990), purificando a GK de Trypanosoma

brucei, observaram um peso molecular de 53kDa.
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Huang et al. (1997) purificaram e caracterizaram a GK de Thermus
flavus, com utilizacdo de sulfato de amoénia. O processo rendeu um
extrato com 79,9% de pureza. A atividade especifica do extrato bruto foi
de 0,71U/mg, contra 56,7U/mg do extrato final. Observou-se que, de
modo geral, o K, para a dihidroxiacetona é maior, demonstrando maior
afinidade da enzima com o glicerol como substrato.

Janson e Cleland (1974) estudaram a GK de Candida mycoderma e
verificaram valores de K, de 15uM, 5mM e 3,7mM para dglicerol,
dihidroxiacetona e L-gliceraldeido, respectivamente. Kralova et al. (2000)
clonaram o gene da glicerol quinase em Trypanosoma brucei e também
concluiram que os valores de Ky, para os demais substratos costumam ser
maiores do que aqueles para o glicerol.

Koga et al. (1998) clonaram o gene da GK de Pyrococcus
kodakaraensis e expressaram-no em E. coli. Huang et al. (1998)
realizaram o mesmo processo, clonando e expressando em E. coli o gene
da GK de Thermus flavus. A nova enzima demonstrou uma atividade 23,8
vezes maior que a de Thermus flavus.

Pasteris e Strasser de Saad (1998) estudaram as propriedades da
glicerol quinase obtida de bactérias lacticas Pediococcus pentosaceus. Os
produtos finais da reacao agiram como inibidores competitivos, enquanto
a frutose-1,6-difosfato inibiu a enzima de forma nao competitiva. Os
autores, assim como Huang et al. (1997), concluiram que os ions Mg*?
sao fundamentais para a maxima atividade da enzima. Concentracdes
entre 0,1 e 10mmol/l de Mg?* e Ca®* ativaram a enzima, enquanto Mn®*,
Cd?*, Cu?* e Co?* atuaram como inibidores.

Steinborn et al. (2000) clonaram o gene da glicerol quinase de
Trypanosoma brucei e realizaram uma expressao heterdloga em E. coli.
Curiosamente, o uso de CTP 2mM ou UTP 2mM tornou a enzima mais

ativa, quando comparada com o ATP na mesma concentracgao.
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2.2. Fatores que influenciam a atividade enzimatica

Em uma reacdo catalisada por enzimas, é fundamental determinar a
velocidade da reacao e verificar como esta é alterada em resposta as
mudancas dos diversos parametros experimentais (NELSON e COX, 2004).
Os principais parametros que afetam a velocidade das reacles

enzimaticas sao:

a) Concentracao de substrato

A uma concentracao muito baixa de substrato, a velocidade da
reagao aumenta em proporgdes diretas ao aumento da concentragao de
substrato. Na medida em que essa concentracao vai aumentando, a
relacdo passa a ser curvilinea, até atingir um valor maximo de atividade,

podendo ocorrer queda em alguns casos (WHITAKER et al., 2003).

b) Concentracao de enzimas

Em uma faixa finita, o grafico de velocidade versus concentracao de
enzima ([E]) deve gerar uma reta. A faixa sobre a qual essa reta devera
se manter depende da habilidade de se medir a verdadeira velocidade
inicial da reacdo, variando-se a concentracao enzimatica. Quando se
adiciona mais enzima, a velocidade pode aumentar até o ponto em que
quantidade significativa da concentracdao total de substrato estd sendo
depletada durante o ensaio. Como resultado, obtém-se um grafico de v
versus [E], que ¢é linear a baixa [E], mas que inicia uma curva
decrescente, quando passa a ocorrer uma saturacao, a alta [E]. Uma
terceira situacdo pode acontecer quando ha um equilibrio inadequado de
temperatura ou, ainda, na presenca de um inibidor ou ativador da enzima.
Nesse caso, o grafico de v versus [E] também fornece uma curva, mas
decrescente (COPELAND, 2000).

c) pH
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O pH de uma solucao enzimatica pode afetar a atividade catalitica
de diversas maneiras. Como todas as proteinas, as enzimas possuem uma
estrutura terciaria nativa que é sensivel ao pH. Enquanto a maioria das
enzimas € mais estavel em valores de pH proximos ao fisioldgico (7,4),
outras podem apresentar a maxima atividade em pH muito alto ou baixo
(COPELAND, 2000).

Genericamente, a conformacao de uma proteina pode ser mantida
por uma faixa de quatro a cinco unidades de pH. No entanto, dentro dessa

faixa, a velocidade da reacgao varia com o pH (COPELAND, 2000).

d) Temperatura

Geralmente, a taxa de uma reacao quimica dobra a cada aumento
de 10°C da temperatura da reacdo. A maioria das catdlises quimicas
apresenta aumento da atividade com o aumento da temperatura. No
entanto, a atividade de uma enzima vai sofrer acréscimo até uma faixa
finita de temperatura, quando passa a diminuir significativamente acima
dessa faixa, o que é caracteristico de uma desnaturagao protéica
(COPELAND, 2000).

Van't Hoff e Arrhenius buscaram descobrir uma relagao quantitativa
entre a temperatura e as constantes de velocidade, comparando as
observacoes cinéticas com as propriedades conhecidas dessas constantes,
o que resultou no grafico de Arrhenius (logaritmo neperiano de k versus
1/T), considerado o mais conveniente para esse tipo de estudo
(LESKOVAC, 2004).

Uma vez que a temperatura da mistura da reacao possui efeitos
dramaticos nos parametros cinéticos, € fundamental manter-se o seu
controle durante os ensaios. Para uma reacao iniciada com a adicao do
substrato, a mistura da reacao e a solucao de substrato devem estar
equilibradas na mesma temperatura, antes de se acrescentar o substrato.
J& para uma reacao iniciada com a adicdao da enzima, é desejavel a
maximizacao da estabilidade protéica, mantendo-se a solugao estoque da
enzima a 49°C, antes do ensaio (COPELAND, 2000).



Na Tabela 3, observam-se os valores de pH e temperatura étimos da

enzima

microrganismos.

Tabela 3 - Valores de temperatura e pH 6timos de glicerol quinase

glicerol

quinase

proveniente
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de diferentes

fontes

proveniente de diferentes fontes de microrganismos

Autores Ano Microrganismo Temperatura pH
GrunneF e 1967 Candida ) 9,0
Lundquist mycoderma
Hayﬁf‘h' € 1967 Escherichia coli - 9,8
Nilsson et 19gg Debaryomyces ) 70-80

al. hansenii

Krakow e 1990 Trypanospma ) 75-90

Wang brucei
Huang et al. 1997 Thermus flavus 50 - 70°C 9,0-9,5
Koga et al. 1998  ryrococcus 800C 8,0
kodakaraensis*
Pasteris e Pediococcus
Strasser de 1998 280C 7,5
Saad pentosaceus
Steinborn et 2000 Trypanogoma ) 8,5
al. brucei*
Kralova et 2000 Trypanospma ) 8,0
al. brucei

* expressdo genética em Escherichia coli.

Como todas as proteinas, as enzimas, em seus estados nativos, sao
estabilizadas em condicdes especificas de pH, forca iGnica, composicdo
cationica/anionica, etc. As melhores condicdes para cada enzima devem
ser determinadas de forma empirica. No entanto, as condicbes o6timas
para a estabilidade da proteina ndo sdo, necessariamente, as mesmas
para a atividade enzimatica 6tima (COPELAND, 2000).

