UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
INSTITUTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM BIOTECNOLOGIA

MAISA DAVANSO

IMOBILIZACAO DE FICINA EM PO DE SABUGO DE MILHO E OBTENCAO DE
HIDROLISADOS PROTEICOS

ARARAQUARA
2021



MAISA DAVANSO

IMOBILIZACAO DE FICINA EM PO DE SABUGO DE MILHO E OBTENCAO
DE HIDROLISADOS PROTEICOS

Dissertacdo apresentada ao Instituto de
Quimica, Universidade Estadual Paulista,
como parte dos requisitos para obtencao
do titulo de Mestre em Biotecnologia

Orientador: Prof. Dr. Luis Henrique Souza Guimaraes
Coorientadora: Profa. Dra. Juliana Cristina Bassan

ARARAQUARA
2021



FICHA CATALOGRAFICA

D2451

Davanso, Maisa

Imobilizacdo de ficina em p6 de sabugo de milho e
obtencdo de hidrolisados proteicos / Maisa Davanso. —
Araraquara: [s.n.], 2021

99 f.: il

Dissertacao (mestrado) — Universidade Estadual Paulista,
Instituto de Quimica

Orientador: Luis Henrique Souza Guimaraes

Coorientador: Juliana Cristina Bassan

1. Enzimas proteoliticas. 2. Enzimas imobilizadas.
3. Peptideos. 4. Biorreatores. 5. Hidrolisados de proteina.
I. Titulo.

Bibliotecaria Responsavel: Ana Carolina Gongalves Bet - CRB8/8315




iy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA P ™

unesp” ()

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA DISSERTACAO: Imobilizag3o de Ficina em P6 de Sabugo de Milho e Obtengo de Hidrolisados
Proteicos

AUTORA: MAISA DAVANSO
ORIENTADOR: LUIS HENRIQUE SOUZA GUIMARAES
COORIENTADORA: JULIANA CRISTINA BASSAN

Aprovada como parte das exigéncias para obten¢do do Titulo de Mestra em BIOTECNOLOGIA, pela
Comissao Examinadora:

Prof. Dr. LUIS HENRIQUE SOUZA GUIMARAES (Participacao Virtual)
Departamento de Biologia / Faculdade de Filosofia Ciencias e Letras - USP - Ribeirao Preto

2 L

Profa. Dra. GISELA MARIA DELLAMORA ORTIZ (Participagcao Virtual)
Farmacos e Medicamentos / Faculdade de Farmacia - UFRJ - Rio de Janeiro

ol e P
/
/

Profa. Dra. ARIELA VELOSO DE PAULA (Participacao Virtual)
Departamento de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia / Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas -
UNESP - Araraquara

Araraquara, 17 de dezembro de 2021

InsStuto de Guimica - Campus de Araraquara -
Rua Prof. Francisco Degni, 55, 14800060, Araraquara - S3o Paulo
hitp:Twaww.iq unesp bri¥lipos-graduacanbictecnoiogialCNP: 48 031.918/0027-53.



DADOS CURRICULARES

IDENTIFICACAO
Nome: Maisa Davanso

Nome em citacdes bibliograficas: Davanso, Maisa.

FORMACAO ACADEMICA

2013-2018

Bacharelado em Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”

Trabalho de Concluséo de Curso intitulado: Imobilizagcdo Multipontual de Peroxidases
de Sechium edule L. (Chuchu) em Suporte de Baixo Custo P6 de Sabugo de Milho.
Orientador: Prof. Dr Rubens Monti

PRODUCAO BIBLIOGRAFICA
DAVANSO, Maisa et al. Assessment of pectinase-producing fungi isolated from soil
and the use of orange waste as a substrate for pectinase production. Revista de

Ciéncias Farmacéuticas Basica e Aplicada, v. 40, p. 1-5, 2019.

VINUEZA GALARRAGA, Julio Cesar et al. Multipoint immobilization and stabilization
of amined peroxidases from soybean hull and chayote employing bacterial cellulose

as support. Cellulose Chemistry and Technology, v. 54, n. 3-4, p. 275, 2020.

Estagio de docéncia

2019

Disciplina: Enzimologia Farmacéutica

Curso: Farmécia-Biogquimica

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, Araraquara.

Superviséo: Prof? Dra. Daniela Cardoso Umbelino Cavallini



AGRADECIMENTOS

A Prof.2 Dra. Juliana Bassan, pela orientacao, por dividir o conhecimento, pela
paciéncia e principalmente pela amizade incomparavel todos esses anos.

Ao Prof. Dr. Luis Henrique pela orientacéo e pela oportunidade de realizar o
mestrado.

Ao Prof. Dr. Rubens Monti pelos ensinamentos cientificos e de vida.

As amizades que acompanharam a aventura da pesquisa cientifica e dividiram
as ansiedades, Johana A., Daniela R. e Fernando M.

Ao Caué, pela paciéncia e companhia.

A minha familia, pelo apoio e por possibilitar as oportunidades que permitiram
eu chegar até aqui.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico pelo

auxilio financeiro ao processo 132428/2019-9



RESUMO

Ficina (EC 3.4.22.3) € um grupo de endoproteases extraida a partir do latex de
figueira (Ficus carica). Para a execugdo e conclusao desse trabalho, a ficina foi
extraida, caracterizada, imobilizada e aplicada na hidrélise de extratos proteicos.
Foram testados trés diferentes métodos de concentragcdo proteica, precipitagcdo com
acetona, liofilizac&o e precipitacdo com sulfato de amonio. A atividade enzimatica do
extrato foi avaliada em diferentes valores de pH e temperaturas, usando dois
substratos a caseina (macromolecular) e BAPNA (sintético), apresentando picos de
atividade em 55°C com o pH 9,0 (84,69 + 1,21 U mg?) e 6,0 (0,202 + 0,01 U mg™),
respectivamente. A enzima foi imobilizada em dois suportes, agarose e p6 de sabugo
de milho, com trés ativacdes quimicas distintas, imobilizando a enzima de forma
covalente e ibnica. Foi avaliada a manutencéo de atividade dos derivados produzidos
em diferentes condi¢cdes de temperatura (45, 55 e 65°C) e pH (5, 7 e 9). De todos os
derivados obtidos por imobilizacdo em p6é de sabugo de milho (SM), SM-Glioxil-F e
SM-Gluta-F foram selecionados considerando as estabilidades e atividades
recuperadas, para serem utilizados na producéo de hidrolisados proteicos a partir de
extratos de grao-de-bico, ora-pro-nébis e clara de ovo que também foram submetidos
a hidrolise com a ficina na forma soluvel (livre) em um sistema de mistura operado em
batelada. Os hidrolisados produzidos foram avaliados através da dosagem de
proteinas, SDS-PAGE, atividade antioxidante pelo radical ABTS e atividade quelante
de ferro. A partir da analise desses resultados, o derivado enzimatico SM-Glioxil-F foi
utilizado para hidrolise de extrato de grao de bico em reator de leito fixo operado de
forma continua por até 10h, com tempo espacial de 71 min. Foi possivel realizar a
imobilizacdo da ficina em suporte alternativo e os derivados utilizados foram capazes
de promover a hidrélise de proteinas presentes nos extratos avaliados, em ambas as
formas de operacado, indicando que a ficina imobilizada apresenta potencial de
hidrolise de proteinas e producéo de peptideos bioativos.

Palavras-chave: ficina; imobilizacdo de enzimas; peptideos bioativos.



ABSTRACT

Ficin (EC 3.4.22.3) is a group of endoproteases extracted from the latex of the fig tree
(Ficus carica). For the execution and conclusion of this work, ficin was extracted,
characterized, immobilized and applied in the hydrolysis of protein extracts. Three
different methods of protein concentration were tested, acetone precipitation,
lyophilization and ammonium sulfate precipitation. The enzymatic activity of the extract
was evaluated at different pH and temperatures, using two substrates, casein
(macromolecular) and BAPNA (synthetic), showing activity peaks at 55°C at pH 9.0
(84.69 + 1.21 U mg™) and 6.0 (0.202 + 0.01 U mg™), respectively. The enzyme was
immobilized on two supports, agarose and corncob powder, with three different
chemical activations, immobilizing the enzyme in a covalent and ionic way. The
maintenance of activity of the derivatives produced was evaluated under different
conditions of temperature (45, 55 and 65°C) and pH (5, 7 and 9). From all the
derivatives obtained by immobilization in corncob powder (SM), SM-Glyoxyl-F and SM-
Gluta-F were selected, considering the stability and activities recovered, to be used in
the production of protein hydrolysates from extracts of chickpea, ora-pro-nébis and egg
white that were also subjected to hydrolysis with ficin in soluble form (free) in a mixed
system batch-operated. The hydrolysates produced were evaluated through protein
dosage, SDS-PAGE, antioxidant activity by ABTS radical and iron chelating activity.
From the analysis of these results, the enzymatic derivative SM-Glyoxyl-F was used
for hydrolysis of chickpea extract in a fixed-bed reactor operated continuously for up to
10 hours, with residence time of 71 min. It was possible to execute the immobilization
of ficin in an alternative support and the derivatives used were able to promote the
hydrolysis of proteins present in the extracts evaluated, in both forms of operation,
indicating that the immobilized ficin has the potential for protein hydrolysis and
production of bioactive peptides.

Keywords: ficin; enzyme immobilization; bioactive peptides.
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1 INTRODUCAO

Proteases constituem um grupo de enzimas hidroliticas que promovem a
hidrélise de ligagbes peptidicas em proteinas e peptideos. Podem ser endo e
exopeptidases, sendo que as endopeptidases atuam nas ligagbes internas das
cadeias proteicas, e exopeptidades atuam na regido amino ou carboxil terminal das
proteinas. Elas séo distribuidas universalmente entre microrganismos, animais e
plantas. A quimosina € uma protease, reconhecida como umas das primeiras enzimas
a serem utilizadas, encontrada em estdmagos de bezerros e usada na producgéo de
gueijos. Desde entéo, diversas proteases como alcalase, tripsina, papaina, bromelina,
entre outras, sao utilizadas em inumeras aplicacfes biotecnoldgicas, como industria
farmacéutica, de cosméticos, de detergentes e de alimentos, producdo de cerveja,
amaciamento de carnes, na melhora de propriedades nutricionais de alimentos
proteicos, producédo de racdo animal entre outras aplicacdes (MAZORRA-MANZANO;
RAMIREZ-SUAREZ; YADA, 2018; TAVANO, 2013; TAVANO et al., 2018).

O latex é a mistura de inUmeros metabdlitos secundarios presentes em diversas
espécies vegetais, incluindo as do género Ficus. Um dos papeis fisioldégicos do latex
€ a de protecdo contra entrada de patégenos em regides do tecido vegetal que foram
lesionadas. Um dos componentes do latex de figueiras (Ficus carica) é uma fracao
proteolitica caracterizada pela presenca principalmente de proteases cisteinicas, mas
também asparticas e serinicas. O conjunto de proteases cisteinicas (isoformas de
endoproteases) € chamado de ficina (EC 3.4.22.3). Atualmente, quatro das suas
isoformas foram cristalizadas, A, B, C e D, todas glicoproteinas bastante semelhantes
a bromelina (MORELLON-STERLING et al., 2020; RASKOVIC; LAZIC; POLOVIC,
2015).

Em geral, a ficina tende ser utilizada nos mesmos segmentos que a bromelina
e a papaina, sendo comum aplica¢cdes onde h& mistura desses catalisadores. A ficina
na sua forma solavel pode ser utilizada no pré-tratamento de biofilmes de
Staphylococcus aureus que serdo submetidos ao tratamento com antibibticos,
permitindo uma reducéo da concentracdo necessaria de antibioticos para eliminagao
do microrganismo (BAIDAMSHINA et al., 2017). A ficina também foi utilizada na
hidrélise de anticorpos para producéo de fragmentos de ligacdo de antigenos (Fab),
promovendo um aprimoramento nas aplicagcbes de anticorpos (MORELLON-
STERLING et al., 2020). Também s&o encontrados usos da ficina na fabricagdo de
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gueijos, na industria farmacéutica e cervejeira, no amaciamento de carnes e na
producéo de peptideos bioativos (SIAR et al., 2017).

Um dos obstéculos para o uso da ficina é a sua disponibilidade limitada. Para
se obter um rendimento significativo da enzima é necessario realizar o corte dos ramos
da figueira, o que acaba interferindo no desenvolvimento da planta, assim como no
crescimento de novos galhos, tornando o processo de extragcdo demorado e oneroso.
Sattari e colaboradores (2020) conseguiram clonar o gene de Ficus carica, figueira
iraniana, que expressa as isoformas da ficina em E. coli BL21, o que facilita a producao
em larga escala da enzima, permitindo o seu uso biotecnoldgico.

Além do uso de técnicas de engenharia genética para o favorecimento do uso
da enzima, também é possivel avaliar as tecnologias existentes no ambito da
engenharia enzimética, como as técnicas de imobilizac&o.

As caracteristicas inerentes as enzimas, como biodegradabilidade,
especificidade, funcionamento em condices amenas de operacdo e altas taxas de
conversdao, tornam o uso de enzimas favoravel comparado a catalisadores quimicos,
atendendo as demandas do uso de tecnologias mais limpas e mais sustentaveis. Um
dos maiores desafios encontrados no uso generalizado de enzimas € sua aplicacéo
industrial devido a dificuldade em manter a estabilidade quimico-operacional do
catalisador por longo periodo, a complexidade em recuperar a enzima ao final da
reacdo e em promover seu reuso. Dessa forma a tecnologia de imobilizacdo de
enzimas torna-se uma solucéo para superar as limitagcdes encontradas para o uso de
biocatalisadores soltveis (GUISAN, 2013; SHELDON; VAN PELT, 2013; SIAR et al.,
2018a; SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016).

A imobilizagdo pode ser definida como o confinamento de enzimas em um
suporte solido ou uma matriz diferente daquela em que o substrato ou o produto se
encontram. Diferentes metodologias podem ser empregadas para possibilitar a
imobilizagdo dos catalisadores, sendo normalmente divididos em aprisionamento,
cross-linking e ligacdo ao suporte. A escolha do melhor método é dependente da
natureza da enzima, do suporte e de sua aplicacdo (SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016).

A formacéo de ligacdes covalentes é descrita como um método irreversivel de
imobilizacdo e é um dos mais utilizados devido a sua capacidade estabilizante
atribuida a formacéo das ligacbes entre os residuos de aminoéacidos localizados na
superficie da enzima e grupos funcionais presentes no suporte, evitando a

solubilizagéo da proteina. O grande revés dos métodos que empregam a formacéo de
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ligacdes covalentes é que os residuos do aminoacido envolvidos na imobilizacdo, ndo
devem estar envolvidos com a atividade catalitica da enzima; caso contrario, esta
pode ser prejudicada significantemente devido a desestabilizacdo da estrutura da
enzima (CAO, 2006; GUISAN, 2013).

A imobilizacdo também pode ser realizada através da ligacdo da enzima ao
suporte por ligacdes ibnicas, ligacdes de hidrogénio e forcas de Van der Waals. O
uso dessa metodologia de imobilizagdo geralmente tende a garantir a atividade
enzimatica inicialmente oferecida ao suporte, podendo até aumentar a sua atividade
devido a modificacdes conformacionais da estrutura terciaria da enzima. Essas
interacbes sao relativamente mais fracas comparadas as ligacbes covalentes,
sofrendo influéncia das condigcbes do meio, como pH, forca ibnica e temperatura,
podendo ocorrer o fendmeno da dessorcao provocado pela variagdo das condi¢oes
do meio reacional (GUISAN, 2013; SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016).

Além do método de imobilizacdo, um fator importante na tecnologia de
imobilizacéo, é a escolha do suporte a ser utilizado. Este pode ser organico, sintético
ou natural, ou inorganico. Suportes ideais devem apresentar as seguintes
caracteristicas: ser de baixo custo; com baixo impacto ambiental; deve ser inerte apos
a imobilizacdo nao interferindo na reagcédo enzimatica e na qualidade do produto; deve
apresentar resisténcia mecanica e térmica; ser estavel; ser regeneravel apds a
exaustdo da atividade enzimatica; ser capaz de aumentar a atividade catalitica da
enzima; ser capaz de suportar uma grande carga proteica; entre outras caracteristicas
secundarias. Entretanto, a maioria dos suportes ndo apresenta esse conjunto de
propriedades e, portanto, a escolha deve ser avaliada de acordo com a conveniéncia
do processo em que sera utilizado (SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016).

A agarose € um polissacarideo oriundo da parede celular de algas marinhas
vermelhas, sendo usada amplamente como suporte para imobilizacdo, e possui
caracteristicas como alta porosidade, é hidrofilica, facil de derivatizar, e ndo possui
grupos carregados, evitando adsorcado néo especifica de produtos ou substratos. A
maior limitacdo do uso da agarose € o seu alto custo, o que torna a sua aplicagcdo em
escala industrial limitada (GUISAN, 2013). Um material que vem sendo usado como
alternativa para imobilizacdo € o p6 de sabugo de milho, um material lignocelulésico,
subproduto do processamento do milho. De acordo com o Acompanhamento da Safra
Brasileira realizada pela Companhia Nacional de Abastecimento (Conab) a producéo

de milho na safra 2018/19 no Brasil foi de 99,9 milhées de toneladas e estima-se que
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sao produzidos 0,15 kg de sabugo de milho para cada quilograma de milho produzido.
O baixo custo e suas propriedades fisico-quimicas tornam o pé de sabugo de milho
um material interessante para 0 emprego como suporte na imobilizagcdo de enzimas
(BASSAN et al., 2016).

Uma importante aplicacdo de proteases vegetais como bromelina e papaina
estd na producdo de hidrolisados proteicos com a finalidade de obtencdo de
fragmentos como peptideos e até aminoacidos livres. Algumas sequéncias proteicas
quando processadas e digeridas por proteases podem produzir peptideos que
apresentam funcBes bioldgicas especificas diferentes da proteina nativa. Os
peptideos que sdo biologicamente ativos (bioativos), obtidos a partir de proteinas de
grau alimenticio, podem prevenir doengas e problemas cardiovasculares, digestivos,
enddcrinos e relacionados ao sistema imunolégico, potencialmente prevenindo o
desenvolvimento de hipertensdo, diabetes, obesidade e cancer (CHAKRABARTI,
GUHA; MAJUMDER, 2018; MAZORRA-MANZANO; RAMIREZ-SUAREZ; YADA,
2018).

Considerando o exposto, a imobilizacéo da ficina permitiu a exploracdo da sua
capacidade hidrolitica de protease e, assim, o0 aproveitamento do potencial de

producado de peptideos com atividade biolégica em extratos proteicos alternativos.
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2 OBJETIVOS

O objetivo da investigacdo realizada foi imobilizar a enzima ficina extraida de

latex de figo (Ficus carica) em pd de sabugo de milho e aplicar o derivado(s) para

hidrolise de extratos proteicos visando a obtencédo de hidrolisados proteicos.

Objetivos especificos:

a)
b)

f)

caracterizar cineticamente a enzima ficina extraida de latex de figo;
imobilizar a ficina em pé de sabugo de milho e agarose ativados por trés
meétodos quimicos diferentes, através da formacéo de ligacdes covalentes
(glioxil e glutaraldeido) e i6nica (amino);

avaliar o reuso e a estabilidade ao pH e a temperatura dos derivados pro-
duzidos.

hidrolisar os extratos proteicos de gréo de bico, ora-pro-nébis e clara de ovo
utilizando a enzima na sua forma soluvel e imobilizada;

hidrolisar extrato de gréo de bico em reator de leito fixo com operacao con-
tinua;

determinar atividade antioxidante e quelante de ferro nos hidrolisados.
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3  REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Ficina

As enzimas sao proteinas especializadas que possuem a capacidade de reduzir
a energia de ativacdo de diversas reacglOes, ou seja, sdo biocatalisadores.
Classificadas pelo tipo de reacdo que catalisam, as enzimas se dividem entre 7
grandes grupos, oxidoredutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases, ligases
e translocases (TAVANO, 2013).

Dentre as hidrolases, encontram-se as proteases, responsaveis pela quebra de
ligacbes peptidicas presentes entre aminoacidos que constituem proteinas.
Distribuidas em subgrupos, as proteases sdo agrupadas pelo mecanismo de acéo
catalitica que apresentam pelo amino&cido ou metal presente no seu centro catalitico,
sendo peptidases, asparticas, cisteinicas, metalicas, serinicas, tipo catalitico misto ou
desconhecido (TAVANO, 2013).

A ficina (EC 3.4.22.3) € um extrato enzimatico composto por diversas proteases
e obtido do latex de algumas espécies do género Ficus. Distribuidas mundialmente,
as cerca de 700 espécies incluidas no género encontram-se principalmente em
regides préximas aos tropicos e apresentam espécies de arvores caducas ou perenes,
arbustos, trepadeiras (LANSKY; PAAVILAINEN, 2010; SHI et al.,, 2018). Uma
caracteristica comum entre as espécies que compde o género é a presenca de latex,
uma seiva de composicdo complexa constituida de terpendides, alcaloides, borracha,
proteinas, proteases, quitinases e glicosidases (KONNO, 2011; RASKOVIC; LAZIC;
POLOVIC, 2015). Mesmo que seja comum a presenca de proteases, a atividade
proteolitica ndo € uma caracteristica universal do latex das espécies que compde 0
género Ficus, sendo que apenas algumas espécies estudadas apresentam maior
potencial de aproveitamento, como Ficus johannis, Ficus carica e Ficus inspida,
(HANSSON; ZELADA; NORIEGA, 2005; HOMAEI et al., 2017; MORELLON-
STERLING et al., 2020).

A figueira comum (Ficus carica) € uma das primeiras arvores cultivadas no
mundo, principalmente na regido mediterranea, e seus frutos, os figos, apresentam
grande importancia cultural, tanto pela histéria vinculada presente na cultura de
diversos povos quanto ao seu valor nutricional (BADGUJAR et al., 2014; CRISOSTO
et al., 2011). De acordo com as Nag¢des Unidas, a Turquia é o maior produtor de figos,
com um cultivo de mais de 300000 toneladas de figos no ano de 2019. O Brasil, no
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mesmo periodo, apresentou uma producéo de 22500 toneladas (FAO, 2021). A Figura

1 apresenta a ilustracdo das folhas e frutos de figueira.

Figura 1 - llustracdo Ficus carica

S, dowes Cutrive Felgenbmune,

Fonte: Thomé, 1886.

O latex é produzido e armazenado por células laticiferas, estruturas tubulares
distribuidas por toda a planta. Apesar de ndo apresentar funcao correlacionada ou tdo
definida como em outras seivas produzidas pelas plantas, tal como o floema ou xilema,
a sua funcdo estad associada a uma resposta de defesa, gracas a sua presenca
uniforme pela planta e a sua liberacdo como resultado a danos fisicos causados a
planta (KONNO, 2011; RAMOS et al., 2019).

E desconhecido ainda o papel especifico de cada um dos componentes do
latex, mas é cogitado que a presenca de peptidases em abundancia nas células
laticiferas seja o principal mecanismo de defesa mediada pelas células (RAMOS et
al., 2019). O termo “ficin” foi estabelecido por Robbins, em 1930, para descrever
genericamente as proteinas purificadas com atividade anti-helmintica, extraidas do
latex de arvore conhecida como higuerén, pertencente ao género Ficus. Atualmente,
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o termo descreve as cisteinas proteases presentes no latex. E conhecido que diversas
isoformas de proteases compde o latex, sendo relatadas normalmente 5 isoformas por
analises cromatograficas, entretanto investigacbes do transcriptoma indicam a
presenca de um ndmero maior de proteinas com atividade proteolitica (MILOSEVIC
et al., 2020).

3.2 Aplicacédo do latex com atividade de ficina

O uso de latex de espécies de Ficus é relatado ha anos pela medicina tradicional,
incluindo Ficus insipida na preparacédo de ojé, que é usado na regido amazoénica pela
populacéo local, como um remédio com acédo anti-helmintica; latex de Ficus racemosa
é utilizada na india juntamente com outras partes da planta no tratamento de diversas
desordens incluindo diabetes, problemas respiratérios, urinarios e inflamatérios que
faz parte do sistema de medicina natural conhecido como Ayurveda; (AHMED;
UROOQJ, 2010; HANSSON; ZELADA; NORIEGA, 2005). O Ficus carica apresenta um
namero ainda maior de relatos sobre suas aplicacdes, incluindo atividade anti-
helmintica, uso no tratamento de queimaduras, emoliente, acdo contra pedras renais,
acado laxativa, problemas de pele, remocdo de verrugas e outras aplicacbes
(BADGUJAR et al., 2014). Outras finalidades sdo dadas as distintas partes da planta,
incluindo folhas, frutos, casca e madeira. Os estudos continuos sobre as espécies
possibilitam a validacdo dos usos pela medicina tradicional através da compreensao
de seus componentes individuais (BADGUJAR et al., 2014).

A ficina utilizada diretamente para hidrdlise de proteinas, pode gerar produtos
em abundancia com distintas funcionalidades dependentemente do substrato
utilizado. Ficina em conjunto com papaina foram utilizadas por Vati¢ et al. (2020) para
aumentar a deteccdo de Listeria monocytogenes, um patdgeno intracelular
encontrado em carnes fermentadas. A digestdo das proteinas da carne pela acao das
enzimas expde a bactéria, que pode ser detectada pelos testes de qualidade. Li et al.
(2021) utilizaram ficina associada a alta pressdo para o tratamento de carne de
carneiro, aumentando caracteristicas de qualidade da carne, como maciez, sabor e
textura, tanto da carne crua quanto cozida. O pré-tratamento de biofilmes de
Staphylococus aureus e Staphylococcus epidermidis com extratos de ficina facilitou o

acesso de antibidticos pela destruicdo da matriz extracelular, reduzindo a demanda
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de antibioticos como ciprofloxacina e cloreto de benzalconio, necessarios para acao
bactericida (BAIDAMSHINA et al., 2017).

Além de aplicagbes que aproveitam a ampla funcionalidade dos extratos de
ficina, ha situacbes em que a ficina possibilita a obten¢cédo de produtos gragas a sua
especificidade hidrolitica. A caracterizacdo de antigenos em hemacias em banco de
sangue, pode ser realizada pelo tratamento enzimatico com proteases, gracas a
capacidade de fragmentar ligacdes peptidicas especificas, sendo a ficina, a papaina
e a bromelina as proteases mais comumente utilizadas para essa finalidade
(CASTILLO et al., 2018; SANTIS et al., 2019). Outra aplicacéo clinica relatada é na
producdo de fragmentos derivados de anticorpos anti-idiotipicos, com o objetivo de
interagir com a regido idiotipica de anticorpos monoclonais (regido variavel de um
anticorpo, incluindo a regido especifica que estabelece a ligacdo com antigenos)
(HARTH; FRISCH, 2021). Os anticorpos monoclonais com regides idiotipicas podem
ser utilizados para transporte e depdsito in vivo de terapias em tumores, como
citocinas ou drogas citotéxicas. A permanéncia desses anticorpos no organismo, ap6s
a interacdo com a célula alvo da terapia, pode ser prejudicial a outros tecidos. A
interacdo de fragmentos de anticorpos anti-idiotipicos, produzidos pela hidrélise com
ficina e os idiotipicos residuais pode prevenir efeitos colaterais (ERLANDSSON et al.,
2006; MORELLON-STERLING et al., 2020).

Enzimas proteoliticas sdo utilizadas em inimeros setores industriais incluindo
detergentes, processamento de couro e alimenticio, na producdo de cervejas e paes,
assim como suas aplicacdes. As fontes dessas proteases sdo inimeras, podendo ser
microbianas, animais ou vegetais (DA SILVA, 2017; DHILLON et al., 2017).

A ficina, como uma protease de origem vegetal, oferece a industria alimenticia a
garantia de sustentabilidade e uma alternativa as enzimas atualmente utilizadas
(AIDER, 2021; MORELLON-STERLING et al., 2020; SHAH; MIR; PARAY, 2014). A
producdo de coalhada de ovelha foi avaliada utilizando dois diferentes extratos
coagulantes, ficina e Polyporus badius, um fungo. Os produtos obtidos apresentaram
diferentes caracteristicas reologicas e estruturais de acordo com o grau de hidrolise
obtido e retencdo de &gua, ambos apresentaram potencial de serem novas
alternativas a coagulantes tradicionais (SHABANI; SHAHIDI; RAFE, 2018). Bornaz et
al. (2010) também avaliaram a coagulacdo de leite de ovelha utilizando extratos
vegetais, ficina e alcachofra, em comparagcédo com a quimosina. O uso de extrato de

ficina gerou um maior rendimento devido a maior retencéo de agua. Com excec¢ao da
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cor, 0s outros atributos sensoriais nhdo apresentaram diferencas significativas entre os
coagulantes utilizados. Entretanto, devido a alta atividade proteolitica, a ficina e outras
proteases vegetais podem apresentar efeito indesejavel na producdo de queijos,
promovendo mais hidrélise do que coagulacdo, liberando mais peptideos e
aminoacidos e, como consequéncia, diminuindo o rendimento de producédo (AIDER,
2021; LOW et al., 2006). O uso de leites com alto contetdo proteico, como o de ovelha,
0 qual apresenta teor proteico quase duas vezes maior que o leite de vaca, mostra-
se como uma alternativa mais interessante para o uso da ficina como coagulante
(AIDER, 2021).

Outro potencial uso da ficina € na reducdo de alergenicidade de alguns
alimentos, como por exemplo leite e amendoim. A capacidade da ficina de hidrolisar
proteinas possibilita a modificacdo ou remocédo dos epitopos presentes nas proteinas
gue sao reconhecidas pelos anticorpos IgE (YU; MIKIASHVILI, 2020). Meng et al.
(2020) avaliaram a reducao de alérgenos em amendoins pela hidrolise enzimatica com
diversas proteases. Com unidades enzimaticas equivalentes, as proteases vegetais
ficina, bromelina e papaina se destacaram ao reduzir a ligagdo dos hidrolisados de
amendoim a IgE para 0, 1,20 e 2,31%, respectivamente, valores expressivos, quando
comparadas a Neutrase, Alcalase, Thermolysin, que reduziram a ligacdo dos
hidrolisados a 25,10, 16,56 e 92,11%, respectivamente. Os hidrolisados produzidos
foram modificados com transglutaminase, que catalisa a polimerizacéo dos peptideos,
melhorando as propriedades funcionais dos hidrolisados, como emulsificagéo e agao
espumante. Os resultados obtidos pelos pesquisadores indicam que a acdo em
sequéncia das enzimas proteoliticas e transglutaminase proporcionam um aumento
de potencial do uso combinado das enzimas pela industria alimenticia.

Os recentes estudos com ficina realgam o seu potencial de aplicagdo em
diferentes setores e afirmam que estudos continuos da enzima sao fundamentais para
melhor compreensao e aproveitamento da sua acao proteolitica (AIDER, 2021; LI et
al., 2021; MENG et al., 2020; MORELLON-STERLING et al., 2020; SATTARI; RIGI,
GHAEDMOHAMMADI, 2020; SIAR et al., 2020).

3.3 Imobilizagéo
A imobilizacéo de enzimas € um mecanismo que visa potencializar os beneficios
gue as enzimas apresentam em relacdo a catalisadores ndo proteicos. Por definicéo,

7

imobilizar uma enzima é confina-la fisicamente em uma regido delimitada, com a
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retencdo da sua atividade catalitica, em um suporte/matriz sélida, a qual € diferente
daquela em que o substrato ou produto estdo presentes, de modo que esta possa ser
utilizada de forma repetida e continua (BRENA; GONZALEZ-POMBO; BATISTA-
VIERA, 2013; SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016).

As técnicas de imobilizacdo das enzimas em suportes insollveis garantem
inimeras ganhos em comparacao com a sua forma soluvel, incluindo a possibilidade
de recuperacédo do biocatalisador no final do processo e seu reuso, possibilidade de
desenvolver sistemas multi-enzimas, maior controle do processo catalitico e aumento
da estabilidade contra agentes desnaturantes (GIRELLI; ASTOLFI; SCUTO, 2020;
GUISAN, 2013; SHELDON, 2007; SHELDON; VAN PELT, 2013).

Sao diversas as variaveis envolvidas nos processos de imobilizacdo, sendo a
escolha do suporte e dos métodos de ativacao fatores fundamentais para otimizacao
da capacidade catalitica da enzima. A Figura 2 sintetiza as estratégias que podem ser

utilizadas para promover a imobilizacdo de enzimas.

Figura 2 - Métodos de imobilizacéo de biomoléculas

CLEAS*

Sem suporte

(crosslinking)
CLECS**

Imobilizagdo de Microencapsulagao
Shiziies Encapsulacéo Géis
Aprisionamento
Com suporte Canais
Covalente

Ligacéo Adsorgéo

Nao covalente

Ligagéo I6nica

*CLEAs — Cross-linked enzymes aggregates; **CLECS - Cross-linked enzymes crystals. Adaptado de
Cacicedo et al. (2019)
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3.3.1 Cross-linked Enzyme (CLE)

A imobilizacdo na auséncia de suporte € realizada pela formacao de ligaces
intermoleculares, que resultam na reducéo de sua solubilidade, formando agregados
enzimaticos reticulados conhecidos como CLE, para Cross-Linked Enzyme (SOUZA
et al., 2017). O primeiro registro de formacé&o dessas estruturas data da década de 60,
por Quiocho e Richards (1964), que ao utilizarem o reagente bifuncional,
glutaraldeido, observaram a formacdo de cristais insollveis com atividade catalitica
guando estudavam sobre sintese de proteinas em fase solida (SHELDON, 2007;
SOUZA et al., 2017; VELASCO-LOZANO et al., 2016).

A formacao desses agregados pode ser realizada através de uma mistura de um
agente reticulante e solu¢cdes enzimaticas, que podem ocorrer em diferentes
condicBes, usando a enzima solubilizada, cristalizada, atomizada ou agregada,
resultando em diferentes derivados com distintas denominacdes (SOUZA et al., 2017).
A preparagdo mais comum de CLEAs segue as etapas ilustradas na Figura 3, a
precipitacdo pode ser realizada com diferentes compostos, incluindo sais, acidos e
solventes, levando em conta a preservacdo da atividade catalitica da enzima. A
formacdo de agregados normalmente conta com a presenca de um reagente
bifuncional como o bisdiazobenzidina, diisocianato de hexametileno, e glutaraldeido,
este Ultimo reage com o0s grupamentos amino da enzima, formando ligacdes
covalentes (DATTA; CHRISTENA; RAJARAM, 2013; SHELDON; VAN PELT, 2013).

Figura 3 - Preparacdo de CLEAs. A primeira etapa consiste em precipitagdo das enzimas,
seguida da agregacéo causada pela adicao de reagentes, como glutaraldeido.

)
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Precipitacdo Agregacéo (5 -

Enzima

O/O Agente aglutinante

Fonte: Autor, 2021
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Os melhores aspectos da imobilizacdo de enzimas através da formacédo de
agregados sdo a simplicidade do preparo, ja que dispensa a ativacao de suporte, baixo
custo de producdo, estabilizacdo das estruturas de enzimas multiméricas, entre
outras. Entretanto, ainda ha alguns aspectos do processo de imobilizagdo que
precisam de maior entendimento, para garantir o aumento da flexibilidade da enzima,
aperfeicoando sua estabilidade, seletividade e atividade (VELASCO-LOZANO et al.,
2016).

N&o foram encontrados relatos de imobilizagao de ficina por esta metodologia.
Porém, a mesma estratégia foi aplicada para outras proteases. Chen et al. (2017)
produziram CLEAs que incluiram neutrase e papaina, precipitadas com etanol e com
uso do glutaraldeido (1:5 v/v) como agente aglutinante. Os derivados apresentaram
maior estabilidade a temperatura e ao pH do que as suas formas livres. CLEAs de
proteases produzidas por Aspergillus foram otimizadas através da elaboracdo de um
planejamento composto central (80% sulfato de aménio, 65mM glutaraldeido e
0,15mM albumina de soro bovina). Os derivados produzidos apresentaram atividade
catalitica em pH mais alcalino e em temperaturas mais altas do que a forma soluvel
da enzima; também manteve 66,5% da atividade enzimatica inicial ap6s 10 ciclos de
uso, de 20 minutos (ASGHER; BASHIR; IQBAL, 2018).