Huang et al. (1997) purificaram e caracterizaram a GK de Thermus
flavus. A enzima mostrou-se estavel em pH entre 6,5 e 11,0, por seis
horas, a 379C. Cerca de 50% da atividade inicial da enzima manteve-se,

apos incubacao a 68°C e em pH 7,5, por 30 minutos.
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Crans e Whitesides (1985) estudaram a estabilidade da glicerol
guinase obtida de S. cerevisiae, que foi menor em meios com auséncia de
glicerol. Menos de 20% da atividade dessa enzima foi observada, apos 24
horas, em pH 7,5 e a 49C. A imobilizacao da enzima fez com que nao
houvesse perda da atividade em estocagem a 4°C, por seis meses.

Sakasegawa et al. (2001) realizaram modificacdes genéticas em
Flavobacterium meningosepticum, com a finalidade de obterem uma GK
mais termoestavel. A enzima mutante teve um acréscimo de 69°C para
72,1°C na Tso (temperatura em que a enzima perde 50% de sua
atividade), em 30 minutos de incubacao.

Koga et al. (2001) verificaram uma Tso (em 20 minutos de
incubacao), para a GK de E. coli, de 50°C a 55°C, enquanto que a de
Thermococcus kodakaraensis esteve por volta de 95°C. Em 1998, os
mesmos autores clonaram o gene da GK de Pyrococcus kodakaraensis e

expressaram-no em E. coli. A Tsg dessa enzima foi de 100°C.
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3. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

- Otimizar a metodologia de obtencao de glicerol quinase
proveniente de extrato celular bruto de levedura seca de panificagao.

- Padronizar o ensaio de dosagem da glicerol quinase, para a
determinacao colorimétrica.

- Estudar alguns parametros cinéticos e as melhores condicdes de

estabilidade da glicerol quinase, durante a estocagem.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Microrganismo

Como fonte de glicerol-3-fosfato oxidase e glicerol quinase, utilizou-
se levedura seca de fermento de panificacdo, adquirida no comércio, de
procedéncia da Mauri Brasil Industria, Comércio e Importacao Ltda.,

Pederneiras, Sao Paulo.

4.2. Obtencao de glicerol quinase e glicerol-3-fosfato oxidase

A obtencao das enzimas glicerol quinase e glicerol-3-fosfato oxidase

foi baseada no fluxograma abaixo (Figura 3).

Células de levedura ] [
Esferas de vidro _ Sulfato de
Solugao citrato 'l estreptomicina
|
v
Sulfato de amonio
0-35%
| PEG 3350 I

35-60%

| Dialise ReSSUSl_Je_nséo do
I precipitado

Figura 3 - Fluxograma de obtengcao das enzimas glicerol quinase e
glicerol-fosfato-oxidase, com precipitacdo protéica feita com
polietilenoglicol (PEG) 3350 ou sulfato de amoénio.

[ Sulfato de amonio l

| Congelamento I
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4.2.1. Precipitacdao com sulfato de amonio

O extrato celular bruto foi obtido por meio de técnica descrita por
Tininis (2001), modificada no Laboratério de Fermentagdes para Alimentos
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Unesp de Araraquara: 10g de
células de levedura seca de panificacdo, 100ml de solugdo tampado citrato
2mM, pH 6,2, contendo B-mercaptoetanol 2mM, e 100g de pérolas de
vidro (425-600 micras, Sigma) foram rompidas, por trituracao, em um
homogeneizador tipo Bead Beater (Biospec Products Incorporation,
modelo 1107900), em ciclos de 7x1 minutos (sete minutos intercalados
por um minuto de descanso), em banho de gelo. O extrato celular bruto
(sobrenadante) foi separado por centrifugacao (centrifuga Sorvall Legend
RT) a 81309, por 10 minutos, a 0°C.

Em seguida, procedeu-se a purificacdo parcial das enzimas glicerol-
fosfato oxidase e glicerol quinase, de acordo com Tininis (2001). Ao
extrato celular bruto obtido acima, adicionou-se, sob agitacao e banho de
gelo, 1% de sulfato de estreptomicina; apods repouso de 60 minutos, a
40C, centrifugou-se por 20 minutos (16260g, 0°C). No sobrenadante, foi
feito o fracionamento salino, sob agitacao e banho de gelo, com sulfato de
amonio (0-35%), seguido de repouso de 30 minutos, a 4°C, e
centrifugagcao por 20 minutos (16260g, 0°C). Fez-se, entao, nova adigao
de sulfato de amoénio (35-60%), sob agitacdo e banho de gelo, e
procedeu-se ao repouso a 4°C, por 12 horas. O extrato foi centrifugado
por 20 minutos (16260g, 0°C), ressuspendendo-se o precipitado em 1ml
de tampdo Tris-HCI 10mM, pH 7,2, contendo fluoreto de sodio (NaF)
10mM. Realizou-se a didlise, por 24 horas, contra solucdo de citrato 0,2M,
pH 6,2, contendo sulfato de manganés 10mM e B-mercaptoetanol 2mM,
em camara fria, sob agitacdo. Por fim, o extrato clarificado foi
centrifugado, por 10 minutos, a 11292g e 0°C, e submetido ao

congelamento.
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4.2.2. Precipitacao com polietilenoglicol (PEG)

O procedimento de rompimento celular ocorreu como descrito no
item anterior. No entanto, apds adicao de 1% de sulfato de estreptomicina
ao extrato obtido, sob agitacao e banho de gelo, repouso de 60 minutos, a
40C, e centrifugacdao por 20 minutos (16260g, 0°C), procedeu-se a
precipitacao no sobrenadante, em banho de gelo e agitacao, com igual
volume de solugao de PEG 3350 30%. Depois de 12 horas de repouso, a

40C, continuou-se o procedimento de didlise, ja descrito anteriormente.

4.3. Obtencao de peroxidase (PO)

A enzima peroxidase foi extraida de rabanete organico, conforme o
fluxograma da Figura 4. O extrato bruto foi obtido pela metodologia
descrita por Neves e Lourenco (1985), modificada: trituracao de rabanete
descascado (500g) e homogeneizado, em liquidificador, com 20mL de
solugcao tampao acetato 0,1 M, pH 5,0. O homogenato foi filtrado em gaze
e centrifugado, por 10 minutos, a 1807g, em centrifuga a 0°C, sendo o

sobrenadante congelado e utilizado como fonte de peroxidase.
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Homogeneizagao
Rabanete descascado
Solugao citrato Filtracao

|4 I
I‘

| Centrifugacao I

| Congelamento

Figura 4 - Fluxograma de obtencao da peroxidase de rabanete.