3.3.2 Aprisionamento e Encapsulacao

O uso de suportes insolluveis é outra estratégia para imobilizacdo de enzimas.
Os suportes podem ser obtidos de diversas fontes, podendo ser inorganicos,
organicos, sintéticos ou naturais (GUISAN, 2013; SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016). A
interacdo entre a enzima e o suporte também pode variar, sendo mais comuns 0s
métodos em que a enzima é encapsulada no interior do suporte ou quando a enzima
interage com o0 suporte por algum tipo de ligacédo, sendo covalente ou ndo. Cada
estratégia apresenta particularidades que devem ser avaliadas para o melhor
aproveitamento da atividade catalitica da enzima e da aplicacdo a que se destina
(SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016).

A imobilizacdo através da encapsulacdo da enzima € um método relativamente
simples em relac&o a outras metodologias. E baseado na restricdo da enzima em uma

rede polimérica mantendo a passagem de substrato e produtos através do suporte,
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sem a liberacdo do catalisador (GUR; IDIL; AKSOZ, 2017). A Figura 4 ilustra a
interacdo entre a enzima e 0 suporte no caso da imobilizacdo por aprisionamento e
microencapsulagéo.

Figura 4 — Imobilizacdo por aprisionamento e microencapsulacéo.
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Fonte: Autor, 2021

As etapas envolvidas no processo de imobilizac&do por aprisionamento sédo duas,
homogeneizar a enzima em uma solu¢cdo de um monémero, para em seguida
promover a polimerizacdo desse mondmero através de uma reag¢do quimica ou pela
mudanca das condi¢des experimentais (NGUYEN; KIM, 2017). Pelo fato de a enzima
estar limitada fisicamente pelo suporte e ndo pela formacéao de ligacées entre ambos,
a integridade da estrutura proteica €, geralmente, mais bem preservada, contribuindo,
dessa forma, para a maior estabilidade da enzima, principalmente em relacéo a sua
forma solavel. Outra vantagem da imobilizacdo por aprisionamento é a possibilidade
de estabelecer um microambiente com caracteristicas que favorecem a atividade
catalitica. A maior desvantagem da imobilizacdo por aprisionamento esta relacionada
a problemas de transferéncia de massa, ja que a formacao de polimeros no entorno
da enzima pode limitar 0 acesso do substrato ao centro catalitico, assim como, a saida
de produtos de catélise para o meio reacional. Além disso, é possivel que a enzima
migre do suporte caso o didmetro de poro seja grande, causando reducéo da atividade
enzimatica ao longo da operacdo (BRENA; GONZALEZ-POMBO; BATISTA-VIERA,
2013; NGUYEN; KIM, 2017).

O alginato de sédio € um polissacarideo encontrado naturalmente em algas

marinhas que facilmente se aglutina e forma géis na presenca de céations, € um
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composto frequentemente utilizado para imobilizacéo de células e proteinas, devido a
sua simples aplicacéo e baixo custo (GUR; IDIL; AKSOZ, 2017; HECHT; SREBNIK,
2016). Uma vantagem da imobilizacdo de proteases com alginato de sddio,
especialmente sulfridases (proteinas que possuem um grupo tiol em seu centro
catalitico) como a ficina, € a remocéao de ions metéalicos do meio reacional que podem
afetar negativamente a atividade da enzima (TACIAS-PASCACIO et al., 2021).
Rojas-Mercado et al. (2018) imobilizaram ficina por encapsulacdo através da
técnica de eletrofiacdo (eletrospinning), onde uma solucdo de polimero (alcool
polivinilico-PVA) e a solucéo contendo a proteina foram ejetados de uma seringa em
uma regido com alta tenséo, formando nanofibras, que, em seguida, foram expostas
a vapores de glutaraldeido, para formacéo de ligacdes cruzadas entre as moléculas.
O derivado obtido apresentou 92% da atividade inicial do extrato, mantendo cerca de

25% de atividade apos 5 ciclos de reuso com 1h de duracgéo.

3.3.3 Adsorc¢ao

A formacdo de ligacdes entre o suporte e a enzima é outra estratégia para
imobilizar uma proteina. A adsorcdo de enzimas a um suporte € um método simples
e rapido para imobilizar. Com a formacao de um conjunto de intera¢cdes como ligacées
de hidrogénio, forcas de Van der Waals e ligacdes hidrofobicas, as enzimas podem
ser estabilizadas e adsorvidas a um carreador. Essas ligagcdes enzima-suporte séo
fracas (reversiveis) e, geralmente, ndo alteram a estrutura nativa da enzima evitando,
assim, interferéncias no sitio catalitico e consequentemente mantendo a atividade das
enzimas. Entretanto, as ligacbes formadas sdo mais suscetiveis a mudancas
provocadas por condi¢cdes reacionais como, altas temperaturas, alteracdes no pH e
adicdo de determinados substratos (CACICEDO et al., 2019; JESIONOWSKI,
ZDARTA; KRAJEWSKA, 2014; SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016).

Indmeros materiais podem ser utilizados como suportes para imobilizacéo
através da adsorcdo, como materiais organicos ou inorganicos. Carvao ativado,
resinas de troca ibnica, celulose e caolin, sdo alguns exemplos de materiais utilizados
(LIU; CHEN, 2016; SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016). Fadyloglu (2001) relata a
imobilizagdo de ficina em Celite, material derivado de terra diatomacea. O derivado
produzido apresentou maior estabilidade a temperatura quando comparado com a

forma livre da enzima. Este derivado enzimatico foi aplicado na producéo de teleme,
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queijo tradicional da cultura turca. O emprego da enzima imobilizada resultou em um
gueijo com melhores caracteristicas sensoriais e quimicas, em comparacao ao queijo
tradicionalmente produzido com a enzima soluvel.

Baidamshina et al. (2020) imobilizaram ficina por adsor¢do em quitosana, um
polimero derivado de quitina extraida de crustaceos (LARANJEIRA; FAVERE, 2009).
A imobilizacdo garantiu 90% de atividade inicial da ficina livre, com um fator de
estabilizacdo de 4,9 vezes. A enzima tanto na forma imobilizada como livre, reduziu o
tempo necessario para o tratamento topico com antibidticos, em pele de ratos

infectados por Staphylococcus aureus.

3.3.4 Imobilizacdo por ligagéo iGnica

A imobilizacdo por ligacGes idnicas depende, como diz o nome, da interacao
entre a enzima e suportes insolaveis contendo residuos de troca iénica. O principio
da metodologia se assemelha ao principio de interacao entre proteinas e ligantes em
cromatografia. Sao interacées mais fortes do que a ligagéo por adsor¢céo, mas néo
tanto quanto a formacao de ligacdes covalentes. Podem ser afetadas pela forga ibnica
do meio reacional, polaridade e temperatura causando o desligamento da enzima do
suporte (SHELDON, 2007; SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016).

Esse método é simples e reversivel, possibilitando a reutilizagcdo do suporte,
porém apresenta como desafio conciliar o uso de condi¢des nas quais haja o equilibrio
entre um bom namero de interagdes entre a enzima e o suporte e a manutencéo da
atividade catalitica. Ainda, é possivel, no caso de um suporte altamente carregado,
qgue haja a interagdo entre substratos e produtos, causando problemas de difuséo e
entupimento do suporte. Algumas vezes, as ligacdes formadas permitem a exposicéo
do sitio catalitico, aumentando a atividade da enzima (BRENA; GONZALEZ-POMBO;
BATISTA-VIERA, 2013; SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016). A Figura 5 ilustra a interagao

entre a enzima e o suporte no caso da imobilizacao por ligacdes ibnicas.
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Figura 5 - Imobilizacéo por ligacéo idnica, onde por exemplo um suporte é carregado em sua
superficie com cargas positivas interage com as cargas negativas disponiveis na superficie da
enzima.

Enzima

I:I Suporte

Fonte: Autor, 2021

O preparo de suportes com grupos amino disponiveis em sua superficie é uma
estratégia para imobilizacdo de enzimas via interacdo ibnica. Fernandez-Lafuente et
al. (1993) relataram um protocolo para formacdo de grupos amino na superficie de
materiais suportes, permitindo a interacdo ibnica entre os grupamentos carboxilicos
da enzima e grupos amino do suporte.

Desde entéo, diversas enzimas foram imobilizadas utilizando esta metodologia.
Brugnari et al. (2018) imobilizaram lacase, uma oxidoredutase produzida por Pleurotus
ostreatus, em agarose-MANAE para degradacédo de bisfenol A, um contaminante de
aguas residuais que pode interferir no sistema enddécrino, potencialmente afetando o
sistema reprodutivo, neuroldgico e causando efeitos mutagénicos e carcinogénicos. A
enzima imobilizada apresentou 90% da capacidade de degradacdo do contaminante
por até 15 ciclos de reuso de 60 minutos. B-galactosidase foi imobilizada em agarose-
MANAE em diferentes pH (5, 7 € 9), e os derivados obtidos apresentaram entre 75 e
80% de sua atividade inicial. Os autores também avaliaram a estabilidade da enzima
imobilizada apds a exposicdo a diferentes valores de pH e concentracdo de sais,
obtendo resultados de forma ambigua, com a enzima imobilizada apresentando alta
estabilidade a pH 5 e 9, mas a pH 7 a enzima livre foi mais estavel do que a forma

imobilizada. A principal conclusédo dos autores com base no estudo realizado é que a
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metodologia é mais versatil do que o esperado inicialmente (DE ALBUQUERQUE et
al., 2016).

3.3.5 Ligacao covalente

A imobilizacdo por ligacOes covalentes é estabelecida pela interacdo entre as
cadeias laterais de certos aminoacidos, como histidina, lisina, cisteina, arginina e
acido aspartico, com grupos funcionais adicionados aos suportes, como grupos
carboxilicos, aminos, fendlicos e hidroxilicos. A formacao das ligacdes covalentes
garante uma interacdo estavel entre o suporte e a enzima, sendo esta a principal
vantagem do método. Entretanto, é fundamental que as ligacbes envolvidas na
imobilizacdo ndo incluam aminoacidos essenciais na atividade catalitica da enzima.
Além disso, outra desvantagem do método € a impossibilidade de restaurar o suporte;
caso eventualmente ocorra perda da atividade catalitica da enzima imobilizada nao
hé& a possibilidade de se reutilizar o suporte (GUISAN, 2013; SIRISHA; JAIN; JAIN,

2016). A Figura 6 ilustra a formagao de ligagdes covalentes entre a enzima e o suporte.

Figura 6 - Imobilizacéo de enzimas por ligacao covalente. O suporte modificado pela adicdo de
grupos reativos, como por exemplo aldeidos, interagem com a enzima formando ligacdes covalentes.

Enzima

l:l Suporte

— Ligacdo covalente

Fonte: Autor, 2021.

Diferentes estratégias podem ser implementadas para formacdo de grupos
reativos para imobilizacdo, dependendo dos grupos funcionais disponiveis no
material. Geralmente, as reacdes tém como objetivo a formacao de grupos eletrofilicos

para reagir com grupos nucleofilicos na superficie da proteina (GUISAN, 2013).
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Glutaraldeido (Figura 7) € um reagente com caracteristicas heterofuncionais
frequentemente utilizado para imobilizacdo de enzimas, ainda que seu funcionamento
nao seja totalmente compreendido. Normalmente, suportes contendo aminas
primarias, preexistentes ou adicionadas, séo ativados com glutaraldeido permitindo a
formacdo de ligacdes covalentes entre o suporte e 0 grupo amino terminal da enzima,
guando a imobilizacdo é conduzida em pH na faixa de 7 a 8. Nestas condicfes a
ligacdo covalente estabelecida forma um brago espacador longo através de uma
ligagdo pelo grupo amino terminal da enzima. Em condigbes alcalinas em que
grupamentos amino dos residuos de lisina (pKa 10,7) estdo desprotonados, o
glutaraldeido nédo é estavel e, portanto, nessas condi¢cdes ndo ha o favorecimento de
formacdo de ligacbes covalentes multipontuais entre o suporte e a enzima
(RODRIGUES et al., 2021; ZAAK et al., 2017).

Outra tética que pode ser aplicada para imobilizar enzimas com glutaraldeido &
a formacdo de ligagcdes intramoleculares apds a interacdo da enzima com
grupamentos aminos do suporte de forma ibnica. Neste caso, o glutaraldeido interage
simultaneamente com grupos aminos presentes na enzima e no suporte, formando
uma rede no entorno da enzima, o que pode, eventualmente, causar uma distor¢cao
na estrutura terciaria da enzima, mas ao mesmo tempo, a possibilidade de interacao
multipontual € maior, proporcionando maior estabilidade a proteina (RODRIGUES et
al., 2021; TACIAS-PASCACIO et al., 2021; ZAAK et al., 2017).

Figura 7 — Estruturas quimica do glutaraldeido e do glicidol

O O
o OH

H H

Zlutaraldeido Zlicidol

Fonte: Autor, 2021

Com essas estratégias, inUmeras enzimas foram imobilizadas através da
interacdo com glutaraldeido. Incluindo pectina-liases em agarose (DAL MAGRO et al.,
2020); neutrase em alginato (ORTEGA et al., 2008); lipases em nanofibras de 6xido
de grafeno/quitosana/celulose (BADOEI-DALFARD; TAHAMI; KARAMI, 2022); lacase

em quitosana (BILAL et al., 2019); tripsina em particulas de alcool polivinilico
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magnetizadas (SAHIN; OZMEN, 2020); protease de Penaeus vannamei em Oxido de
grafeno (RANJBARI et al., 2019) e ficina que foi estabilizada em agarose por
grupamentos glioxil e em seguida tratada com glutaraldeido para formacdo de
ligacdes intermoleculares (SIAR et al., 2018b). Neste ultimo, a modificacdo causou
reducao na atividade enzimatica, mas forneceu um aumento da estabilidade nos pH 5
e 7 devido a rigidificacdo da estrutura terciaria, pela formacdo de ligacdes
intermoleculares.

O glicidol (Figura 7) é um mondmero heterofuncional altamente reativo que
possui um grupo epoxi e hidroxila (DIMITROV; TSVETANOV, 2012). A ativacdo do
suporte com o reagente produz grupamentos glioxil, pequenos aldeidos alifaticos, que
formam ligagOes fracas denominadas bases de Schiff, com grupos amino néo
ionizados. A energia necessaria para formacao de cada ligacdo é pequena, com isso
ha a garantia que a demanda de energia para causar uma distorcdo na estrutura da
proteina seja maior do que para formar as ligacdes entre a proteina e o suporte. Apos
0 processo de imobilizacdo € necesséaria uma etapa de reducdo com borohidreto de
sédio, esse transforma as bases de Schiff em ligagcdes amino secundarias estaveis,
tornando inerte os grupamentos aldeidos remanescentes no suporte transformando-
os em hidroxilas (MATEO et al., 2006).

Em condi¢Bes alcalinas, os suportes glioxil sdo capazes de estabelecer a
imobilizacdo através da formacdo de mudltiplas ligacbes covalentes nas regides da
superficie da enzima onde existe alta densidade de lisinas. A imobilizacdo através de
multiplas ligacBes oferece fatores de estabilizacdo maiores do que métodos
anteriormente descritos (RODRIGUES et al., 2021). Mais de 50 referéncias séo
apresentadas por Rodrigues et al. (2021) onde se observa o aumento da estabilidade
de enzimas apds a sua imobilizagcdo em suportes ativados com grupos glioxil, o que
evidencia a ampla aplicabilidade e versatilidade desse método.

Bernal et al. (2013a) imobilizaram B—galactosidase por ligacbes covalentes
multipontuais em glioxil Sepharose®, obtendo 82% da atividade inicial da enzima, com
um fator de estabilizacdo de 100 vezes em comparacdo a enzima imobilizada em
Sepharose® ativada com brometo de cianogénio, que envolve a formacédo de uma
ligac@o Unica entre o suporte e a enzima. Os mesmos autores também avaliaram a
imobilizacdo de lipases e f—galactosidase em diferentes suportes com ligacdes glioxil,
agarose e silica, obtendo derivados muito mais estaveis quando a enzima foi

imobilizada em silica (BERNAL et al., 2013b). Bromelina, papaina, ambas cisteino-
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proteases vegetais também foram imobilizadas em agarose ativada com grupamentos
glioxil. Com auxilio do planejamento de experimentos 0s autores conseguiram
produzir derivados mais estaveis que as formas sollveis da enzima (CUTINO-AVILA;
PRADAS; ABREU, 2014).

Ficina imobilizada em glioxil agarose foi avaliada em relacdo a sua capacidade
de coagular leite. Os autores observaram que 0 aumento da carga proteica no suporte
nao resultava em aumento de atividade no derivado produzido. Entretanto, a
capacidade coagulante dos derivados foi proporcional ao aumento de proteina
oferecida ao suporte (SIAR et al., 2020).

Sao muitas as estratégias para imobilizacdo de enzimas, cada método possui
caracteristicas distintas de preparo e de possiveis consequéncias para as enzimas
imobilizadas. A escolha entre eles idealmente deve ser feita com base nas
singularidades das enzimas, em sua aplicacdo, nos substratos a serem empregados

e, por fim, nos produtos a serem obtidos.

3.4 Suportes

Assim como os métodos de imobilizacdo, a escolha do suporte também é
fundamental no processo de imobilizacdo. Os suportes podem ser obtidos de diversas
fontes ou sintetizados juntamente ao processo de imobilizacdo. Em geral avalia-se um
conjunto de caracteristicas para facilitar o sucesso do processo de imobilizacéo.
Idealmente, um material para ser utilizado como suporte deve apresentar a seguintes
caracteristicas (GUISAN, 2013; SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016; WAHAB et al., 2020):

a) Ser inerte; principalmente apos a imobilizacdo, de forma que néo haja inter-
feréncias na reacao a qual sera empregada principalmente em relacdo ao
produto formado;

b) Resistente; incluindo resisténcia térmica, quimica e mecanica, permitindo uso
da enzima em diferentes condi¢cdes operacionais;

c) Ecologicamente favoravel; diminuindo o impacto ambiental do processo;

d) Apresentar hidrofilicidade;

e) Ser de facil derivatizacao;

f) Resistente a ataques microbianos;

g) Ampla disponibilidade e baixo custo.
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Evidentemente, um material que contempla todas as caracteristicas citadas €
hipotético. Entretanto, alguns materiais sdo amplamente utilizados por apresentar uma
maior fragdo dos atributos.

Os materiais usados como suportes podem ser categorizados entre organicos e
inorganicos de acordo com a composi¢cao do material. Alguns exemplos de materiais
inorganicos que podem ser utilizados como suportes sdo zeolitas, ceramicas, silicas,
vidro e carbono ativado. Estes materiais podem ser ativados através de modificacdes
quimicas para formacédo de ligacdes, mas a grande maioria restringe a enzima pela
adsorcao em poros do material (DATTA; CHRISTENA; RAJARAM, 2013).

Ja os materiais organicos podem ser polimeros sintéticos e materiais renovaveis
(biopolimeros). O alginato € um polissacarideo obtido a partir de parede celular de
algas, que permite a imobilizacéo através de reacdes simples, restringindo a enzima
através da técnica de encapsulacdo. Formado pelos monémeros (3-D-manuronila e a-
L-guluronila ligados por ligacdes glicosidicas. Acredita-se que entre 0s monémeros, 0
a-L-guluronila seja responsavel pela formacdo de hidrogéis quando interage com
cations divalentes como Ca*2. E um material de baixo custo, biocompativel, com baixa
toxicidade, o que indica a sua relevancia como suporte (WAHAB et al., 2020).

A agarose, também um polissacarideo obtido de algas marinhas, € um material
frequentemente utilizado como padrdao de imobilizacdo, sendo constituido de
repeticbes de D-galactose e 3,6-anidro-L-galactopiranose, como representado na
Figura 8. As hidroxilas livres nos mondémeros sao obtidas a partir do processo de
desesterificacdo, necessario para a maior parte das aplicacbes tecnolégicas da
agarose (ZUCCA; FERNANDEZ-LAFUENTE; SANJUST, 2016).
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Figura 8 — Estrutura quimica da agarose.
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Fonte: ZUCCA; FERNANDEZ-LAFUENTE; SANJUST, 2016.

A agarose apresenta dentre as caracteristicas listadas e que sdo esperadas de
um suporte ideal a alta porosidade, resisténcia mecénica, quimica e fisica, é inerte e
altamente hidrofilico. Além destas propriedades, a presenca de hidroxilas permite que
o material seja modificado quimicamente através de diversos métodos quimicos e
assim, ser usado como suporte de imobilizacdo para uma vasta gama de enzimas
(ZUCCA; FERNANDEZ-LAFUENTE; SANJUST, 2016) A ficina ja foi relatada por ser
imobilizada em agarose em varios trabalhos (MORELLON-STERLING et al., 2021,
SIAR et al., 2019, 2020, 2018a, 2018b, 2017).

Agora, considerando a demanda por novas tecnologias sustentaveis e a
possibilidade de expandir a aplicagdo de enzimas, o uso de materiais alternativos
como suporte de imobilizacdo € uma solucdo. Residuos agroindustriais vém sendo
explorados cada vez mais com o decorrer dos anos, como fonte energética na
producdo de combustiveis de segunda geracdo (DE CORATO et al., 2018), substrato
para producdo de enzimas (AITA et al.,, 2019; KHANAHMADI et al., 2018) ou
combustiveis avancados (PELLERA; GIDARAKOS, 2018; SARAVANAN et al., 2021).
Além dessas vertentes, materiais lignocelulésicos vem sendo explorados como
matérias para suporte de imobilizacdo de enzimas (GIRELLI; ASTOLFI; SCUTO,
2020). Fibra de coco, casca de arroz, casca de soja, casca de milho sdo exemplos de

materiais alternativos que foram utilizados para imobilizacado de enzimas (CORICI et
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al., 2016; GIRELLI; ASTOLFI; SCUTO, 2020; NURALIYAH; WIJANARKO;
HERMANSYAH, 2018; SAMANTA et al., 2009).

Sabugo de milho representa cerca de 18% da producgéo de milho (SILVA, 2018),
gue no Brasil foi estimada para 2020/21 em 81,9 milhdes de toneladas (FORBES,
2021). Atualmente, o sabugo é destinado para a producdo de racdo animal e para
producdo de fertilizantes organicos. Possui uma composicdo média em massa de
31,7% de celulose, 34,7% de hemicelulose, 20,3% de lignina e 2,3% de cinzas
(AGUIAR, 2010). As fibras lignoceluldsicas ja possuem hidroxilas reativas presentes
na sua superficie, entretanto com tratamentos quimicos e térmicos, pode-se aumentar
a area superficial interna devido a solubilizacdo ou degradacdo parcial da
hemicelulose e da lignina, abrindo a estrutura da celulose como ilustrado na Figura 9
(MOOQD et al., 2013).

Figura 9 - Pré tratamento de materiais lignoceluldsicos.

Celulose

Hemicelulose

Fonte: MOOD et al., 2013.

Com o pré-tratamento o pé sabugo de milho sofre modificacdes quimicas que
garantem ao material caracteristicas e propriedades desejadas para utilizagdo como
material suporte em imobilizacdo, como alta porosidade, area de superficie especifica,
e disponibilidade de grupos reativos (BASSAN et al., 2016). O conjunto de atributos e
qualidades obtidos pelo pré-tratamento do material associada a alta disponibilidade,
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faz com que o p6 de sabugo de milho seja uma opcéo viavel e vantajosa para ser

utilizada como suporte alternativo para imobilizacdo de enzimas.

3.5 Fontes proteicas

3.5.1 Grao de bhico

Grao de bico (Cicer arietinum) € uma das leguminosas mais consumidas no
mundo. Com produc&o concentrada na india, cerca de 9,9 milhdes de toneladas foram
produzidas em 2019 (FAO, 2021). No Brasil a producédo € baixa, sendo necessario
importar anualmente 8 mil toneladas da Argentina e México (DUTRA, 2021). Com o
aumento de pessoas vegetarianas, veganas e reducao do consumo de carne em geral
a procura por proteinas alternativas vem crescendo e com isso ha uma expectativa de
gue o aumento do consumo de grao de bico também ocorra.

Contendo entre 17-22% de proteina (GHRIBI et al., 2015a), distribuidas
principalmente entre albuminas, globulinas, prolaminas e proteinas soltveis em sal.
E relatado que as proteinas de grdo de bico apresentam altos valores de
biodisponibilidade, contendo 8 aminoacidos essenciais dos 18 presentes, menor
alergenicidade comparada a soja (BOUKID, 2021; ZIA-UL-HAQ et al., 2007).

Diversas atividades bioldgicas ja sdo associadas a hidrolisados produzidos de
grdo de bico, incluindo atividade antioxidante, antifingica, antigénica, quelante de
metais e inibicdo de enzima conversora da angiotensina | (ECA), (GHRIBI et al.,
2015a, 2015b; YUST et al., 2003).

Peptideos produzidos pela hidrélise com pepsina e pancreatina apresentaram
atividade quelante de cobre associada a presenca de histidina na sequéncia obtida
(TORRES-FUENTES; ALAIZ; VIOQUE, 2011). A identificacdo de uma nova sequéncia
peptidica (NF2-4-1) com atividade antioxidante foi obtida a partir da purificagdo de
hidrolisados produzidos por neutrase. Os resultados mostram um potencial no
desenvolvimento de alimentos nutracéuticos (WALI et al., 2021). Hidrolisados de gréo
de bico produzidos por pepsina e pancreatina apresentaram capacidade de inibir o
crescimento de células Caco-2 até 45%, indicando condi¢des de inibir crescimento de
tumores em células do colon (GIRON-CALLE; ALAIZ; VIOQUE, 2010).

Real Hernandez e Gonzalez de Mejia, (2019) avaliaram teoricamente a

capacidade da ficina em produzir peptideos bioativos a partir da hidrélise de gréo de
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bico. Pela especificidade da enzima em favorecer a hidrolise em aminoacidos
hidrofébicos e arginina os autores determinaram trés sequéncias de peptideos
tedricas que apresentam atividade bioldgica, FL, KLSAEFGS e FLKLSAEFGS. As
sequéncias potencialmente apresentam diversas bioatividades incluindo atividade
antioxidante; promover a inibicdo de ECA; inibir dipeptidil peptidase IV (DPP V),
relacionado ao tratamento de diabetes mellitus. Os autores também relatam néo haver
estudos avaliando experimentalmente o uso da ficina na hidrélise de proteinas de grao
de bico.

Além de producao de peptideos com bioatividade, a hidrélise de proteinas pode
ser uma estratégia para producao de aditivos proteicos que permitem a melhora das
propriedades funcionais na formulagdo de alimentos. Aumento de solubilidade,
capacidade de absorcdo de 6leo, capacidade de formacao de espuma e capacidade
de emulsificacdo séo algumas das propriedades que podem ser modificadas pela
hidrolise de proteinas (GHRIBI et al., 2015a; YUST et al., 2010). Proteinas de grao de
bico hidrolisadas com alcalase imobilizada em agarose-glioxil apresentaram melhora
na solubilidade quando comparada a suas formas nativas (YUST et al., 2010).

Os estudos realizados com proteinas de grdo de bico indicam um que a
leguminosa € uma fonte de potenciais peptideos bioativos que podem ser aplicados
no desenvolvimento de alimentos funcionais, e que a sele¢do apropriada da enzima

envolvida no processo pode garantir uma producao estavel (BOUKID, 2021).

3.5.2 Ora-pro-nobis

A espécie Pereskia aculeata Miller, conhecida popularmente no Brasil como ora-
pro-nébis pertence a familia Cacataceae e € considerada uma PANC, planta
comestivel ndo-convencional (GARCIA et al., 2019).

Suas folhas verdes séo relatadas serem consumidas por populacdes em areas
subdesenvolvidas (DAYRELL; VIEIRA, 1977; TAKEITI et al., 2009), mas atualmente,
pelo aumento dos estudos e pela divulgacdo atraves de diversos canais de
comunicacdes a ora-pro-ndbis comeca a ser mais reconhecida (NESTLE, 2019;
VASCONCELLOS, 2020).

As folhas de ora-pro-ndbis possuem alta concentracdo proteica (26% m/m)
superando fontes vegetais de proteinas tradicionais como feijao, couve e milho
(GARCIA et al., 2019; SOUZA et al., 2016). A composicdo de proteinas apresenta
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aminoacidos essenciais e ndo-essenciais, com destaque na alta concentracdo de
lisina encontrada normalmente em proteinas animais (MARTIN et al., 2017).

Garcia et al. (2019) determinaram o perfil fitoquimico de ora-pro-nobis,
identificando dez compostos fendlicos, dois acidos e oito flavonoides, que
apresentaram maior atividade antioxidante do que o padréo Trolox, composto utilizado
em metodologias para determinacao de atividade antioxidante. Os autores também
detectaram nos extratos da folha em atividade antimicrobiana, contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas.

Silva et al. (2017) avaliaram a citotoxidade de extratos etanodlicos de ora-pro-
nobis em sementes de alface, e toxidade aguda em ratos pela administracdo dos
extratos etanolicos secos. Os efeitos detectados em ambas avaliacdes foram
negligenciaveis e juntamente a outras pesquisas validam o potencial da planta ser

utilizada como alimento funcional e como uma fonte sustentavel de nutracéuticos.

3.5.3 Clara de ovo

Clara de ovo representa cerca de 60% de um ovo, sendo o restante dividido entre
a casca (9-12%) e a gema (30-33%). Da clara, 11% corresponde a proteinas,
consistindo principalmente de ovoalbumina (54%), ovotransferrina, ovomucoide,
lisozima e ovomucina (ABEYRATHNE; LEE; AHN, 2013; STRIXNER; KULOZIK,
2011).

Cada uma das proteinas apresenta propriedades funcionais distintas.
Ovoalbumina, 44,5 kDa, com 386 aminoacidos, possui ponto isoelétrico em 4,5. Como
uma proteina globular, a ovoalbumina pode ser modificada através de diferentes
métodos incluindo aquecimento, alta pressao, hidrélise enzimética e agitacdo (ABD
EL-SALAM; EL-SHIBINY, 2016; ABEYRATHNE; LEE; AHN, 2013). Em condicdes de
desnaturacdo podem ocorrer interagdes entre regides hidrofobicas e formacgéo de
pontes dissulfeto levando a agregacdo da ovoalbumina. (ABD EL-SALAM; EL-
SHIBINY, 2016).

A maior parte das proteinas do ovo € bioativa (LIAO et al., 2018). Entretanto, a
hidrélise enzimética é a estratégia mais utilizada para producéo de peptideos bioativos
a partir de proteinas de ovos. Liao et al. (2018) relataram diversos trabalhos que
realizaram a hidrolise de proteinas de ovo com enzimas gastrointestinais, como

tripsina e pepsina, para producdo de peptideos bioativos, como inibidores de ECA.
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Entretanto essas enzimas apresentam dificuldade em hidrolisar outras proteinas do
ovo, como ovotransferina, ovomucina e ovoalbumina. Pela capacidade de atuar de
maneira mais ampla na quebra de ligacdes peptidicas, enzimas de origem vegetal ou
microbiana, podem ser melhor aplicadas na producdo de peptideos bioativos
derivados de ovos.

Ja é relatada atividade biologica em ovoalbumina, incluindo anticancerigena,
anti-hipertensivo, antimicrobiana, antioxidante e como imunomodulador (SHARIF;
SALEEM; JAVED, 2018). A disponibilidade comercial de produtos como clara de ovo
em poé e o historico de referéncias que confirmam a atividade biolégica em proteinas
do ovo, corroboram o emprego da ficina para hidrélise das proteinas da clara de ovo

para producéo de peptideos bioativos.
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4  MATERIAL E METODOS
4.1 Obtencéo e preparo do extrato enzimatico com atividade de ficina

O extrato enzimético com atividade de ficina foi obtido através de coleta manual,
na cidade de Araraquara, SP, Brasil. O latex foi coletado a partir da recuperacgéo das
gotas de latex liberadas no pedunculo da figueira apds a colheita do figo imaturo. O
extrato resultante foi centrifugado a 3200 g por 15 min a 4°C. A fracdo insolavel foi
descartada e a fracao soluvel foi utilizada como extrato enzimatico com atividade de

ficina.

4.2 Atividade enzimatica

A atividade enzimética da ficina foi avaliada usando dois substratos, caseina e
BAPNA (Na-Benzoyl-L-arginine 4-nitroanilide hydrochloride). Para o ensaio
enzimatico utilizando a caseina foi realizada a adicdo de uma aliquota (10-50uL) do
extrato enzimatico a 1 mL de solucdo de substrato (caseina 1% m/v; pH 9; tampéo
bicarbonato 100 mmol L?; cisteina 5 mmol L* e EDTA 5 mmol L1). A mistura foi
incubada por 20 min a 55°C. Em seguida a reacao foi interrompida com adicao de 1
mL de &cido tricloroacético (TCA) 10% para entdo ser deixada em repouso por 10 min
a temperatura ambiente seguido de centrifugacdo a 8161 g por 30 min. O
sobrenadante foi analisado em espectrofotémetro (Ultrospec 3100-pro, Amersham
Biosciences) a 280 nm. Uma unidade enzimética foi definida como a quantidade de
enzima que promove o aumento de 0,001 min- de absorbancia dentro das condi¢des
do ensaio (SIAR et al., 2017). Para o substrato sintético foi utilizada uma solucdo
0,1 mmol Lt de BAPNA solubilizado em 1mL de dimetilsulféxido e diluido para 100 mL
em tampéao fosfato de sédio 0,1 mol L1, pH 7, contendo 5 mmol L* de EDTA. A
formacao de produto foi medida pela leitura da absorbancia em espectrofotbmetro a
405 nm. Para esse substrato a unidade enzimatica foi definida como a quantidade de

p-nitroanilina formada por 1 mg de proteina por minuto (SIAR et al., 2017).

4.3 Determinagcdo de concentracado proteica

A concentragdo de proteinas totais foi determinada pelo método de Bradford
utilizando soroalbumina bovina como padrdo (BRADFORD, 1976). Para efeito de
calculo foi construida uma curva analitica, de 0-17,5 ug/mL, y = 0,026x + 0,0748, r2 =
0,9959.
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4.4 Eletroforese

Para analise do perfil proteico do extrato enzimatico com atividade de ficina foi
realizada eletroforese desnaturante com gel de poliacrilamida a 10%, (15 mA, 3 h) de
acordo com Laemmli (1970). Para o método foram aplicados padrdes de massa mo-
lecular do kit GE Lifesciences®, composto por fosforilase B (97 kDa), BSA (66 kDa),
ovoalbumina (45 kDa), anidrase carboénica (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e

a-lactoalbumina (14,4 kDa).

4.5 Concentracdo das proteinas presentes no latex

Foram avaliados trés diferentes métodos de concentracédo do extrato enzimatico.
O primeiro foi a precipitagdo com acetona a frio (2h a -10°C) na proporgao 1:3 (v/v)
extrato:acetona, seguida de centrifugacao (20 min, 7552 g a 4°C), sendo o precipitado
suspendido com agua ultrapura, em um volume 10 vezes menor que o volume inicial.
O segundo método foi a precipitacdo com sulfato de ambnio, que foi realizada pela
adicdo do sal até 60% (m/v) sob agitacdo suave em uma aliquota de ficina. Em
seguida a mistura foi mantida em repouso por 1h antes de ser centrifugada (20 min,
7552 g a 4°C). O precipitado foi ressuspendido com agua ultrapura e dialisado por 8h
a 4°C. Foram dosadas atividade enzimatica e concentracao proteica em ambas as
fracBes. Por fim, o terceiro método avaliado foi a liofilizagdo do extrato enzimatico em

liofilizador (ModulyoD, Thermo).