4.4. Ensaio de atividades

4.4.1. Glicerol-3-fosfato oxidase (GPO)

O ensaio de atividade da glicerol-3-fosfato oxidase foi realizado com
a seguinte mistura, de acordo com metodologia padronizada por Camargo
(2007): glicerol-3-fosfato 250mM em tampao Tris-HCI 0,1M, pH 8,0,
contendo Triton X-100 0,1%; 0,0133% de 4-aminoantipirina; 0,0266% de
fenol; aproximadamente 0,4U de peroxidase (PO); e agua destilada para
completar o volume de ensaio. A reacgao foi iniciada com a adicao de 15uL
de extrato enzimatico diluido 10 vezes, seguida de incubacdo, por duas
horas, a 60°C, e interrompida com adicao de solucao SDS 10%. A
coloracao desenvolvida foi medida ao comprimento de onda de 500nm.
Esta etapa foi realizada no laboratorio, previamente a elaboracao deste
trabalho.
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4.4.2. Peroxidase (PO)

A atividade da peroxidase foi realizada com base no método de
Neves e Lourenco (1985), modificado: 0,2mL de o-dianisidina 15mM (em
etanol); 0,2mL de perdxido de hidrogénio 30mM; 5uL de extrato de
rabanete; e 2,595mL de solugao tampao citrato-fosfato 0,08M, pH 5,5,
completando 3,0mL de ensaio em cubeta. Acompanhou-se, em
espectrofotometro (Amersham Biosciences - Ultrospec 2100pro), a
variacao de absorbancia ao comprimento de onda de 460nm, no primeiro
minuto. O ensaio branco continha todos os reagentes, exceto a
peroxidase. A absortividade molar da o-dianisidina é de 11300 ML 'cm™.
Uma unidade de atividade de peroxidase foi definida como a unidade de

absorbancia gerada, por minuto, nas condigdes de ensaio.

4.4.3. Ensaio de atividade da glicerol-3-fosfato desidrogenase
(G3-PDH)

Uma modificacao do ensaio descrito por Wieland et al. (1962), que
se baseia na conversao do glicerol-fosfato em dihidroxiacetona-fosfato, foi
utilizada na otimizacao do rompimento celular. Embora a G3-PDH nao seja
a enzima estudada, trata-se de um método ultravioleta, rapido e de
grande sensibilidade.

Nessa técnica de dosagem, a mistura foi composta por: 70uL de
NAD* 20mM; 0,9mL de glicerol fosfato 50mM; 0,9mL de tamp&o glicina
0,4M, pH 9,8, contendo hidrato de hidrazina 3,7M; 0,33mL de cloreto de
calcio 100mM; 0,7mL de agua destilada; e 0,4mL do extrato celular bruto
diluido 20x em tampao Tris-HCI| 0,01M, pH 7,2, contendo NaF 10mM. A
reacao foi iniciada com a adicao do extrato diluido, e a formagao do NADH

foi acompanhada espectroscopicamente ao comprimento de onda de
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340nm. Preparou-se um tubo de reacao (branco) contendo todos os
reagentes do ensaio, exceto o substrato, e procedeu-se a leitura do
aumento da absorbancia ao comprimento de onda igual a 340nm, de 15
em 15 segundos, até 90 segundos. O coeficiente de absorbancia utilizado
para o NADH foi de 6200 M* L' cm™. Os valores do ensaio em branco
foram subtraidos dos obtidos para o ensaio enzimatico, e as diferencas
serviram para a obtencao das curvas de tempo. O ensaio foi realizado em

triplicata.

4.5. Determinacao protéica

O teor de proteina (Cp) foi determinado pelo método de Lowry
(1951), modificado por Layne (1957), utilizando-se albumina de soro
bovino (BSA) como padrao. Prepararam-se trés solugoes:

a) 10mL de carbonato de sdédio 20%, acrescido de 10mL de
hidroxido de sodio 1M;

b) 1mL de sulfato de cobre 5%, acrescido de 1mL de tartarato de
sddio e potassio 10%;

c) solucao “a”, acrescida de 2mL da solucao “b” e agua destilada,
para completar um volume final de 100mL (preparada no momento do
uso).

Os ensaios foram realizados em triplicata, colocando-se 1mL de
amostra diluida e 6mL da solucdo “c”. Aguardaram-se 10 minutos,
acrescentando-se, em seguida, 0,58mL de reagente Folin-Ciocalteau
(Imbralab®), diluido em &gua destilada em proporgdo 1:2, preparado no
momento de uso. Apds 30 minutos, fez-se a leitura, em
espectrofotometro, ao comprimento de onda de 600nm. Para o calculo,
utilizou-se o fator de 0,18, obtido pela multiplicagao da concentracao da
proteina padrdo (0,6mg x mL?) pelo volume empregado em sua dilui¢do
(0,3mL).
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; . Absorbancia amostra - Absorbéancia branco
Conteudo proteico (mg/mL) = x diluigdo x fator

Absorbancia padrdo - Absorbancia branco

A atividade especifica foi calculada por meio do quociente da
atividade (U/mL) pelo conteldo protéico (mg/mL), sendo expressa em

U/mg.

4.6. Ensaio colorimétrico da glicerol quinase

Esse ensaio foi realizado segundo o esquema de reacgdes da Figura

5, com base na técnica descrita por Huang et al. (1997).

Glicerol quinase
GLICEROL + ATP » | -a-GLICEROL-FOSFATO + ADP

L-a-glicerol-fosfato
oxidase

L-a-GLICEROL-FOSFATO + O, ———  » FQSFATO DE DIIDROXIACETONA + H,0,

Peroxidase
H,0, + (sistema cromogénico)) ——  » QUINONIMINA + 2H,0

Figura 5 - Seqliéncia de reacOes e atividades enzimaticas com formacao
de quinonimina.

A mistura padronizada para esse ensaio, apds a otimizacdo, foi
composta por: 70uL de ATP 50mM; 50uL de sulfato de magnésio 0,2M;
500uL de glicerol 0,05M em tampao glicina 0,4M, pH 10,0; 160uL do
extrato enzimatico diluido 60 vezes em tampao Tris-HCI 0,01M, pH 7,2;
150uL de 4-aminoantipirina 0,1%; e 300uL de fenol 0,1%. Essa mistura

foi incubada a 60°C, em banho-maria. A reacao foi iniciada com a adicao
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de 100pL (10 unidades) de peroxidase e, apds 15 minutos, interrompida
com a adicao de 300uL de dodecil sulfato de sddio (SDS) 10%. O volume
final da reacdo foi de 1,63mL. A leitura do composto colorimétrico foi
realizada, em espectrofotometro, a um comprimento de onda de 500nm.
Juntamente com a reacao, foram feitos o branco enzima (com &gua
destilada em vez de substrato) e o branco substrato (com dgua em vez
das enzimas). Tendo em vista que a peroxidase ainda formava alguma cor
com os demais reagentes, fez-se outro branco substrato, contendo a
peroxidase, e substituindo-se o extrato com GPO e GK por agua. Esse
branco foi denominado branco substrato’. Assim, a variacdao final de
absorbancia foi feita da seguinte forma, apds zerar-se o

espectrofotometro com o branco substrato:

Variagao da absorbancia = Absorbancia reacso — Absorbancia sranco substrato’ —

Absorbancia granco Enzima

Para o céalculo da atividade enzimatica, utilizou-se a formula:

Variagdo da Absorbancia x Volume total da reagdo

Atividade (U/mL) = x diluigdo ,

Caminho ético (cm) x Tempo (min) x € x Volume de extrato (mL)

em que: volume total da reagao = 1,63mL,
caminho 6tico = 1cm,
tempo = tempo da reagao, e

¢ (absortividade molar da 4-aminoantipirina) = 6,65M* L't cm™.

Uma unidade (U) de enzima foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para a formacao de 1umol de glicerol-3-fosfato, por

minuto.
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4.7. Temperatura do ensaio

A temperatura 6tima foi obtida pela realizacdo de ensaios, nas
mesmas condigcdes, variando-se apenas as temperaturas de cada banho-
maria, que foram de 40°C, 50°C, 55°C, 60°C, 65°C 70°C e 80°C.