4.6 Caracterizacao cinética da enzima livre e dos derivados enziméaticos
4.6.1 pH
Para determinacdo do pH de melhor atividade foram dosadas atividades
enzimaticas 4.2) do extrato em sistemas tamponantes com diferentes valores de pH
utilizando o tampéao Mcllvaine para pH de 5 a 8 e tampéo carbonato-bicarbonato para
pH 9 e 10.

4.6.2 Temperatura
Foram dosadas atividades enzimaticas 4.2) do extrato em condi¢des de pH de
maxima atividade estabelecida de acordo com o item 4.6.1, com temperaturas

variando entre 25 e 75°C.
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4.6.3 Estabilidade térmica e ao pH da enzima livre e derivados enzimaticos

Foi avaliada a manutencédo da atividade enzimatica (estabilidade) do extrato de
ficina e dos derivados enzimaticos, quando expostos a diferentes condicbes de
temperatura (45, 55 e 65°C) por diferentes periodos (1, 2, 4, 8, 12, 24 e 48h).

A mesma avaliacéo foi realizada com variacdo do pH do meio em que a enzima
esteve incubada (pH 5, 7, e 9). O extrato e os derivados foram mantidos a 4°C e
amostras de biocatalisador foram retiradas ao longo do periodo de incubagéo, nos
intervalos descritos acima, para dosagem de atividade enzimatica como descrito no
item 4.2,

4.7 Tratamento do p6 de sabugo de milho

O p6 de sabugo de milho (SM), fornecido por SAGRAN, Industria e Comércio de
Ingredientes Para Rac¢des Ltda, (Salto Grande, SP, Brasil), foi autoclavado (120°C/20
min) em solucdo de etanol 70% (1:10 m/v) e filtrado a vacuo. Em seguida foi
hidrolisado com solucdo de hidréxido de s6dio 2 mol Lt (1:40 m/v) por 24h a
temperatura ambiente. O SM tratado foi filtrado e lavado com agua em abundancia
até a neutralizacdo do pH da solucéo de filtragdo. O pd de sabugo tratado foi mantido
em solucéo de etanol (20%) até sua ativacdo (BASSAN et al., 2016).

4.8 Ativacao dos suportes

Os suportes de imobilizacdo foram agarose 6BCL e pd de sabugo de milho
tratado.

SM-Glioxil/Aga-Glioxil: Para cada 20 g de suporte, em constante agitacao e
submetido a banho de gelo, foram adicionados 6 mL de agua deionizada, 9,52 mL de
NaOH (1,7 mol L), 0,2714 g de borohidreto de sédio, e 6,86 mL de glicidol (2,3-epoxi-
1-propanol). A mistura foi mantida sob agitacdo suave e banho de gelo nas primeiras
2 h e apds a temperatura ambiente por 18 h, também sob agitacdo. Depois desse
periodo, os suportes foram filtrados a vacuo e lavados, para em seguida serem
oxidados com a adi¢édo de periodato de sédio 0,1 mol L%, sob agitagdo suave por
90 min. Finalmente, os suportes foram novamente filtrados a vacuo e lavados com
agua deionizada em abundancia. Os suportes glioxil foram devidamente armazenados
em refrigeracdo até o momento de se proceder a imobilizacdo da ficina (GUISAN et
al., 1997).
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SM-Amino/Aga-Amino: Para cada 35 g de suporte SM-Glioxil e Aga-Glioxil
foram adicionados 200 mL de solucédo de etilenodiamina (EDA), 2 mol L, pH 10, e as
suspensdes foram mantidas sob agitacédo por 2 h. Em seguida foram adicionados 2 g
de borohidreto de sédio e agitagdo por mais 2 h, para em seguida serem filtrados a
vacuo e lavados com agua deionizada (FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1993).

SM-Gluta/Aga-Gluta: Para cada 10 g de suporte SM-Amino e Aga-Amino foram
adicionados 11,1 mL de tampé&o fosfato (0,2 mol L, pH 7) e 16,75 mL de solucéo de
glutaraldeido 25 %. A mistura foi mantida sob agitacdo por 14 h a temperatura
ambiente. Em seguida, os suportes foram filtrados a vacuo e lavados com tampéao
fosfato pH 7, 25 mmol L' em abundancia. Os suportes ativados com glutaraldeido
foram usados para imobilizacdo da ficina no mesmo dia do seu preparo (GUISAN,
2013).

A Figura 10 ilustra os grupos adicionados as hidroxilas apds cada etapa de

ativacdo quimica nos suportes utilizados.

Figura 10 - Sequéncia de reac¢des para obtencdo dos suportes glioxil, amino e glutaraldeido

OH OH OH
NaOH
OH
0: / NaBH,
NaIO:
v
i
o—CHZ—%—H O-CH,-C=N-CH,-CH,-NH, 0-CH,—C=N—-CH,—CH,—NH=CH-CH;,-CH,-CH,-COH
I Etilenodiamina ;
O—CH—C—H — = =+ 0-CH,~C=N-CH,-CH,—NH; Cg:j"ac'afes;; O—CH,—C=N—CH,— CH,— NH = CH—CH, - CH,- CH,- COH
o 2N = LMy = 2 Bt B
O—CHE—(I',!.—H 0-CH,—C=N-CH,-CH,-NH, 0-CH,—C=N-CH,—CH,—NH=CH—-CH,-CH,- CH,- COH
Suporte glioxil Suporte amino Suporte glutaraldeido

Fonte: Autor, 2021.

4.9 Imobilizagdo do extrato com atividade de ficina.

A imobilizacdo da ficina nos suportes SM-Glioxil e Aga-glioxil foi realizada pelo
contato dos suportes com uma solucéo enzimatica (1 mg mL) preparada em tampéao
bicarbonato de s6dio 0,1 mol L, pH 10,0, em uma proporcao de 1:10 (m/v) de suporte
e solucéo enzimatica. Apés a imobilizacéo, aos derivados (enzima ligada ao suporte)
foram acrescentados borohidreto de sédio (1 mg mL* de suspenséo) e mantidos em
agitacdo suave por 30 min para reducdo dos grupos glioxil remanescentes (GUISAN
et al., 1997).

No caso dos suportes SM-Amino e Aga-Amino a imobilizacao foi realizada nas

mesmas condi¢cbes descritas anteriormente, mas com a enzima diluida em tampé&o
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fosfato de sédio 50 mmol L1, pH 7. Quanto aos suportes SM-Gluta e Aga-Gluta, para
obtencéo da solucdo de imobilizacéo, a enzima foi diluida em tampéao fosfato de sodio
0,1 mol L%, pH 7.

Em todas as imobilizagdes uma aliquota de 1 mL da solugcdo enzimatica diluida
nos respectivos tampdes de cada imobilizacéo, foi usada para monitoramento da ati-
vidade enzimatica (controle) para comparacdo da atividade enziméatica presente no
sobrenadante da suspenséo de imobilizacdo, ou seja, o processo de imobilizagao foi
acompanhado em intervalos de tempos determinados.

Todas as imobilizacBes foram realizadas em temperatura ambiente, e os deriva-
dos, apos seus preparos, foram lavados, filtrados a vacuo e estocados sob refrigera-

cao.

4.10 Avaliacdo da imobilizacéo

Para avaliar o processo de imobilizacdo foram considerados os seguintes para-
metros: rendimento de imobilizag&o, atividade recuperada e eficiéncia de imobilizacéo,
calculados de acordo com as equacdes 1, 2 e 3:

~ X-p
Rendimento de imobilizagio (%) = x100 (1)
Y
Atividade Recuperada (%) = }x100 2)
Y
Eficiéncia de imobilizagao (%) = X—p x100 3)

Onde:

X: Unidades enzimaticas da enzima livre no controle dosada no tempo final de
imobilizacao (Utotal)

Y: Unidades enziméaticas do derivado apods a imobilizacao (Utotar)

B: Unidades enzimaticas do sobrenadante ao final da imobilizacdo (Utotal)

4.11 Reuso

Os derivados obtidos foram utilizados em ciclos sucessivos de catélise tendo
caseina como substrato. Uma amostra (SM-Glioxil-F, 22mg; SM-Gluta-F, 15mg; SM-
Amino-F, 25mg; Aga-Glioxil-F, 20mg; Aga-Gluta-F, 20mg; Aga-Amino-F, 25mg) de
cada um dos derivados foi usada para hidrolisar 1 mL de caseina (1%), por 20 min, a

55°C. Apo6s o tempo decorrido, a suspensao foi filtrada para separacdo do derivado



46

do produto de hidrdlise. Ao produto de hidrolise foi adicionado 1 mL de TCA (10%) e
mantido em repouso por 1h, a temperatura ambiente. ApOs esse tempo o produto de
hidrélise foi centrifugado (8161 g por 30 min), a absorbancia do sobrenadante foi
mensurada em espectrofotdmetro a 280 nm. O derivado retido na filtragem foi lavado

com agua ultrapura, e o procedimento de hidrolise foi repetido

4.12 Preparo dos substratos proteicos

Para preparo do extrato de gréo de bico, os gréos (Siamar, Rocha e Rocha
Alimentos Ltda) foram deixados imersos em tampéao carbonato-bicarbonato (pH 9,0;
0,1M) por 14h a temperatura ambiente na proporcao 1:10 (m/v). Em seguida, os graos
foram triturados por 1 min com auxilio de liquidificador, (Philips Walita, 500W). A
mistura foi filtrada em gaze para remocéo das particulas maiores e o filtrado resultante
foi centrifugado por 20 min, 7552 g a 4°C).

O extrato de folhas de ora-pré-nobis foi preparado através da liquidificacdo das
folhas em tampéao carbonato-bicarbonato (pH 9,0; 0,1 mol L) na proporgédo 1:5 (m/v).
O extrato obtido foi centrifugado (20 min, 7552 g a 4°C).

Clara de ovo desidratada (Dim Alimentos Eireli — Epp) foi dissolvida em tampé&o
carbonato-bicarbonato (pH 9,0; 0,1 mol L1).

Todos substratos proteicos foram preparados no maximo 24h antes da hidrélise
e estocados a 4°C.

Foram dosadas concentra¢cdes de proteinas de todos os extratos, de acordo com

o item 4.3.

4.13 Hidrolise em reator mistura operada em batelada

Para as hidrélises os extratos proteicos (substratos) foram padronizados pela
diluicdo necessaria até atingir a concentracédo de 1 mg mL* de proteina, com tampé&o
carbonato-bicarbonato, pH 9, 0,1M. Para cada 10 mL de substrato proteico submetido
a hidrolise, foi adicionada ficina nas seguintes proporcdes e condi¢des: 0,4 mL de
extrato da enzima livre; ou 0,51 g de SM-Gluta-F ou 1g de SM-Glioxil-F,
separadamente. Essas diferengas entre volume enzima livre e massas de derivado
foram para oferecer as mesmas unidades enzimaticas para cada ensaio de hidrolise.
Dessa forma foram utilizados 1,84U ao total para cada hidrdlise. Os ensaios foram
realizados a 45°C com agitagdo constante (120 rpm). Foram retiradas aliquotas das

amostras durante intervalos definidos de tempo, as quais foram submetidas a fervura
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por 2 min para inativacéo da ficina e para padronizacéo nas hidrdlises realizadas com

derivado.

4.14 Caracterizagdo dos hidrolisados

4.14.1 Atividade antioxidante pelo método do radical ABTS (2,2’-azino-bis (3-etil-
benzotiazolin) 6-acido sulfénico)

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada através do método do
radical ABTS que esta baseado na captura do cation radical ABTS+ (acido [2,2’-
azinobis  (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)]) por  antioxidantes, produzindo
descoloracdo da cor verde-escura para verde-clara proporcional a concentracao de
espécies antioxidantes, acompanhada do decréscimo da absorbancia (RUFINO et al.,
2007)).

Para o ensaio foi preparada uma solucao de ABTS (7mM) 16h antes do seu uso,
com a adicao de 88 uL de solucdo de persulfato de potassio (140 mM). A solucao
oxidada de ABTS foi diluida com etanol até a obtencéo de absorbancia proxima a 0,7
(A=734 nm). A reacgao foi realizada com a adigdo de 15 uL de amostra e 1,5 mL de
solucdo de ABTS, por 6 min. A atividade antioxidante foi calculada a partir da redugéo
do radical ABTS°* e expressa em Equivalentes de Trolox (uM) por mg ou mL de
amostra de hidrolisados. Para efeito de célculo foi construida uma curva analitica
utilizando como padrdo antioxidante o Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-cromano-2-
carboxilico (Trolox) com concentra¢gdes de 0 a 2000uM, de acordo com a Equacéo 4.

Y=—ax+b (4)

Onde:

Y: absorbancia da amostra;

A: coeficiente angular da curva analitica de trolox;

B: coeficiente linear da curva analitica de trolox.

4.14.2 Atividade quelante de ions de ferro

A determinacao da atividade quelante de ferro foi realizada de acordo com Kim
et al. (2007) com adaptacdes. A andlise foi realizada pela adi¢cdo de 200 uL de amostra

dos hidrolisados proteicos apropriadamente diluidos a 800 pL de agua ultrapura e 20
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uL de FeClz2 (2 mM em agua). Apds 10 min de incubacéo, houve a adi¢do de 40 uL de
FerroZine (5 mM em agua). A absorbancia foi medida a 562 nm. A atividade quelante
foi calculada com base na absorbancia dos controles (200 pL de agua ultrapura), sem
atividade quelante, de acordo com a Equacao 5. O branco utilizado apresentava 200

uL de solucao de EDTA 2% no lugar da amostra.
Ao — A4
Ag

QF (%) = x100 (5)

Onde: Ao: absorbancia do controle; Ai1: absorbancia da amostra.
4.15 Hidrdlise em reator de leito fixo operando em modo continuo

Para hidrélise em reator de leito empacotado foi utilizado um reator encamisado
(diametro de 2 cm; altura do leito 6,2 cm) no qual o extrato de gréo de bico (1 mg mL"
1) foi bombeado através de uma bomba peristaltica a uma vazédo de 0,257 mL min™.
Acoplado ao reator, um banho termostatico manteve a reacéo a 45°C, que foi mantida
em operacao por 10h. Foram coletadas aliquotas em intervalos de tempo regulares.
Foram usados 7 g do derivado SM-Glioxil-F (1,32 U g), com 82,06% umidade e
0,1670 g cm™ de densidade cristalina, determinados experimentalmente de acordo
com os itens 4.15.1 e 4.15.2, respectivamente. O substrato, grdo de bico, foi

produzido de acordo com o item 4.12, com concentragdo ajustada para 1 mg mL™.
4.15.1 Determinacéo de umidade do suporte pé de sabugo de milho

A determinacdo de umidade foi feita por método gravimétrico, onde amostras
(0,59) de p6 de sabugo de milho ativadas com grupos glioxil foram pesadas e
submetidas a secagem a 105°C em estufa (Fanem, 315 SE) até peso constante. A

umidade foi determinada pela Equacéo 6.

sistema — Muvidraria

U@%) =1-2

x100 6
Mgy ) (6)

Onde: msistema: massa da amostra e vidraria ap0s secagem (Q); Mvidraria; Massa vidraria

(9); mswmi: massa inicial da amostra de SM-Glioxil (g).
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4.15.2 Determinacéo da densidade cristalina do suporte p6 de sabugo milho

A determinacéo da densidade cristalina foi realizada por gravimetria. A um baldo
volumétrico de 1 mL, previamente pesado, foi adicionado agua pura até cerca de
metade do baldo e uma amostra de massa conhecida de p6 de sabugo de milho. O ar
disponivel no balédo foi removido com bomba a vacuo. Em seguida agua foi adicionada
até ajuste do menisco. Foi considerada a densidade da agua de acordo com a
temperatura da agua durante a realizagdo do experimento e a umidade determinada
de acordo com o item 4.15.1.

O calculo de densidade foi realizado de acordo com a Equacéao 7.

do = Mgy — MU _ Mgy — MU
sm - m: 7
vol agua (7)
sm vOlsistema - d'gua
a

Onde: msm: massa suporte (g); U: umidade (%); vOlsistema: VOlume &gua + volume

suporte (mL); dagua: densidade agua (g mL™?); magua: massa agua (g).
4.15.3 Caracterizacdo hidrodinamica - curva de tracador

Para realizacdo de curva de tracador foi utilizado o corante vermelho de fenol
(0,6 g L'1). Uma curva analitica do corante foi construida a partir da diluicdo seriada
do corante e a leitura da absorbéancia em espectrofotbmetro a 431 nm (y = 52,773X; r2
=0,9991).

A determinacado do tempo de residéncia tedrico ou espacial (t) foi feita pela razéo
entre o volume util do leito e a vazao utilizada. Para estabelecimento do tempo médio
(tm) de residéncia experimental foi determinada a distribuicdo do tempo de residéncia
a partir da quantificacdo do corante vermelho de fenol na saida do reator, apds uma
perturbacdo do tipo pulso. A funcédo de distribuicdo de tempo de residéncia E(t) foi
definida pela Equacéo 8:

C(

E(t) = m (8)

Onde C(t) refere-se a concentracdo do marcador no tempo t. A partir da

plotagem do grafico C(t)xt, foi feita a determinacdo do tempo médio para uma vazao
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constante de acordo com a Equacéo 9 (AGUIAR; ROCHESTER; GONCALVES, 2019;
FOGLER, 2002).

X tiCiAL;

ty, = fo t.E(t).dt = S AL 9)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo do extrato enziméatico com atividade de ficina (enzima livre)

Os extratos de ficina foram obtidos pela centrifugacéo do latex de figo. Nesse
extrato foram dosadas a concentracdo de proteina (45,97 +2,80mgmL?) e a
atividade enzimética especifica utilizando dois substratos diferentes, caseina e Na-
Benzoil-DL-arginina p-nitroanilida (BAPNA), sendo estimadas em 84,69 +1,21 e
0,202 + 0,01 U mg™, respectivamente.