Com esses dados, construiu-se o grafico de Arrhenius, ou seja,
In Vimax em fungao do inverso da temperatura (em Kelvin). Em seguida,
tragou-se a reta tangente nos pontos em que ocorreu acréscimo da

atividade enzimatica, podendo-se calcular o valor da energia de ativagao:

-Ea_,
R

Inclinagao da reta =

em que: Ea = energia de ativacao, e

R (constante universal dos gases) = 8,3145] K* mol™.

4.8. Concentracao de substrato

Para a realizagao desse ensaio, utilizaram-se valores de
concentracgao de glicerol de 5mM, 10mM, 30mM, 50mM, 100mM e 200mM.
A concentracao final, na reagao, variou de 1,5mM a 61mM.

O calculo dos valores de Ky € Vmax foi feito por trés meétodos,
visando-se a uma comparacao entre eles: Lineweaver-Burk (1/v versus
1/[S]), Hanes-Woolf ([S]/v versus [S]) e Eadie-Hofstee (v versus V/[S]).

Calcularam-se, também, os valores de velocidade, em cada ponto
de concentracao, plotando-se os dados em um grafico de regressao nao
linear, para posterior comparagao entre o encontrado experimentalmente
e a curva tedrica esperada. O cdlculo da velocidade, em cada ponto de

concentracao, foi feito pela formula:
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_ Vmax X [S]
Km + [S]

em que: [S] é a concentracdo de substrato, e
Vmax € Km sdo valores obtidos, anteriormente, pelo método de

Lineweaver-Burk.

4.9. Determinacao do pH de reacao

Para a determinacao do pH otimo de reacdao, foram realizados
ensaios com diversos valores: pH 7,0, pH 8,0 e pH 9,0 (tampao Tris-HCI
0,4M); e pH 9,5, pH 9,8, pH 10,0, pH 10,5 e pH 11,0 (tampao glicina-
NaOH 0,4M).

4.10. Diluicao do extrato enzimatico

O extrato enzimatico contendo GPO e GK foi descongelado e diluido
em tampao Tris-HCI 0,01M, pH 7,2. As diluicdes foram de 20x, 40x, 60x,
80x, 100x, 125x e 200x.

4.11. Tempo de reacao

O tempo de reacao iniciou-se no momento em que a peroxidase foi

adicionada a mistura de reagentes e terminou quando a reagdo foi
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interrompida com SDS. Os valores de tempo testados foram de 2, 5, 10,
15, 20, 30 e 40 minutos.

4.12. Concentracao de peroxidase (PO)

Para a padronizacao da concentracao ideal de peroxidase, na
reacao, foram realizados ensaios contendo 5,4U, 8,6U, 10,8U, 14U,
16,2U, 18,4U, e 21,6U da enzima.

4.13. Estabilidade térmica

A estabilidade térmica da enzima foi verificada por sua atividade
apds incubacao do extrato, por uma hora, em temperaturas de 30°C,
400C, 459C, 500C, 55°C e 60°C. Os valores foram comparados com um
controle, em que a enzima se encontrava em temperatura de refrigeragao
(4°C). Apos uma hora, nas diversas temperaturas, o extrato foi diluido,

procedendo-se, entdao, a dosagem.

4.14. Estabilidade ao pH

Nessa etapa, o extrato celular foi armazenado a 30°C, em diferentes
valores de pH, por 25 dias, sendo realizadas dosagens de atividade
periddicas. Os tampoes utilizados foram: tampao citrato 0,01M (pH 5,0 e
pH 6,0), tampao Tris-HCI 0,01M (pH 7,0, pH 8,0 e pH 9,0) e tampao
glicina-NaOH 0,01M (pH 10,0).
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4.15. Estabilidade com uso de conservantes

O efeito de estabilizantes na atividade enzimatica foi verificado com
a associacao do extrato a quatro compostos: azida sédica 0,05%, cloreto
de cobalto 10mM, EDTA 0,1M e dextrina tipo I 5%. Os valores obtidos
foram comparados com um controle, sem conservantes. O
armazenamento dos extratos foi feito a 4°C. As dosagens foram
periddicas e, no momento de cada uma, realizou-se a diluicdo do extrato
em tampao Tris-HCI 0,01M, pH 7,2.

4.16. Estabilidade do extrato liofilizado com conservantes

Aliquotas do extrato celular foram liofilizadas em associacdo aos
compostos azida sodica 0,05%, cloreto de cobalto 10mM e dextrina tipo I
5% e armazenadas em temperatura de congelamento. O extrato liofilizado
foi diluido em tampdo Tris-HCI 0,01M, pH 7,2, e os ensaios foram feitos,
periodicamente, comparados a um controle (também liofilizado, sem

adicao de conservantes).

4.17. Analise dos dados

Em um primeiro momento, foram realizados experimentos com a
finalidade de se determinarem as melhores condicOes isoladas de acao da
enzima glicerol quinase. Nessa fase, os dados considerados neste trabalho
apresentaram desvios de até 5%, e os graficos foram plotados no

software OriginPro® 7.5 (OriginLab Corporation).
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Em uma segunda etapa, as melhores condicdes para a reagao
enzimatica foram estabelecidas pela metodologia de superficie de resposta
(MSR). Os experimentos foram feitos seguindo-se um modelo fatorial,
com adicao de pontos centrais, em funcao da temperatura de reacao,
concentracao de substrato e pH do meio (Tabela 4). Realizaram-se 22
experimentos: 16 pontos fatoriais (niveis codificados como (+1) e (-1)) e
seis pontos centrais (codificados como 0). A temperatura variou de 46°C a
64°C, a concentracao de substrato, de 48 mM a 162 mM, e o pH, de 8,6 a
10,4. O estabelecimento dessas variacdes foi baseado nos resultados
previamente obtidos.

A adicao de seis pontos centrais (55°C, 105 mM de substrato e pH
9,5) permitiu observar a curvatura da superficie de resposta, ajustada aos
pontos experimentais. Com esse modelo, trés niveis de cada fator foram
usados, o que possibilitou o ajuste de polindmios de segundo grau aos
dados experimentais. Assim, superficies puderam ser ajustadas a esses
dados. Uma diferenciacao parcial dessas equacgdoes polinomiais foi usada
para obtencdo dos pontos o6timos, isto &, dos pontos estacionarios
(CAGULA e SINGH, 1984). No entanto, para cada variavel, a identificacao
das regides correspondentes as respostas 6timas pode ser diretamente
alcancada por uma analise visual das superficies de resposta e/ou dos
graficos de contorno.

Os resultados dos 22 experimentos foram analisados por meio do

software "StatisticaTM", versdo 6 (Statsoft®, Tulsa, EUA). Calcularam-se os
efeitos linear e quadratico de cada uma das varidveis independentes sob
estudo, assim como suas interagoes na atividade da glicerol quinase. A
significancia foi avaliada por analise de variancia. A superficie, descrita por
uma equacao polinomial de segundo grau, foi ajustada aos dados
experimentais, sendo o ajuste avaliado pelos coeficientes de determinagao
R’ e R? ajustado (Rad®) (CAGULA e SINGH, 1984; HAALAND, 1989). Na
pratica, é desejdvel que R’ seja igual ou superior a 0,75; valores

superiores a 0,90 sao considerados muito bons (HAALAND, 1989).
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Tabela 4 - Modelos experimentais codificados e decodificados

Matriz codificada Matriz decodificada
Experimento Réplicas Temperatura [Substrato] pH Temperatura [Substrato] pH
no (°C) (mM)
1 1 -1 -1 -1 46 48 8,6
2 1 1 -1 -1 64 48 8,6
3 1 -1 1 -1 46 162 8,6
4 1 1 1 -1 64 162 8,6
5 1 -1 -1 1 46 48 10,4
6 1 1 -1 1 64 48 10,4
7 1 -1 1 1 46 162 10,4
8 1 1 1 1 64 162 10,4
9 (C) 1 0 0 0 55 105 9,5
10 (O 1 0 0 0 55 105 9,5
11 (C) 1 0 0 0 55 105 9,5
12 2 -1 -1 -1 46 48 8,6
13 2 1 -1 -1 64 48 8,6
14 2 -1 1 -1 46 162 8,6
15 2 1 1 -1 64 162 8,6
16 2 -1 -1 1 46 48 10,4
17 2 1 -1 1 64 48 10,4
18 2 -1 1 1 46 162 10,4
19 2 1 1 1 64 162 10,4
20 (O) 2 0 0 0 55 105 9,5
21 (C) 2 0 0 0 55 105 9,5
22 (O) 2 0 0 0 55 105 9,5
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Otimizacao da extracao da GK

5.1.1. Otimizacao das condicoes de rompimento celular

Microrganismos sao fontes de enzimas. As enzimas comerciais sao,
em sua maioria, extracelulares, e a primeira etapa no seu isolamento é a
separacao das células da solucdo. Para enzimas intracelulares, como a
estudada no presente trabalho, o primeiro passo envolve a ruptura das
células, que liberam suas proteinas em uma solucao denominada extrato
bruto (GERHARTZ, 1990). IniUmeras técnicas sdao usadas para extracao de
enzimas de células e tém como principal objetivo a obtencdo da enzima de
interesse na maior quantidade possivel, consistente com a retencdo
maxima de sua atividade catalitica. Células microbianas podem ser
rompidas, por exemplo, por trituragcao com areia ou homogeneizagao com
esferas de vidro, que envolve a agitacdo de uma suspensao de células
com pequenas esferas de vidro. Esta ultima é, provavelmente, a mais
utilizada para a obtencdo de extratos de levedura, podendo romper até
95% das células, como demonstrado em contrastes de microscopia.
Assim, diferentes extratos brutos de levedura seca foram obtidos no
presente trabalho e comparados quanto a atividade da glicerol-3-fosfato
desidrogenase (G3-PDH), por meio de método ultravioleta. Verificou-se
que o rompimento celular em Bead Beater, por 30 minutos, segundo
padronizacao de Tininis (2001), foi inadequado, pois apresentou
aquecimento exagerado, durante o rompimento das células, promovendo
a inativacao da enzima. Os resultados obtidos com diferentes tempos de
rompimento celular, na faixa de dois a 30 minutos, estao apresentados na
Tabela 5.
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Tabela 5 - Atividade da G3-PDH, em diferentes tempos de arrebentamento

celular
Tempo de rompimento Atividade da G3-PDH
(minutos) (U/mL)
2 0,238
5 0,557
10 0,080
20 0,006
30 0,000

Uma grande queda na atividade foi observada com apenas dois
minutos de rompimento, em comparacao com os dados obtidos por Tininis
(2001), utilizando o mesmo procedimento. Decidiu-se, entao, intercalar os
tempos de rompimento com um minuto de repouso da amostra em banho
de gelo, conforme recomendacao dos fabricantes do Bead Beater, em que
o tempo maximo de funcionamento do aparelho é de trés minutos. Assim,
as células foram rompidas com o tempo recomendado e com o dobro
desse tempo, para se ter a certeza do valor da atividade. Os dados

obtidos com esse experimento estao apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Atividade da G3-PDH, em diferentes tempos de rompimento

Tempo de rompimento Atividade da G3-PDH
(minutos) (U/mL)
3x1 1,11
6x1 0,80

Conforme se observa, a atividade permaneceu baixa, comparada
com os dados de 2,0-2,5U/mL, obtidos por Tininis (2001), motivo que
levou a uma adaptagao de uma peca do Bead Beater, realizando-se, em

seguida, um novo teste de tempo de rompimento (Tabela 7).
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Tabela 7 - Atividade da G3-PDH, em diferentes tempos de rompimento,
com pecga do Bead Beater adaptada

Tempo de rompimento Atividade da G3-PDH , (a)
(minutos) (U/mL) %o de rompimento
3x1 1,110 15
4x1 1,110 29
5x1 1,75 38,9
7x1 1,91 52,4

(3) Nimero de células rompidas em relagdo ao nimero total de células contadas (intactas + rompidas).

De acordo com os dados, optou-se por utilizar, na seqiéncia do
trabalho, o tempo de sete minutos, intercalados por um minuto de
repouso, em banho de gelo. Nao foram realizados testes com tempos
superiores a esse, uma vez que a curva atingiu a fase estacionaria (Figura
6) com uma atividade da G3-PDH satisfatoria (1,91 U/mL), evitando-se,

assim, o desgaste do Bead Beater pelo uso prolongado.

2,0

1,8 —

1,6 —

1,4 -

Atividade (U/mL)

1,2 —

1!0 ) I ) I )
2 4 6 8
Tempo (minutos)

Figura 6 — Curva de tempo de rompimento celular.
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5.1.2. Teste com fermentos

Dosou-se a atividade da G3-PDH de fermentos bioldgicos
instantadneos (Mauri®) para massas salgada e doce. O valor da atividade
foi de 1,03U/mL, em fermento para massa doce, e, para massa salgada,
de 1,75U/mL. Dessa forma, optou-se por utilizar este ultimo para os

procedimentos de extracao da GK.

5.1.3. Precipitacdao com sulfato de amonio e PEG, na obtencgao

do extrato enzimatico

Apds as etapas preliminares, a preparacao enzimatica, de modo
geral, é ainda relativamente impura. Comumente, o extrato é submetido a
tratamentos que separam as proteinas em diferentes fragdes, de acordo
uma de suas propriedades, tais como tamanho ou carga. Etapas iniciais
dessa separagao, em uma purificacao, baseiam-se, principalmente, em
diferencas na solubilidade das proteinas, no pH, temperatura e
concentracao salina (WHITAKER, 1972; NELSON e COX, 2004). De acordo
com dados da literatura (GERHARTZ, 1990), a precipitacao pode ser
promovida por:

- Sais = altas concentragdes de sais atuam sobre as moléculas de
agua (agua de hidratacdo) ao redor da proteina, removendo-as e
alterando a forga eletrostatica responsavel pela solubilidade, que €&, entdo,
diminuida (salting-out). A adicao de um sal, na quantidade correta, pode,
seletivamente, precipitar algumas proteinas, enquanto outras
permanecem em solugao. O fracionamento salino de enzimas ocorre numa
faixa limitada, pelo uso de diferentes concentracdes de sais: baixas

concentracbes precipitam algumas proteinas ndo desejadas, que sao
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descartadas, e a adicdo de altas concentracdes precipita a proteina
desejada. Ex.: sulfato de amonio.