A determinacdo dos parametros funcionais de uma enzima é fundamental ao
inicio de seu estudo, ainda mais quando se trata de um extrato vegetal que é
suscetivel a variagdo de atividade catalitica devido a diversos fatores como estacéo
do ano, periodo do dia em que a coleta do latex foi realizada, idade da arvore e estagio
de maturacao dos frutos (MORELLON-STERLING et al., 2020).

A Figura 11 mostra a variacdo da atividade do extrato enzimatico quando
exposto a diferentes valores de pH utilizando ambos os substratos, caseina e BAPNA,

separadamente como substratos.

Figura 11 - Atividade relativa da ficina usando os substratos caseina e BAPNA em fung&o do

pH.
120
—_ T
E’\0/100 ® . 2
g g0 i . ®
kS 1 e
2 60 ¢
3
& 40
g ¢
Z 20
®
0
4 6 8 10 12
pH

® BAPNA e Caseina

Fonte: Autor (2019)

Os resultados obtidos estdo em concordancia com o que € apresentado no
banco de dados BRENDA - The Comprehensive Enzyme Information System. De

acordo com as referéncias que alimentam o banco de dados ha uma variacao de pH
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de maxima atividade em funcéo do substrato utilizado, com uma faixa de operacéo de
6 a 9. O pH do meio reacional influencia nas cargas liquidas das proteinas, causando
repulsdo eletrostética, agindo nas ligacdes de hidrogénio e, portanto, modificando a
estrutura terciaria da enzima. Consequentemente, a interacdo entre a enzima e o
substrato pode ser favorecida ou prejudicada em certas condi¢cdes, o que pode
justificar a diferenca de picos de atividade usando os substratos distintos, obtendo
méxima atividade com o BAPNA em pH 6 e com caseina em pH 9.

Assim como em diferentes condi¢cbes de pH, as enzimas sofrem variacdo da
sua atividade catalitica em funcdo da temperatura em que a reacdo enzimatica esta
sendo conduzida. A Figura 12 mostra a variacdo da atividade enzimatica em diferentes

temperaturas utilizando cada substrato, caseina (pH 9) e BAPNA (pH 6).

Figura 12 - Atividade relativa da ficina em fung&o da variagdo de temperatura, utilizando BAPNA e

caseina como substratos.
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Diferentemente do pH, o comportamento da atividade enzimatica em relacéo a
temperatura foi similar para os dois substratos avaliados, com um auge de atividade
na faixa de 55 a 65°C (3170,66 + 65,54 e 3230,93 + 165,94 U mL™') para a caseina e
55°C (17,55 + 1,47 U mL1) com o BAPNA. Outros trabalhos desenvolvidos com ficina
relatam uma maior atividade entre 25 e 60°C com substratos distintos. Gagaoua et al.

(2014) observaram melhor atividade enzimatica em 60°C usando caseina como
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substrato. Pela semelhanca de atividade residual a 55°C (98% com o substrato
caseina e 100% com BAPNA) as analises seguintes foram conduzidas nesta

temperatura.

5.2 Concentracao do extrato proteico

Inicialmente, foi proposta uma etapa de avaliacdo de concentracdo do extrato
enzimatico, com o intuito de avaliar a concentracdo das proteinas do extrato e uma
possivel purificacdo de baixa resolucdo pela remocdo de alguns outros compostos
contaminantes, como € comum encontrar no latex de figo (RASKOVIC; LAZIC;
POLOVIC, 2015). A Tabela 1 mostra que 0s processos que permitiram a maior
recuperacédo da atividade do extrato foram o tratamento com sulfato de amonio, sendo
gue a enzima manteve sua atividade no sobrenadante, e a liofilizagdo. A precipitacao
com acetona causou reducéo de cerca de 50% da atividade especifica para a hidrdlise

de ambos os substratos, indicando a susceptibilidade da enzima a exposicdo a

solventes.
Tabela 1 - Avaliagdo de processos de concentracdo da ficina.
Atividade Relativa (%) Atividade Relativa (%)
BAPNA Caseina
Inicial 100+5 1001
Liofilizada 97 £10 764
Acetona 52+4 55+19
Sulfato: sobrenadante 110+ 4 114+ 9
Sulfato: precipitado 0+£0 9+8

Fonte: Autor (2019).

De acordo com o perfil eletroforético (Figura 13) em condicdo desnaturante
(SDS-PAGE), néo ha seletividade entre os processos de concentracdo com relacdo a
selecéo de proteinas. A intensidade da cor € apenas relativa a concentracao proteica
da amostra aplicada no gel. A massa molecular da ficina varia entre 23-27 kDa no
banco de dados, BRENDA - The Comprehensive Enzyme Information System, valores
semelhantes as bandas proteicas obtidas no gel de eletroforese, de acordo com os

padrdes de massas moleculares utilizados.
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Figura 13 — Perfil eletroforético em SDS — PAGE (10%) das amostras submetidas aos

processos de concentracao.
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(A) Extrato inicial (9,2 ug); (B) Extrato liofilizado (0,2 ng); (C) Extrato precipitado com acetona (17,3 ug);
(D) Sobrenadante do extrato precipitado com sulfato de aménio (60%) (5,8 ug); (E) Fracdo insoluvel da
precipitacdo com sulfato de aménio (0,7ug). Fonte: Autor (2019)

Diante dos resultados obtidos, optou-se por trabalhar com o extrato com ativi-
dade de ficina sem quaisquer processos de concentracdo, uma vez que o extrato ja
possui alta concentracdo de proteinas e relativa pureza por se observar poucas ban-
das proteicas em gel de eletroforese (Figura 13). Outra dificuldade em um processo
de concentracdo da ficina, € que a coleta do latex fornece quantidades escassas de
extrato, com caracteristicas ja desejaveis, tornando dispensavel uma etapa de trata-

mento que pode tornar o uso da enzima um processo dispendioso.

5.3 Imobilizacéo da ficina

A primeira metodologia empregada para imobilizagdo da ficina foi através da
formacdao de ligacdes multipontuais covalentes entre o suporte e a enzima. O processo
de imobilizagdo se da pela formacdo em meio alcalino (pH 10,0) de bases de Schiff
entre 0s grupamentos glioxil (grupos aldeido alifatico) e os grupos aminos presentes
em regides da enzima ricas em aminoacidos lisina. Essa primeira interacdo €
considerada instavel, entretanto, a reacdo com borohidreto de sédio promove a

reducdo dos grupos remanescentes ativos no suporte, tornando-os hidroxilas inertes,
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e converte as bases de Schiff formadas em ligaces amina secundarias muito mais
estaveis (GUISAN, 2013).

A segunda metodologia, com o uso do glutaraldeido, promove a imobilizagdo de
enzimas através da ligacdo do grupamento aldeido do suporte e 0os grupos amino
disponiveis na enzima, que podem ser tanto os residuos laterais de lisina quanto o
grupo amino terminal da proteina. Entretanto em pH neutro, como € realizado o
processo de imobilizacdo, o residuo amino terminal (pK 7,5) é muito mais reativo do
que os residuos de lisina, assim, a imobilizacéo passa ser unipontual (GUISAN, 2013;
SIAR et al., 2018a).

Por fim, a terceira metodologia utilizada para imobilizacdo da enzima, foi com o
uso dos suportes modificados pela adicdo de grupos amino, tornando possivel a
imobilizacdo através da ligacdo dos grupos carboxilicos dos residuos dos &cidos
aspartico e glutamico e os grupos adicionados, permitindo a adsorcéo ibnica da
enzima (FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1993).

As trés metodologias podem ser empregadas em agarose, que € um suporte
frequentemente utilizado para imobilizagdes de enzimas e, portanto, foi utilizada neste
projeto para fins comparativos, ja que o pé de sabugo de milho pode também ser
utilizado como suporte, pois as ativacbes ocorrem a partir de hidroxilas livres que
estdo presentes em ambos 0s materiais (Figura 14). Os pré-tratamentos impostos ao
pé de sabugo de milho descritos no item 4.7 promovem o aumento de hidroxilas
disponiveis na superficie das fibras lignocelulosicas do material devido a solubilizagao

ou degradacéo parcial da hemicelulose e da lignina (MOOD et al., 2013).

Figura 14 - Representacdo da estrutura quimica simplificada da celulose (a) e da agarose (b).
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A Tabela 2 mostra os valores obtidos de rendimento de imobilizacdo, atividade
recuperada e eficiéncia de imobilizacdo para os diferentes derivados enziméaticos
produzidos. A imobilizac&o foi avaliada usando caseina, substrato macromolecular, e
BAPNA, substrato sintético.
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Tabela 2 - Rendimento de imobilizacao, atividade recuperada e eficiéncia de imobilizacdo dos

derivados obtidos com diferentes suportes usando caseina e BAPNA como substratos.

Caseina
Rend. de Imobilizacdo  Atividade Recuperada Eficiéncia
(%) (%) (%)
Aga-Glioxil-F 96,74 + 0,69 226 += 0,45 2,33 * 047
SM-Glioxil-F 86,33 + 1,67 039 + 281 0,45 *= 0,07
Aga-Gluta-F 96,82 + 2,04 0,47 + 0,08 0,49 *= 0,09
SM-Gluta-F 97,16 + 0,49 0,53 + 0,06 0,54 = 1,06
Aga-Amino-F 21,98 = 3,32 0,57 + 0,05 2,65 £ 0,55
SM - Amino-F 24,17 £+ 5,56 0,97 += 0,07 4,23 = 1,28
BAPNA
Rend. de Imobilizagdo  Atividade Recuperada Eficiéncia
(%) (%) (%)
Aga-Glioxil-F 96,78 + 2,91 577 + 1,42 593 + 1,27
SM-Glioxil-F 88,02 + 281 3,87 = 0,61 4,40 £ 0,74
Aga-Gluta-F 94,57 + 0,22 264 + 0,22 2,79 = 0,23
SM-Gluta-F 100,00 + 0,00 546 + 1,06 546 + 1,06
Aga-Amino-F 30,87 = 2,22 1,03 + 0,52 3,29 + 153
SM - Amino-F 4183 = 241 1,68 = 0,07 4,02 + 0,37

Aga — agarose. SM — Pé de sabugo de milho. Gluta — Glutaraldeido. F — Ficina.
Fonte: Autor, 2020

No caso da imobilizacéo através dos grupos glioxil (Aga-Glioxil-F e SM-Glioxil-
F), os valores de rendimento de imobilizacdo obtidos foram altos (>86%, com
caseina), indicando um resultado satisfatorio de ligacdo da proteina presente em
suspensao ao suporte glioxil. Porém, os valores obtidos de atividade recuperada e
eficiéncia, que indicam quanto o derivado possui de atividade catalitica em relacao a
reducdo de atividade em suspensao, sugerem que a imobilizacdo da ficina pode ter
sido realizada através da interacdo entre os grupos glioxil e os grupos amino de
residuos de aminoacidos proximos ao sitio catalitico, interferindo na sua estrutura
terciaria e consequentemente na sua atividade enzimatica. Outra hipotese € que a
ficina pode ter sido imobilizada de forma em que o sitio catalitico esta orientado em
direcdo do suporte dificultando o acesso do substrato. Resultados semelhantes de
rendimento de imobilizacdo foram obtidos por Siar et al. (2017) na imobilizacdo de
ficina em agarose ativada com grupos glioxil. Entretanto os valores de atividade
recuperada foram maiores, com 50 e 60% utilizando como substrato caseina e

BAPNA, respectivamente.
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No caso das imobilizacbes com os suportes ativados com grupos glutaraldeido
(Aga-Gluta-F e SM-Gluta-F), os valores de rendimento de imobilizacdo também foram
altos, chegando atingir 100% utilizando a agarose como suporte. Porém, assim como
na imobilizacdo com glioxil, os valores de atividade recuperada e eficiéncia foram
menores do que o esperado, ndo atingindo 1% com o uso da caseina e cerca de 5,5%
com uso de BAPNA para o derivado SM-Gluta-F. A mesma hipdtese levantada
anteriormente pode ser considerada para justificar os valores ndo muito altos de
atividade recuperada e eficiéncia de imobilizacéo, ou seja, a ligagdo covalente entre
enzima e suporte pode estar ocorrendo em uma regido muito proxima ao sitio
catalitico, comprometendo a atividade do derivado, principalmente quando se utiliza o
substrato macromolecular, a caseina. O trabalho de Siar et al. (2018) avaliou a
imobilizacdo da ficina com agarose pré-ativada com glutaraldeido em pH 5, 7 e 9,
obtendo baixa atividade recuperada quando a imobilizacao foi realizada em pH 5 e 9,
equivalendo a 20 e 16% da atividade inicial, respectivamente. Ja em pH 7, os autores
obtiveram 100% de rendimento de imobilizag&o e atividade recuperada de 40% e 30%
com o uso de BAPNA e caseina, respectivamente.

Por fim, a imobilizagdo com os suportes agarose e pd de sabugo de milho
aminados, Aga-Amino-F e SM-Amino-F, resultaram nos menores valores de
rendimento de imobilizacdo chegando ao maximo de 42% em pd de sabugo de milho
guando avaliado utilizando BAPNA. Os valores de eficiéncia (2,65 e 3,29% para Aga-
Amino-F com caseina e BAPNA, respectivamente; 4,23 e 4,02 para SM-Amino-F com
caseina e BAPNA, respetivamente) observados indicam que a imobilizacao através
dos residuos de aminoacidos acidos da enzima pode estar promovendo uma pequena
distor¢cdo da sua estrutura terciaria na regido do sitio catalitico levando a um aumento
da atividade esperada do derivado, o que é comum quando ha imobilizacdo por
ligacdes ibnicas (SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016). Semelhantemente, no trabalho de Siar
et al. (2018), a imobilizacado da ficina em agarose aminada resultou em atividade
recuperada menor que 10%.

Uma observagdao comum entre as imobilizacdes € que os resultados de atividade
recuperada e eficiéncia de imobilizacdo, que séo relativos a capacidade catalitica dos
derivados, sdo maiores quando ha a utilizacdo do substrato BAPNA, o que indica uma
maior facilidade de acesso ao sitio catalitico comparado a caseina, um substrato
macromolecular mais complexo. Esse efeito € uma consequéncia comum em

processos de imobilizagdo, e em especial na imobilizacdo de proteases com uso de
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substratos macromoleculares, o que exige uma imobilizacdo em que a orientacao da
enzima seja apropriada para garantir a atividade enzimatica (GUISAN, 2013;
MORELLON-STERLING et al., 2020).

A imobilizacdo em p6 de sabugo de milho mostrou-se possivel, proporcionando
resultados de rendimento de imobilizacdo, atividade recuperada e eficiéncia
ligeiramente superiores a agarose, com exce¢ao no caso da imobilizacdo em suporte

ativado com grupos glioxil.
5.3.1 Reuso e estabilidade operacional
Além dos valores de atividade recuperada, rendimento de imobilizacdo e
eficiéncia, um dos parametros fundamentais na avaliacdo de um derivado enzimético
€ a sua capacidade de reuso. A Tabela 3 apresenta os valores de atividade residual

apos 4 ciclos de reuso para cada um dos derivados obtidos.

Tabela 3 - Atividade residual ap6s 4 ciclos de reuso

Atividade Residual (%)

SM-Glioxil-F Aga-Glioxil-F SM-Gluta-F Aga-Gluta-F SM-Amino-F Aga-Amino-F

A WNPE

100+0 100+0 100+ 0 100+ 0 100+ 0 100+ 0
72 +10 79+7 99 +13 87 %9 817 14+6
56 +6 67 %2 102 £ 15 58 +9 53 %2 8+3
52+1 57 +4 100 + 15 46 + 13 36+2 6+2

Fonte: Autor, 2020

O derivado que se destacou no ensaio de reuso foi o0 SM-gluta-F, mantendo a
atividade inicial durante os quatro ciclos e, nota-se também que seu desempenho foi
superior a Aga-Gluta-F. Os resultados obtidos com os derivados SM-Glioxil-F e Aga-
Glioxil-F foram muito préximos entre si, mantendo mais do que 50% de atividade
enzimatica apos quatro ciclos de uso. No caso dos derivados aminados houve uma
maior susceptibilidade ao uso repetido, causando uma redugdo mais intensa da
atividade. Os resultados indicam que os dois métodos que empregam ligacdes
covalentes para imobilizar a enzima, glioxil e glutaraldeido, produzem derivados mais
estaveis, comparados ao método que utiliza interagdes idnicas para manter a enzima
ligada ao suporte, as quais sdo mais suscetiveis a exposicao
a temperaturas altas e variacdo de pH (SHELDON; VAN PELT, 2013; SIRISHA; JAIN;
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JAIN, 2016). Além da interacéo entre a enzima e o0 suporte, o proprio catalisador pode
ser afetado pelo reuso devido a exposicao a temperatura, ao meio reacional, incluindo
0 substrato e os produtos de catalise, interferindo na estrutura tercidria da enzima
causando a reducgdao de atividade.

Comparativamente, no trabalho realizado por Siar et al. (2017) a ficina
imobilizada em agarose-glioxil foi reutilizada por cinco ciclos na hidrolise da caseina a
pH 7 com reducao de 5% de atividade ao final do ensaio. Cinco ciclos de reuso foram
realizados, com manutencdo da atividade acima de 90% em ficina aminada
imobilizada também em agarose-glioxil (SIAR et al., 2019). Com agarose ativada com
grupos glutaraldeido, Siar et al. (2018) relataram o reuso do derivado por 6 ciclos de
hidrélise da caseina a 50°C e pH 7 por 2h sem detectar uma reducéo significativa na
atividade do biocatalisador imobilizado. No caso de imobilizacdo através de
encapsulacao de ficina foi possivel o reuso do derivado por 9 ciclos, reduzindo a 12%
da atividade catalitica inicial (ROJAS-MERCADO et al., 2018).

Assim como reuso, a imobilizacdo de uma enzima prevé o aumento da
estabilidade do catalisador comparada a sua forma solluvel. Contudo, o inverso
também pode ocorrer, levando a reducdo da capacidade da enzima em conservar a
sua atividade catalitica, caso a imobilizacdo nao seja devidamente projetada (MATEO
et al., 2007). Assim, para avaliar os derivados em comparacdo com a enzima livre,
ambos foram expostos a diferentes condi¢cdes de pH e temperatura.