- Polimeros = apresentam mecanismo de atuagdao similar ao dos
solventes organicos, com alteracao no efeito de solvatacao das moléculas
de agua ao redor das proteinas (agua de hidratacdo). A maioria das
enzimas é precipitada em concentracdes de polimeros entre 15% e 20%.
Ex.: polietilenoglicol de diferentes massas moleculares.

No entanto, apenas a purificacdo ndo é um procedimento suficiente
para a retirada de todo e qualquer interferente existente no extrato. Por
exemplo, por meio da didlise, podem-se separar as proteinas dos
solventes, com beneficiamento do tamanho maior das proteinas. Nesse
caso, o extrato parcialmente purificado é colocado em um saco de
membrana semipermeavel, que, ao ser suspensa em solugao tampao de
forca ibnica apropriada, permite troca (difusao) de solutos de baixo peso
molecular e tampao, mas ndo das proteinas (retidas no interior do saco).
Isso permite que a concentragcao desses solutos, na preparagao da
proteina, se altere até que se atinja o equilibrio com a solucdao fora da
membrana (NELSON e COX, 2004).

Assim, neste trabalho, realizaram-se tentativas de purificacao de
glicerol quinase a partir de extrato celular bruto de levedura de
panificacdo (fermento seco), com precipitacdo com sulfato de amonio e
polietilenoglicol, apdés o rompimento celular com esferas de vidro e
precipitacao com sulfato de estreptomicina. Os resultados estao
demonstrados na Tabela 8. Os tratamentos foram comparados quanto a
atividade e proteina, sendo o melhor deles aquele obtido com emprego de
solugcao de PEG 3350.

De acordo com Torres (2001), a atividade especifica € uma medida
habitualmente utilizada como parédmetro de comparacao com outras

preparacdes e com etapas posteriores do processo de purificagao.
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Tabela 8 - Valores de proteina e atividade, por etapa de obtencdao do
extrato celular

Proteina A.E.**

Etapa Atividade Atividade Proteina Total  (x 107 A.E.’f‘*
(U/mL) Total (U) (mg/mL) (mg) U/mg) Relativa
Extrato Bruto 0,003 0,18 13,17 790,2 0,2 1
Estreptomicina 0,009 0,48 14,41 763,73 0,6 3
Sulfato de Amonio 0-35%%* 0,005 0,28 11,45 641,2 0,4 2
Sulfato de Amoénio 35-60%* 0,034 1,77 9,43 490,36 3,6 18
Precipitado 0,744 2,81 28,7 108,486 25,9 129,5
Extrato Bruto 0,003 0,17 12,82 743,56 0,2 1
Estreptomicina 0,008 0,40 13,95 697,5 0,5 2,5
PEG* 0,015 1,38 4,85 446,2 3,2 16
Precipitado 0,698 4,00 15,7 90,118 44,4 222
* Dosagem do sobrenadante. **AE. = Atividade Especifica.

A atividade especifica relativa demonstra a eficacia do processo de
purificagdao. Nota-se que a precipitacao com PEG foi escolhida como a
melhor condicao de precipitacdo, pois apresentou um fator de purificagao
de 222 vezes em relacdao ao extrato bruto, contra, aproximadamente, 130

vezes quando o mesmo foi precipitado com sulfato de amoénio.

5.2. Obtencao de peroxidase do rabanete

As peroxidases de origem vegetal tém sido citadas na literatura,
principalmente em estudos de purificagcdo e cinética, bem como suas
diferentes propriedades, conforme a fonte enzimatica (NEVES e
LOURENCO, 1985; VALDERRAMA et al., 2001). Neste trabalho, a fonte de
peroxidase foi o extrato de rabanete.

Os substratos mais utilizados para os ensaios das peroxidases sao
os compostos fendlicos — p-cresol, guaiacol, resorcinol, etc. — ou aminas
aromaticas — anilina, o-dianisidina, o-fenilediamina, etc. Nesta pesquisa,

a o-dianisidina foi o substrato usado para medidas de atividade da
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peroxidase. Foram feitas duas extracdoes de peroxidase, com suas

respectivas dosagens, como pode ser observado na Tabela 9.

Tabela 9 - Valores de proteina e atividade dos extratos de peroxidase

utilizados
Extrato 1 Extrato 2
Atividade (U/mL) 122 108,3
Proteina (mg/mL) 2,7 2,5
A.E.* (U/mQ) 45,185 43,32

*A.E. = Atividade Especifica.

5.3. Ensaio colorimétrico da glicerol quinase (GK)

A atividade da glicerol quinase foi realizada num sistema de tripla
reacao enzimatica, envolvendo, além dessa enzima, a glicerol fosfato-
oxidase e a peroxidase. Essas reacdes podem sofrer interferéncias
associadas a fatores, como concentracdo de enzimas, inibicdo enzimatica
pelos reagentes de coloracdao e parametros ambientais (temperatura, pH,
etc.).

Estudaram-se as condicdbes do ensaio de dosagem de glicerol
guinase com o intuito de otimizar a dosagem enzimatica, com base em
adaptacOes de técnica colorimétrica descrita por Huang et al. (1997). As
curvas e os valores otimos de cada paréametro estdo apresentados a

seqguir.

5.3.1. Temperatura do ensaio

As velocidades das reacdes enzimaticas aumentam com a elevagao

da temperatura, até atingir a maior velocidade. Temperaturas elevadas
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aumentam a velocidade da reacao enzimatica, por intensificar a energia
cinética das moléculas componentes do sistema e a probabilidade de
choques efetivos entre elas. No entanto, temperaturas mais altas levam a
desnaturacao da enzima, ou seja, a perda de sua atividade catalitica, por

alterarem as ligacdes quimicas que mantém sua estrutura tridimensional
(TORRES, 2001).
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Figura 7 - Efeito da temperatura sobre a atividade da glicerol quinase.

Na Figura 7, observa-se que a temperatura 6tima para o ensaio da
GK foi de 60°C. A partir desse ponto, nota-se clara diminuicao da
atividade, por possivel desnaturacao da enzima. A temperatura 6tima
encontra-se dentro da faixa 6tima estudada por Huang et al. (1997), em
GK de Thermus flavus, que foi entre 50°C e 70°C.

A reta tangente foi tracada no grafico de Arrhenius (Figura 8),

apenas nos pontos crescentes de atividade enzimatica (40°C a 60°C),
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possibilitando o calculo da energia de ativagdo, que foi de 28,84KJ mol™

(6,89Kcal mol™).

In Vmax

s — ' | ' |
0,0030 0,0031 0,0032

11T (K)

Figura 8 - Grafico de Arrhenius. Equacdo da reta tangente nos pontos em
gue ha aumento da atividade: y = -3468,93 . x + 10,187.

5.3.2. Concentracao de substrato

O substrato utilizado para a reacao de dosagem da glicerol quinase
foi o glicerol. A Figura 9 mostra a atividade da GK em relacao a
concentragao de substrato. O aumento inicial da atividade deve-se,
provavelmente, a maior interacdao entre substrato e enzima. Essa
interacdao vai diminuindo devido a reducao da concentracao de enzima
livre no meio de reacao, na formacao do complexo enzima-substrato e do

subseqliente produto.
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A atividade demonstra linearidade até a concentracdao de 50mM de
glicerol, com coeficiente de correlacao linear de 0,97, ponto considerado
o0timo para o ensaio. Observando-se o comportamento da atividade
enzimatica em relacdao ao aumento da concentracao do substrato, pode-se

afirmar que a glicerol quinase obedece a cinética michaeliana.
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Figura 9 - Efeito da concentracao de glicerol sobre a atividade da glicerol
quinase.

A constante K., ou constante de Michaelis, € a concentracdo de
substrato a qual corresponde uma velocidade igual a metade da maxima
(TORRES, 2001). A partir dos métodos de Lineweaver-Burk, Hanes-Woolf
e Eadie-Hofstee (Figuras 10-12), calcularam-se os valores da constante de
Michaelis (K,) e da velocidade maxima da reacao (Vmax), com o glicerol

como substrato da GK. Tais valores estao mostrados na Tabela 10.
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Figura 10 - Grafico duplo-reciproco de Lineweaver-Burk. Equagao da reta
entre os pontos: y =1,734.x + 0,873 (R = 0,94).
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Figura 11 - Grafico de Hanes-Woolf. Equacdo da reta entre os pontos:
y=0,842 . x + 2,6198 (R = 0,999).
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V/[S] (U mL" mM™)

Figura 12 - Grafico de Eadie-Hofstee. Equacdo da reta entre os pontos:
y=-2,052 . x+ 1,1519 (R = -0,932).

Nota-se que os valores de Ky e Vmax foram muito préoximos,
principalmente entre os métodos de Lineweaver-Burk e de Eadie-Hofstee.
Por Hanes-Woolf, os valores foram pouco superiores, comparados aos
outros calculos.

Esse comportamento € normalmente observado quando os erros

experimentais que afetam a velocidade sao pequenos (LESKOVAC, 2004).

Tabela 10 - Valores de Ki, e Vmax, calculados pelos diferentes métodos

Lineweaver-Burk Hanes-Woolf Eadie-Hofstee
Km 1,99 mM 3,11 mM 2,05 mM
Vmax 1,14 U/mL 1,19 U/mL 1,15 U/mL
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Na literatura, ndo ha dados de GK em S. cerevisiae que permitam
comparagoes dos resultados obtidos. No entanto, o valor de Kn
encontrado, embora seja alto quando comparado a diversos estudos,
esteve abaixo daqueles observados por Nilsson et al. (1989), em
Debaryomyces hansenii, em que o K, foi préximo de 5mM. Janson e
Cleland (1974) verificaram, em Candida mycoderma, outra levedura, um
Km igual @ 15uM.

Na Figura 13, em que os dados experimentais e o0s esperados

(tedricos) se correlacionam, observa-se alta fidelidade.

—B— Experimental
@ Tedrico

Velocidade (U/mL)

| LA DL DL L |
0 50 100 150 200

Concentracao de substrato (mM)

Figura 13 - Valores teoricos e experimentais correlacionados.

5.3.3. Determinacao do pH de reacao

A maioria das enzimas apresenta um valor de pH para o qual a sua

atividade é maxima. Assim, a velocidade da reacao diminui a medida que
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o pH se afasta desse valor 6timo. A influéncia do pH sobre a catalise
enzimatica é exercida sobre os grupos dissociaveis de varios aminoacidos.
Alguns desses grupos podem fazer parte do sitio ativo ou ser importantes
na manutencao da estrutura espacial da molécula (TORRES, 2001).

A Figura 14 mostra o pH 6timo da GK igual a 10,0. Os valores nos
pontos de pH igual a 7 e 8 nao foram mostrados por serem negativos, em
decorréncia do calculo, em que o branco enzima e o branco substrato sdo

subtraidos da reacao.
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Figura 14 - Efeito do pH sobre a atividade da glicerol quinase.

O valor obtido para GK de S. cerevisiae é préximo daqueles
encontrados por Huang et al. (1997) para a GK de Thermus flavus, que foi
entre 9,0 e 9,5, e por Hayashi e Lin (1967), de pH 9,8 em E. coli.

No entanto, o pH 6timo foi superior ao da GK de Debaryomyces
hansenii — que esteve entre 7,0 e 8,0 (NILSSON et al., 1989) — e de
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Trypanosoma brucei — de pH 8,5 (STEINBORN et al., 2000) e 8,0
(KRALOVA et al., 2000) —, além da GK de bactérias lacticas Pediococcus
pentosaceus, cujo pH 6timo foi 7,0 (PASTERIS e STRASSER DE SAAD,
1998).

5.3.4. Diluicao do extrato enzimatico

Na Figura 15, observa-se que o melhor valor de diluicao do extrato
enzimatico foi de 60x, com um coeficiente de correlacao linear igual a
0,98.
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Figura 15 - Efeito da diluicdo do extrato enzimatico sobre a atividade da
glicerol quinase.
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5.3.5. Tempo de reacao

A faixa linear do ensaio nao deve ser maior que 15 minutos, pois, a
partir desse ponto, nao existe uma correlacao linear (0,96) entre as

variacdes de absorbancia e tempo de reacao (Figura 16).
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Figura 16 - Efeito do tempo de reacao sobre a atividade da glicerol
quinase.

5.3.6. Concentracao de peroxidase (PO)

A atividade da GK mostrou-se linear até uma concentracao de
peroxidase igual a 10,8U, em um volume de 100uL de extrato, com um

coeficiente de correlagao linear igual a 0,99 (Figura 17).
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Figura 17 - Efeito da concentracao da peroxidase sobre a atividade da
glicerol quinase.

5.3.7. Estabilidade térmica

Extratos enzimaticos foram submetidos a elevacao da temperatura
(de 0°C a 60°C), por 60 minutos. A Figura 18 contém o grafico de
estabilidade térmica da GK. Observa-se que a atividade da enzima é
favorecida pelo aumento da temperatura até 50°C, passando a sofrer

queda da atividade ja com 55°C.
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Figura 18 - Estabilidade da atividade da glicerol quinase, durante
estocagem por uma hora, em diferentes temperaturas.

Observando-se a tendéncia de queda da atividade residual, a Tso
(temperatura em que a enzima perde metade de sua atividade), em 60
minutos de incubacdo, seria acima de 60°C. Esse valor é superior ao
intervalo de 50°C a 559°C, encontrado por Koga et al. (2001), em GK de E.
coli, em 20 minutos de incubacao.

Em Pyrococcus kodakaraensis, Koga et al. (1998) clonaram o gene
da GK e expressaram-no em E. coli, verificando uma Tso de 100°C para a
enzima. Os mesmos autores, em 2001, observaram valor de Tso por volta
de 959C, em GK de Thermococcus kodakaraensis. Sakasegawa et al.
(2001), estudando a GK de Flavobacterium meningosepticum, obtiveram a
Tso de 69°C.
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5.3.8. Estabilidade em diferentes valores de pH

Ensaios de estabilidade da GK foram realizados em diferentes
valores do pH (5-10), demonstrando ser ela uma enzima de alta
estabilidade (Figura 19). No entanto, no periodo analisado, vé-se que a
GK é mais estavel em valores proximos da neutralidade (pH 7,0). A
medida que o pH se afasta desse valor, nota-se uma diminuicao da

atividade enzimatica.

Atividade residual (%)

0 2 46 810121416 1820222426

Tempo (dias)

Figura 19 - Estabilidade da atividade da glicerol quinase em diferentes

valores de pH.