A Figura 15 mostra a atividade residual da ficina na sua forma livre quando
exposta a trés diferentes temperaturas (45°, 55° e 65°C) e pH (5, 7 e 9). E possivel
observar que no caso da enzima livre, apesar da atividade enzimatica ser maior em
temperaturas altas, tendo sua atividade melhor expressa entre 55 e 65°C (Figura 12),
quando exposta por periodos muito longos de tempo a estas condigcbes ha uma
reducdo consideravel da sua atividade. Ja em 45°C a atividade enziméatica da ficina
livre, apOs 48h de exposi¢cdo, manteve-se a 76% da atividade inicial.

A papaina e bromelina, que sdo também cisteino-proteases vegetais, quando
expostas por 2h a temperaturas de 40°, 50° e 60°C tiveram suas atividades reduzidas
para cerca de 40, 30 e 20%, respectivamente, da atividade inicial no caso da
bromelina, e para 70, 40 e 20%, respectivamente, no caso da papaina (CUTINO-
AVILA et al., 2014).

Com relagéo ao pH, a ficina apresentou um desempenho semelhante nas trés

condicoes, expressando um padrédo de atividade com declinio nos tempos iniciais do
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ensaio e em seguida um aumento, para novamente reduzir e aumentar posteriormente
apos 8h de exposicao. Ao final das 48h, a enzima livre manteve 42,1, 47,7 e 49,3%

de atividade em meios com o pH 5, 7 e 9, respectivamente.

Figura 15 - Atividade residual de ficina livre em diferentes condi¢des de pH e temperatura.
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Fonte: Autor, 2020
Com o ensaio realizado, é possivel estabelecer o tempo de meia-vida do extrato
enzimatico com atividade de ficina nas condi¢cdes de temperatura e pH avaliados

(Tabela 4).

Tabela 4 - Tempo de meia-vida de ficina livre em diferentes condi¢des de pH e temperatura.

Condicéo 45°C 55°C 65°C pH 5 pH 7 pH9
T2 (h) >48,0 7,5 3,7 36,8 42,8 41,6
Fonte: Autor, 2020

No mesmo estudo de Cutifio-Avila et al. (2014), bromelina e papaina quando
expostas a pH 5, 7 e 9 por 2h mantiveram cerca de 60, 90 e 80% de atividade residual,
respectivamente, no caso da bromelina. Ja no caso da papaina, <10, >95 e 30%,
respectivamente. Ja a ficina foi capaz de manter sua atividade por um maior periodo
nessas condi¢des, o que indica uma vantagem da protease originaria de Ficus sp.

Um dos beneficios esperados com a imobilizacdo de enzimas € o aumento da

estabilidade em funcéo da restricdo da estrutura tridimensional da proteina pelas
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ligacbes com o suporte (GUISAN, 2013; SHELDON, 2007; SIRISHA; JAIN; JAIN,
2016). As Figura 16 e Figura 17 mostram os resultados de atividade residual de todos
os derivados produzidos, quando expostos a diferentes valores de pH e diferentes
temperaturas por um periodo de 48h.

O pH é uma variavel que influencia nas cargas liquidas das proteinas, causando
repulsdo eletrostatica, podendo romper ligacbes de hidrogénio causando a
desnaturacdo da enzima. Além disso, no caso da imobilizacdo com o suporte ativado
com grupamentos amino, a variagdo do pH pode também afetar as ligacdes entre a
enzima e o suporte, pelo método de imobilizacdo ser baseado na formacéao de ligacdes

ibnicas.



Figura 16 - Atividade residual dos derivados enziméticos e ficina livre em pH 5, 7, e 9.
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Em pH acido (Figura 16) a ficina na forma livre mostrou-se mais estavel do que
a maior parte dos derivados produzidos, com excecdo dos derivados SM-Glioxil-F e
SM-Gluta-F, com exposicdo de 36 e 48h, apresentando retengéo de 73,7 e 59,0% de
suas atividades iniciais, respectivamente ao final do ensaio. E importante ressaltar que
os derivados produzidos com po6 de sabugo de milho mantiveram maior atividade
comparada a agarose, em grande parte do ensaio. O derivado SM-amino-F manteve
sua atividade proxima a 50% consistentemente durante as primeiras 8h de exposicao,
mais ativo que Aga-amino-F, que na primeira hora, teve uma reducédo de 87,7% de
sua atividade em relacéo a atividade inicial.

Em pH neutro, (Figura 16) o derivado Aga-Glioxil-F destacou-se havendo até
uma melhoria da atividade enzimatica em fungcédo do tempo de exposicdo, chegando
a superar a atividade residual da enzima livre em alguns pontos, provavelmente devido
a uma distorcao da estrutura terciaria da enzima causada pela exposicdo de modo em
gue houve uma maior facilidade do substrato em acessar o centro catalitico da enzima
SM-Glioxil-F apresentou uma atividade constante durante o ensaio apesar da reducao
inicial para 42,4% da atividade inicial do derivado. SM-Gluta-F e Aga-Gluta-F sofreram
maior influéncia do pH comparados aos outros derivados, exibindo 18,1 e 22,3% de
atividade apos as 48h. SM-Amino-F e Aga-Amino-F finalizaram ambos com cerca de
10% da atividade inicial, entretanto, o SM-Amino-F durante as primeiras 8h
apresentou 64,2% comparada a 18,7% da Aga-Amino-F.

Ja em pH 9, (Figura 16), o SM-Glioxil-F foi o derivado que mais destacou-se,
aparentando atividade semelhante a da forma livre da enzima, mantendo cerca de
90% da atividade inicial durante 24h de exposi¢ao. Os derivados produzidos com po
de sabugo de milho como suportes mostram-se mais estaveis em condicdo alcalina
do que os derivados produzidos com agarose. O Aga-Amino-F teve sua atividade
reduzida para 6,6% na primeira hora de exposi¢cdo enquanto SM-Amino-F manteve
57,7% da atividade enzimética inicial.

Bromelina e papaina imobilizadas em agarose-glioxil tiveram sua estabilidade
aumentada no caso de exposicao em pH mais extremos, como 4, 10 e 11, passando
de uma média de 30% de atividade residual para 70%, para bromelina, e <10% para
aproximadamente 60% na papaina, apds a exposicdo por 2h nestas condigbes
(CUTINO-AVILA; PRADAS; ABREU, 2014). Ja no caso do estudo da ficina realizado
por Siar et al. (2019), os autores avaliaram a estabilidade de derivados obtidos pela

imobilizagdo da ficina com e sem a aminagdo em suporte agarose-glioxil, utilizando
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como substrato BAPNA, expondo-os a pH 5, 7 e 9 a 55°C. ApGs 24h de exposicao,
nas trés condicdes de pH o derivado manteve cerca de 30% da atividade inicial e o
uso da enzima aminada possibilitou que o derivado apresentasse cerca de 50% da
atividade apods a exposicdo as mesma condi¢des. A inativagdo da ficina imobilizada
em agarose-glutaraldeido também foi analisada a 55°C em pH 5, 7 e 9. No caso, 0
derivado apresentou uma ligeira vantagem de estabilizacdo comparada a ficina livre,
entre 20-40% e 10-20%, respectivamente, de atividade residual apds 24h de
exposicao.

Neste trabalho é importante salientar que o ensaio foi avaliado com uso de
caseina e BAPNA como substratos, e, no caso da exposicdo ao pH 7,0, ha uma
diferenca significativa de atividade entre os substratos, mostrando uma maior
estabilidade com o uso de BAPNA (SIAR et al., 2018a). E necessario frisar que os
estudos citados anteriormente avaliaram a estabilidade dos derivados e da enzima
livre em condicdes diferentes das que foram utilizadas nesse trabalho, expondo a
enzima a varios pH concomitantemente e a altas temperaturas, estas condicdes
promovem resultados distintos de quando avaliados separadamente.

Analisando juntamente as Figuras 15 e 16 € possivel observar que os derivados
foram mais susceptiveis a exposicdo a diferentes pH comparados
a ficina na sua forma livre, e que quando expostos a diferentes temperaturas, os
derivados apresentaram maior estabilidade do que a enzima soluvel.

A 45°C (Figura 17) a enzima livre e os derivados apresentaram certa constancia
de atividade residual durante o ensaio. Alguns dos derivados, como SM-Glioxil-F, Aga-
Gluta-F e Aga-Amino-F tiveram suas atividades aumentadas em funcao da exposicao
a temperatura de 45°C, o que é uma resposta frequentemente observada,
presumivelmente devido a influéncia da temperatura nas forcas fracas que mantém a
estrutura da proteina e assim a sua fung¢do catalitica, facilitando a interacdo do
substrato e a enzima, sem haver a desnaturacao da enzima. Com excec¢éo do Aga-
Amino-F, todos os derivados mantiveram suas atividades residuais proximas ou
superiores a 76,7% que foi a atividade apresentada pela enzima livre apos 48h de
exposicdo. Entre os suportes, para a ativacdo glioxil, o pé de sabugo de milho mostrou
um aumento da atividade comparada a agarose; SM-Amino-F apés 48h apresentou
75,5%, mais do que os 44,4% de atividade residual observada em Aga-Amino-F; ao

contrario, quando ativado com glutaraldeido, a agarose manteve sua atividade mais
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estavel do que o p6 de sabugo de milho, apresentando atividade maior que 100%
durante grande parte do ensaio.

Em 55°C (Figura 17), a imobilizacdo garantiu a estabilidade da atividade
enzimatica durante 12h de exposicao, principalmente com os derivados Aga-Glioxil-F,
Aga-Gluta-F e SM-Amino-F. O efeito de intensificacdo da atividade enzimatica acima
da atividade inicial observado a 45°C repetiu-se em 55°C, particularmente em Aga-
Gluta-F, Aga-Glioxil- e SM-Amino-F. O derivado que apresentou atividade mais
proxima a enzima livre foi o SM-Gluta-F, porém, ao final das 48h de exposicao,
apresentou 38,1% da atividade inicial, valor que se encontra na faixa comum aos
outros derivados, 28-52%, todos acima da enzima livre que manteve 23,2% da

atividade.
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Figura 17- Atividade residual dos derivados e ficina livre a temperaturas de 45°C, 55°C e 65°C
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Em 65°C (Figura 17) houve maior perda da atividade enziméatica da ficina
comparada a estabilidade realizadas nas temperaturas de 45° e 55°C, apenas 0s
derivados SM-Amino-F e Aga-Glioxil-F resistindo melhor a exposicdo inicial da
temperatura. Os derivados de agarose apresentaram atividade até 24h de exposicéo,
entre 24,7 e 36,4%, valores expressivos quando comparados a 0,8% de atividade
residual na forma livre da ficina. Apos 48h de exposicao os derivados produzidos com
agarose e a enzima livre jA ndo apresentavam atividade. Ao contrario, os derivados
produzidos com p6 de sabugo de milho mantiveram a atividade residual entre 11,7 e
25,6%.

A imobilizacdo da ficina mostrou-se um desafio, apresentando resultados de
atividade recuperada e eficiéncia inferiores ao desejado para os parametros de
imobilizacdo, mas com altos valores de rendimento de imobilizacéo. As analises de
reuso e estabilidade auxiliam a avaliar qual dos métodos de ativacdo quimica do
suporte para imobilizacdo é o melhor para a producéo dos derivados.

Os ensaios de estabilidade ao pH (Figura 16) e a temperatura (Figura 17)
mostram que entre os derivados produzidos h4 uma variagdo de comportamento,
devido a exposicao a diferentes condicdes. Considerando os resultados de reuso dos
derivados produzidos com p6 de sabugo de milho, os derivados SM-Gluta-F e SM-
Glioxil-F foram mais satisfatérios, mantendo atividade enzimética por maior tempo na
maioria das diferentes condi¢cbes, de temperatura e pH estudadas. Os ensaios de
estabilidade ao pH mostraram que as ativagcbes com glioxil e glutaraldeido foram
capazes de gerar derivados mais estaveis, de maneira geral, o0 mesmo pode ser
observado nos ensaios de estabilidade a temperatura.

Dessa forma, um novo ensaio de estabilidade foi realizado para auxiliar na
escolha de um derivado para continuacéo do projeto. Os derivados SM-Glioxil-F e SM-
Gluta-F, assim como a ficina na sua forma livre, foram expostos a temperatura de
45°C e pH 9,0 simultaneamente (Figura 18). A escolha destes parametros foi feita
baseada no fato de que a 45°C e em pH 9,0 as atividades dos derivados e da enzima

livre ndo sao afetadas de forma acentuada.
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Figura 18 - Atividade residual ficina soltvel e dos derivados SM-Glioxil-F e SM-Gluta-F a 45°C e pH
9.
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O novo ensaio de estabilidade (Figura 18) mostra que o SM-Glioxil-F e SM-Gluta-
F apresentaram o mesmo comportamento, com oscilacao de atividade entre 8 e 12 h
de exposicdo a pH 9 e 45° C. Mesmo assim, o SM-Glioxil-F mostrou-se mais estavel
do que o SM-Gluta-F, principalmente no inicio da exposi¢cao. Quando mantido por 1h,
o derivado SM-Gluta-F manteve 38,8% da atividade e o derivado SM-Glioxil-F
manteve 91,5%. Em 12h a atividade residual do SM-Gluta-F era menor que a metade
da atividade residual de SM-Glioxil-F, que era 22,7%. O uso de suportes ativados com
glioxil permite a formacéao de ligagbes multipontuais entre a enzima e o suporte, ja que
a imobilizacao foi realizada através dos residuos de lisina presentes na superficie da
ficina, ao contrario do uso do suporte ativado com o grupo glutaraldeido, que usa o
grupamento amino terminal da enzima para formar a ligagéo, possibilitando uma
imobilizacdo unipontual. A formacgéo de varias ligagBes entre a enzima e 0 suporte
prevé uma maior estabilizaco da proteina (GUISAN, 2013), o que foi confirmada pelo

ensaio realizado.
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5.4 Hidrélise em sistema de mistura operado em batelada

Dos derivados produzidos o SM-Glioxil-F e SM-Gluta-F foram os selecionados
para a aplicacdo na hidrélise dos extratos proteicos em tanque agitado em batelada.
As hidrolises foram conduzidas por um periodo de 7h. Aliquotas foram retiradas nos
intervalos 1h, 3h, 5h e 7h, e avaliadas através da dosagem de proteinas, eletroforese,
atividade quelantes de ferro e atividade antioxidante.

A Figura 19 mostra a variacdo de concentracdo de proteina relativa a

concentracéo inicial dos substratos, durante a hidrdlise.
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Figura 19 - Concentragdo relativa de proteinas em diferentes extratos (grédo de bico, ora-pro-
nobis e clara de ovo) durante a hidrolise utilizando os derivados SM-Glioxil-F e SM-Gluta-F, e enzima
livre. Controle é relativo a concentracdo de proteinas nos extratos em amostra sem a presenca de

enzima.
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Para cada um dos substratos uma amostra controle, sem presenca da enzima,
foi analisada para avaliar a acao da temperatura nas proteinas dos substratos. Os que
mais sofreram efeito da temperatura, foram o gréo de bico e a clara de ovo, sofrendo
uma reducgédo de aproximadamente 20% da concentracao inicial de proteinas. Apesar
do efeito da temperatura alta sobre as proteinas dos extratos, € notavel que ocorre a
reducado de proteinas nas amostras submetidas a hidrélise.

Dentre as hidrélises realizadas com ficina na sua forma livre, a maior reducéo de
concentracéo de proteinas foi observada com o uso do gréo de bico, apresentando
33,2% da concentracdo inicial, ap6s 7h de hidrolise, valor esse obtido
aproximadamente ja a partir de 3h de reacdo. Xu et al. (2020) avaliaram a hidrdlise de
isolado proteico de grao de bico utilizando alcalase, também uma endoprotease,
obtendo cerca de 35% de grau de hidrélise, apds 3h de reacdo. No caso da hidrélise
da clara de ovo, houve uma reducédo da concentracédo de proteina de cerca de 40%
ao final das 7h de reacéo, e assim como no caso do grao de bico, uma estabilizacéo
da concentracdo de proteina a partir de 3 h de hidrélise. Finalmente, a hidrélise de
ora-pro-nobis com a ficina na forma livre promoveu a reducéo de proteinas em 17%
apos as 7h de reacdo. Até o momento (nhovembro/2021) nao foram encontrados
relatos de hidrélise enzimatica de extratos de ora-pro-nébis.

O uso do SM-Glioxil-F ndo promoveu reducao na concentracéo de proteinas de
forma expressiva comparada a observada com o uso da ficina solavel quando
utilizados os substratos grado de bico e ora-pro-nobis, apresentando 47% e 81% das
concentracdes iniciais dos respectivos substratos, apds as 7h de hidrélise. Com a
clara de ovo, o uso do SM-Glioxil-F promoveu uma diferenca de reducao de proteinas
de 21% entre a ficina livre e a imobilizada considerando a primeira hora de hidrdlise.
Ao final de 7h uma diferenca de 16% entre as concentracdes de proteina foi observada
entre as duas formas da enzima, SM-Glioxil-F e livre, utilizadas para hidrélise da clara
de ovo. E importante ressaltar que mesmo apresentando valores de atividade
recuperada inferiores ao esperado, o derivado SM-Glioxil-F mostrou resultados
semelhantes a enzima soluvel, resultado inesperado, mas satisfatoriamente positivo.
Entretanto, ao final das hidrolises, o SM-Glioxil-F apresentou uma reducdo de
atividade expressiva, mantendo 6,6%, 4,7% e 4,8% da atividade inicial do derivado
apos a hidrolise do gréo de bico, ora-pro-nébis e clara de ovo, respectivamente.