Crans e Whitesides (1985) observaram que a GK obtida de S.
cerevisiae preservou menos de 20% da atividade da enzima, apds 24
horas em pH 7,5 e a 4°C, sendo que apenas a imobilizacdao da mesma fez

com que nao houvesse perda da atividade, por seis meses, a 4°C. Os
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dados obtidos neste trabalho contrariam os encontrados pelos autores,
mostrando que a enzima é muito estavel nesse pH e a essa temperatura,
por até 25 dias. Isso pode ser decorrente de diferencas nos procedimentos

utilizados para a obtencao do extrato celular.

5.3.9. Estabilidade na presenca de conservantes

Alguns estabilizantes de atividade enzimatica sdo citados na
literatura. Segundo Leskovac (1998), a azida de sddio, adicionada sobre o
extrato enzimatico, atua na preservacdo de atividade de diversas enzimas.

A influéncia que os conservantes empregados possuem sobre a GK
pode ser observada na Figura 20. Nota-se grande queda da atividade
enzimatica quando se empregou o EDTA, especialmente apds o vigésimo
dia a 4°C.

O cloreto de cobalto e azida sddica mostraram-se os mais eficientes

meios para conservacao da atividade da GK.
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Figura 20 - Efeito do uso de conservantes na estabilidade da glicerol
quinase.

5.3.10. Estabilidade do extrato liofilizado com conservantes

Nao houve perda significante da atividade da glicerol quinase
contida nos extratos liofilizados (com ou sem conservantes), por até oito

meses de estocagem, em temperatura de congelamento.

5.4. Modelagem de superficie de resposta

A metodologia de superficie de resposta (MSR) consiste em um

conjunto de modelos matematicos e estatisticos, desenvolvidos para
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explicar fenébmenos e encontrar combinacdes de um numero de fatores
(variaveis) experimentais que levam a uma otimizagdo das respostas.
Com a MSR, diversas variaveis sdo testadas, simultaneamente, com um
nimero minimo de tentativas, de acordo com modelos experimentais
especiais, o que permite encontrar interacdes entre as variaveis (CAGULA
e SINGH, 1984; MONTGOMERY, 1991).

Os efeitos significantes da temperatura (T), concentragao inicial de
substrato (S), valores de pH e interacdes (T x pH) e (S x pH), na atividade
da glicerol quinase, sao mostrados na Tabela 11.

A temperatura mostrou efeitos significantes na atividade enzimatica,
tanto em nivel linear quanto quadratico. Um efeito quadratico negativo
indicou que a acao da temperatura, na atividade da GK, pode ser descrita
por uma superficie convexa. Além disso, o aumento da concentracao de
substrato e do pH da reagao foi acompanhado de um aumento linear na
atividade da GK (efeitos lineares positivos). Nao foram observados efeitos

significantes de S ou pH, em niveis quadraticos.

Tabela 11 - Efeitos estimados dos fatores temperatura (T), concentracao
de substrato (S) e pH, em niveis lineares (L) e quadraticos
(Q), e as respectivas interacdes, na atividade da glicerol

quinase

Fator/Interagao Efeito p valor

Temperatura (L) -0,1734 0,0000

Temperatura (Q) -0,7773 0,0000

Substrato (L) 0,0646 0,0006

pH (L) 0,4386 0,0000

T x pH -0,2516 0,0000

S x pH 0,0279 0,0802
Interagdes significantes — negativa, entre T e pH (T x pH), e
positiva, entre S e pH (S x pH) — foram observadas. O aumento

simultdneo da temperatura e do pH leva a uma diminuicdo da atividade
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enzimatica. Reciprocamente, um aumento simultaneo em S e pH é
acompanhado por aumento da atividade da enzima. Porém, nenhuma
interacao significante entre T e S (T x S) foi verificada.

Os dados experimentais podem ser descritos pelo seguinte modelo

polinomial de segundo grau:

Atividade = -23,6088 + 0,6665 T - 0,0048 T2 - 0,0020 S + 1,0754 pH -
0,0156 (T x pH) + 0,0003 (S x pH),

em que: a atividade é expressa em U/mL,
T é a temperatura (°C), e

S é a concentracdo de substrato (mM).

Nessa equacao, foram considerados apenas fatores e interacoes
mostrando efeitos significantes de p< 0,5, ou possuindo um intervalo de
confianca menor que o valor do efeito ou menor que o desvio padrao
(dados nao mostrados). De fato, esses efeitos possuem uma baixa
probabilidade de ocorréncia, mas seus valores nao sdo baixos o suficiente
para serem negligenciados (HAALAND, 1989).

Este modelo apresentou altos valores de R? (0,9928) e RZy;
(0,9899), indicando que ele explica mais de 99% da variabilidade dos
dados experimentais. Espera-se, assim, uma relacdao proxima entre os
resultados experimentais e os valores tedricos preditos (HAALAND, 1989;
WEISBERG, 1985). Essa correlacao é ilustrada na Figura 21.
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Figura 21 - Relagao linear entre valores experimentais e valores preditos
correspondentes, pelo modelo polinomial de segundo grau.

Este modelo é descrito por uma superficie do tipo sela (saddle-like
surface). Uma vez que trés variadveis (fatores) foram consideradas, a
resposta situa-se em uma quarta dimensao, representada por duas
superficies de trés dimensdes, em funcdao de duas das trés variaveis,
mantendo-se a terceira variavel constante e igual ao seu valor de ponto
central (Figura 22). Superficies do tipo sela ndo possuem um Unico ponto
estacionario (maximo), mas, sim, sao caracterizadas por possuirem um
conjunto de pontos que maximizam a resposta. Nesse caso, a analise dos
graficos de contorno foi Util para se encontrarem as melhores regides no
dominio experimental (Figura 23). Os valores maximos de atividade sdo
obtidos em temperatura entre 52°C e 56°C, pH por volta de 10,2-10,5 e

concentragao de substrato de 150 a 170 mM.
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Figura 22 - Superficie de resposta ajustada aos pontos dos dados
experimentais correspondentes a atividade da glicerol
quinase, em funcao da temperatura e concentracao de
substrato inicial e em pH 9,5 (A) e em funcao de
temperatura e pH e em concentragao inicial de substrato
de 105mM (B).



Resultados e discussdo

[S] (mM)

Temperatura (°C)

pH

Temperatura (°C)

Figura 23 - Graficos de contorno das superficies de resposta apresentadas
na Figura 22, em funcao da temperatura e concentragao de
substrato inicial e em pH 9,5 (A) e em fungao de temperatura

e pH e em concentracgao inicial de substrato de 105mM (B).
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6. CONCLUSOES

O método proposto, que utiliza o fermento de panificacao
(Saccharomyces cerevisiae) como fonte enzimatica da GK e da GPO,
mostrou-se satisfatorio para a dosagem da glicerol quinase. Essa enzima
apresentou melhor atividade, quando precipitada com uso de
polietilenoglicol 3350, e oOtima estabilidade, principalmente quando o
extrato foi liofilizado.

No entanto, na tentativa de dosagem de glicerol, em amostras, esse
método sofreu interferéncia de diversos fatores, que vao desde a
impureza dos extratos utilizados até os compostos presentes
naturalmente nessas amostras. Assim, fazem-se necessarios estudos
envolvendo a purificacdo dessas enzimas, para uma seguinte etapa de
dosagem colorimétrica de glicerol, em diferentes amostras, com baixo
custo e ampla aplicacao industrial.

A metodologia de superficie de resposta mostrou-se um adequado
meio para modelagem e otimizacao das condicdes da reacao,

maximizando a atividade da enzima glicerol quinase.
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