Com o uso de SM-Gluta-F, reducdes ligeiramente maiores que SM-Glioxil-F

foram observadas na hidrélise de grao de bico e da ora-pro-nébis, apresentando 44%
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e 70% das concentracdes iniciais de substratos, respectivamente. Ja com a clara de
ovo ha uma reducdo expressiva da concentracdo de proteina apés as 7h de hidrolise.
Entretanto, analisando os géis de eletroforese (Figura 20, D; Figura 21, D) das
amostras hidrolisadas com SM-Gluta-F, a total auséncia de bandas proteicas pode
indicar que as proteinas dos substratos foram ligadas aos grupos glutaraldeidos
remanescentes do derivado, ja que no caso desse processo de imobilizacdo ndo ha
uma etapa de inativacdo dos grupos ativos como ha apos a imobilizacdo em suportes
ativados com grupos glioxil, que séo reduzidos pela reacdo com borohidreto de sédio.
Apos a hidrolise os derivados apresentaram 2,3%, 2,2% e 1,9% da atividade inicial do
derivado com o uso dos substratos grdo de bico, ora-pro-nobis e clara de ovo,

respectivamente.
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Figura 20 — Perfil eletroforético em SDS-PAGE para os extratos hidrolisados de gréo de bico
utilizando a ficina livre (B) e os derivados SM-Glioxil-F (C) e SM-Gluta-F (D). Em A) controle de

hidrélise em fungéo da temperatura.
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Raias. 1. Extrato inicial; 2. 1h de hidrdlise; 3. 3h de hidrdlise; 4. 5h de hidrélise; 5. 7h de hidrdlise.
Amostra proteina da esquerda para direita: A: 13,4; 11,1, 10,6; 10,9; 10,7 ng. B: 13,4; 7,4, 5,0; 4,9;
4,4 9. C: 13,4; 8,0; 6,7; 6,3; 6,3 ug. D: 13,4; 8,4; 6,1, 6,3; 5,9 ng. Fonte: Autor, 2021.

Analisando as bandas proteicas reveladas nos géis para os produtos de
hidrélise do gréo de bico (Figura 20), nota-se a manutencéo das bandas do gel A,
referente ao controle de temperatura, durante as 7h de exposicao. No gel B, hidrélise
com a enzima livre, nota-se o desaparecimento de algumas bandas na regiao entre

30 e 45 kDa. No caso da hidrélise com o SM-Glioxil-F, € possivel observar a reducao
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da intensidade das bandas préximas a regidao de 97kDa. Os futuros resultados de
analises em cromatografia liquida de alta eficiéncia, que ainda estéo sendo realizados,
proporcionardo mais esclarecimentos e assim, seré possivel a formacao de hip6teses

mais concretas sobre a atividade da ficina sobre os substratos.

Figura 21 - Perfil eletroforético em SDS-PAGE para os extratos hidrolisados de clara de ovo
utilizando a ficina livre (B) e os derivados SM-Glioxil-F (C) e SM-Gluta-F (D). Em (A) controle de

hidrélise em fun¢éo da temperatura.

Raias. 1. Extrato inicial; 2. 1h de hidrélise; 3. 3h de hidrdlise; 4. 5h de hidrdlise; 5. 7h de hidrdlise.
Amostra proteina da esquerda para direita: A: 5,8; 4,1; 4,7; 5,2; 5,2 ug. B: 5,8; 4,2; 3,9; 3,4; 3,4 ug. C:
5,8; 3,0; 2,7; 2,8; 2,5 ug. D: 5,8; 2,5; 1,3; 0,7; 0,9 nug. Fonte: Autor, 2021.
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A Figura 21 mostra a banda de proteina encontrada na clara de ovo,
ovoalbumina com 45kDa. N&o é possivel observar uma distingdo marcante entre 0s
tempos de hidrélise e nem entre as diferentes formas de ficina utilizadas para hidrolise,
com excecao do uso do SM-Gluta-F, que ndo apresentou nenhuma banda proteica,
gue pode ainda ser explicado pela mesma hipétese de que as proteinas do substrato
se ligaram aos grupos remanescentes do suporte ativado.

As eletroforeses da ora-pro-nobis, sempre foram um desafio para visualizagéo.
Foram feitas diversas tentativas para solucao desse desafio, incluindo a concentracao
de amostras, solubilizacdo em diversos solventes, variagdo de concentracdo de
acrilamida, entre outros, mas nenhuma das tentativas resultaram em uma solucao
apropriada. E possivel apenas observar o acimulo de proteinas no inicio da raia, mas
nao é possivel visualizar diferencas entre os métodos utilizados para hidrélise.

5.4.1 Atividade Quelante

Ferro é um elemento essencial na nutricdo humana, fundamental na participacao
de diversos processos bioquimicos, incluindo transporte de oxigénio, crescimento
celular e diferenciacdo. O déficit desse elemento pode causar problemas de saude,
sendo o efeito mais comum, a anemia. Peptideos que apresentam propriedades
guelantes constituem uma alternativa que proporciona 0 aumento da
biodisponibilidade e absorcéo de ferro complexado. A atividade quelante de peptideos
pode ser associada a presenca de certos aminoacidos especificos, como a histidina e
arginina (TORRES-FUENTES; ALAIZ; VIOQUE, 2012; WU et al., 2020).

A Figura 22 mostra a atividade quelante dos substratos antes e durante a
hidrdlise. A hidrdlise do gréo de bico permitiu o aumento da atividade quelante de ferro
comparada ao controle de temperatura, a partir de 5h de reacdo. Na literatura ja foi
relatada a atividade quelante vinculada as proteinas do grdo de bico, entretanto a
separacao das fracbes de peptideos por cromatografia de exclusdo mostra que as
fragOes obtidas apresentam melhor atividade quelante do que o hidrolisado original
(TORRES-FUENTES; ALAIZ; VIOQUE, 2012).

No caso da ora-pro-nobis, a amostra controle indica que a temperatura afetou

significativamente a atividade quelante de ferro, comparada a sua condi¢cao inicial.
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Apenas ao final das 7h de hidrolise o extrato apresentou um aumento da atividade
guando hidrolisado com a ficina livre, com uma diferenca de 7,8% entre o controle de
temperatura. Com a clara de ovo a mesma tendéncia foi observada, com a atividade
quelante superando o controle apenas apds as 7h de hidrolise, com uma diferenca de

cerca de 10% com a hidrélise utilizando o SM-Glioxil-F.
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Figura 22 - Atividade quelante de ferro nos hidrolisados de gréo de bico, ora-pro-nébis e clara
de ovo, produzidos por ficina livre e imobilizada, SM-Glioxil-F e SM-Gluta-F, e controle de hidrélise em

funcéo da temperatura.
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Fonte: Autor, 2021

5.4.2 Atividade Antioxidante

Moléculas antioxidantes sdo moléculas suficientemente estaveis que doam
elétrons para radicais livres, neutralizando-os e reduzindo a sua capacidade de causar
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danos celulares (LOBO et al., 2010). Atualmente, diversas pesquisas estao voltadas
para antioxidantes de origem naturais, como proteinas, extratos fendlicos e vitaminas
E e C, como alternativa a compostos sintéticos. Atividade antioxidante é reportada em
proteinas de diversas origens, incluindo proteinas componentes de leite, soja,
lentilhas, ervilha, grdo de bico e ovo (ARCAN; YEMENICIOGLU, 2007; BENEDE;
MOLINA, 2020; HAN; BAIK, 2008).

A determinacao da atividade antioxidante é baseada na captura do cation ABTS*
pelos componentes antioxidantes, promovendo a descoloragao da cor verde-escura
presente no reagente oxidado para verde-clara, causando um decréscimo da
absorbancia, proporcional ao aumento da atividade antioxidante. A Figura 23 mostra
a atividade antioxidante dos extratos proteicos hidrolisados.

O extrato de grao de bico apresentou maior capacidade antioxidante comparada
aos dois outros substratos utilizados. A hidrélise promoveu um ligeiro aumento da
atividade apo6s 5h de exposicao a ficina na forma livre. Com relacéo a ora-pro-nabis,
a atividade antioxidante observada permaneceu inalterada durante todo o processo
de hidrélise. O mesmo comportamento foi observado na hidrélise da clara de ovo,
apresentando um pequeno aumento ap6s 3h de reacdo, quando hidrolisada com a
ficina na forma soluvel.

A interacdo da ficina com as proteinas dos extratos € singular para cada um dos
substratos avaliados. Apesar de ja haver a expectativa de obtencdo de peptideos com
bioatividade devido a atividade ja relacionada aos componentes dos extratos
(BOUKID, 2021; LIAO et al., 2018), a hidrélise produz diferentes produtos a partir das
diferentes proteinas presentes nos substratos. A avaliacdo dos diferentes peptideos
produzidos em cada extrato e suas propriedades pode ser focos de diversos estudos
para melhor compreensdo de cada componente. A avaliacdo da hidrélise com base
na reducdo de concentracdo de proteinas, atividade quelante e antioxidante foi
necessaria para dar seguimento na sequéncia experimental e avaliar a acdo da

enzima em diferente modo de operacéo.
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Figura 23 - Atividade antioxidante nos hidrolisados de grédo de bico, ora-pré-nobis e clara de
ovo, produzidos por ficina livre e imobilizada, SM-Glioxil-F e SM-Gluta-F, e controle de hidrélise em

funcéo da temperatura.
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A maior dificuldade de avaliar o verdadeiro resultado da hidrélise em produzir
peptideos que apresentam algum tipo de bioatividade, quelante ou antioxidante, € a
andlise do extrato produzido na sua forma total, composta de uma mistura de
peptideos ativos e inativos, de diversos tamanhos e sequéncias de aminoécidos.
Dentro da mistura de peptideos, as sequéncias que apresentam potencial de
caracteristicas desejadas encontram-se em menor concentracdo. A separacdo e
concentracédo dessas amostras poderiam permitir uma melhor conclusdo da agéo da
ficina nos substratos avaliados (NASRI, 2017).

Considerando o conjunto de resultados obtidos, como na reducéo de proteina,
nas bandas observadas nos perfis eletroforéticos, na facilidade de preparo do extrato
e no facil acesso a matéria prima, o extrato de grdo de bico foi escolhido como
substrato para aplicacdo na hidrélise em reator de leito fixo operando em modo
continuo. A escolha entre os derivados, foi baseada na atividade final apos a hidrolise,
melhor resultado de atividade quelante e pela menor incerteza do efeito entre o
contato do substrato e o suporte, dessa forma o SM-Glioxil-F foi selecionado para ser
utilizado como catalisador na operacao do reator de leito fixo.

5.5 Hidrélise em reator de leito fixo operando em modo continuo

5.5.1 Teste de tracador

O teste de tracador foi realizado permite a determinacéo da distribuicdo do tempo
de residéncia (DTR) e consequentemente o tempo médio (tm) dos componentes apos
a entrada no reator. A Figura 24 mostra diferentes periodos do teste de tracador, apés
a interferéncia do tipo pulso que inicia o ensaio.

Das aliquotas coletadas durante o teste, foram determinadas as concentragdes
de corante, através da leitura das amostras em espectrofotbmetro a 431 nm, estes
resultados foram plotados e se encontram na Figura 25A. Em seguida, foi realizada a
determinacao da area abaixo do gréfico plotado na Figura 25B, a qual resulta no tempo
médio obtido experimentalmente pela variacdo da concentragdo do corante ao
decorrer do tempo. O tempo médio obtido através do teste foi de 97,2 min. Pela
diferenca entre o tempo espacial calculado (71 min) é possivel dizer que 0 escoamento
dentro do reator ndo é totalmente ideal e essa diferenca de tempos se da por certo

nivel de formacéo de caminhos preferenciais (regifes onde o fluido encontra baixa
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resisténcia e flui com maior velocidade) devido a distribuicdo desigual do catalisador
no leito ou a formacdo de zonas mortas (regibes onde o fluido flui com baixa
velocidade ou nem flui) (LI, 2017), porém pela auséncia de mais de um pico e de uma
calda expressiva na Figura 25A, a diferenca de tempo esta dentro do esperado pelo
tipo de suporte utilizado e pela baixa vazéo, necesséaria para manter o substrato em

contato com a enzima durante o tempo minimo estipulado.

Figura 24 - Teste de tragador. A. Inicio do ensaio. B e C. Tempos intermediarios do ensaio. D.

Finaliza¢éo do ensaio.

Fonte: Autor, 2021
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Figura 25 - Grafico resposta obtido pela interferéncia do tipo pulso, realizado para
determinac&o de tempo médio de retengdo em no reator de tipo leito fixo A. Concentracéo de corante
por tempo. B) Funcéo E(t)*t por tempo
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Fonte: Autor, 2021

5.5.2 Hidrélise em operacédo continua

A Figura 26 apresenta os resultados de concentracdo de proteinas, atividade
quelante e reducdo de ABTS°* obtidos a partir da analise das fracGes coletadas
durante as 10h de operacéo do reator.

O periodo entre 0 e 180 min de reacao corresponde ao periodo de estabilizacéo
do reator, equivalente a cerca de 3 tempos espaciais, apds este periodo é assumido
que o reator esteja operando em estado estaciondrio. A concentracdo de proteina a
partir da terceira hora de operacdo corresponde a 67,7% da concentracdo do
substrato inicialmente adicionado, valor esse que permaneceu em um mesmo
patamar até aproximadamente 10h de operacéo, produzindo ao final um hidrolisado
com 55,3% da concentracéo inicial de proteinas. O comportamento das atividades
guelante e antioxidante determinadas durante a operacdo mostrou-se relacionado

com a variacao da concentracéo de proteina observada.
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Figura 26 - Concentracao de proteina, atividade quelante e antioxidante do hidrolisado

produzido em reator de leito fixo
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Fonte: Autor, 2021

Comparada ao substrato inicial, a atividade quelante apresentou uma pequena
reducdo (em média 79,9% da atividade inicial) apos o periodo de adaptagéo do reator,
mas manteve uma certa estabilidade de valor ao decorrer do tempo, conforme
esperado para o estado estacionario do reator. A atividade antioxidante apresentou
um aumento relativamente ao substrato inicial (cerca de 31,5% acima da atividade
inicial) e, também mostrou uma constancia até as 10h de operacao.

Ao final da operacéo o derivado utilizado apresentava 0,54 U/g, correspondente
a 41,0% da atividade enzimatica inicial. Pela constancia da concentracdo de proteinas
obtidas na saida do reator no intervalo entre 3 e 10h de operacéo, presume-se que a
reducao da atividade tenha ocorrido durante o periodo de estabilizacédo do reator, trés
tempos de residéncia, redugéo de acordo com o0 observado no ensaio de estabilidade
anteriormente realizado (Figura 18).

Considerando a vazéo de 0,257 mL.min"t, 7g de SM-Glioxil-F e a diferenca de
concentracdo de proteinas entre o inicio da hidrélise (média de 0,35 mg mL* ao
decorrer das 10h de hidrdlise) o reator apresentou uma produtividade por grama de
derivado de 0,773 mg g* h'1. J4 no caso da hidrélise em batelada, com uma diferenca

de proteina de 0,358 mg mL, 10 mL de extrato, 1g de derivado e 1h de hidrdlise,
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resultou em uma produtividade de 3,58 mg g hX. No entanto, caso seja considerado
os valores de concentracéo ao final das 7h de hidrélise o valor cai para 0,67 mg gt h
1. Apesar do menor valor de produtividade, os valores de atividade quelante obtidos
pela hidrolise em reator de leito fixo operado em continuo foram maiores e mais
consistentes com o decorrer do processo.

E dificil fazer a comparacéo entre os modos de operacdo do processo de
hidrélise ja que configuracdes de um reator e 0 modo em que ele € operado
influenciam fortemente na formacdo de produto, causando diferencas devido a
agitacdo, transferéncia de massa e transferéncia de calor (ATIEMO-OBENG,;
KRESTA; PAUL, 2004; LUYBEN, 2007).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados indicam um potencial de uso da enzima ficina. Para continuidade
do trabalho e melhor aplicabilidade da enzima, algumas estratégias poderiam ser
adicionadas previamente a imobilizacdo. A separacdo das isoformas da ficina e
avaliacdo das formas isoladas poderiam sanar algumas incertezas sobre os efeitos
causados pela mudanca de temperatura e pH. Também seria possivel imobiliza-las
separadamente e avaliar se algumas das isoformas se destacam comparada ao
conjunto total de proteinas, permitindo que o processo de imobilizacado apresente 0s
resultados esperados, com altos valores de atividade recuperada e rendimento de
imobilizagao.

Além disso, a aplicacdo de planejamento experimental também € uma
ferramenta que pode ser implementada para otimizar o processo de imobilizacéo,
variando carga proteica, tempo de contato, métodos de ativacao e outras inUmeras
variaveis que compde o processo de imobilizacao.

Com relacdo a hidrolise, a separacao das fracdes hidrolisadas pode também
sanar varias duvidas com relacdo a atividade biolégica observada até o momento.
Com o isolamento de fragBes que apresentam potencial de bioatividade seria possivel
otimizar a hidrdlise através de condicfes de operacao que garantissem a obtencao de
fracOes especificas com as caracteristicas desejadas.

Apesar de inumeras possibilidades de adicbes ao projeto, é importante
reconhecer que os resultados obtidos até o momento constituem uma base para

compreensao da enzima ficina e sua aplicacéo.
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7 CONCLUSAO

A enzima ficina extraida do latex de figueira apresentou resultados promissores
para sua aplicacdo, mantendo atividade apds sua exposicdo em condi¢cdes de pH
acido e alcalinos, assim como em temperaturas altas. Foi possivel também imobilizar
a enzima em agarose e po de sabugo de milho, um suporte alternativo de baixo custo,
possibilitando avaliar a viabilidade de reuso do catalisador, para aproveitar a sua
atividade catalitica e possibilitar a aplicacdo em biorreatores. O uso do suporte ativado
com grupamentos glioxil foi considerado mais apropriado para imobilizacdo da ficina
e sua aplicacdo na hidrolise de extratos proteicos, comparado a outras estratégias
implementadas no desenvolver do trabalho. Foram observadas variagbes de
concentracbes de proteina nos extratos proteicos utilizados como substratos nas
reacoes de hidrdlises utilizando a ficina soltvel e imobilizada, assim como alteracdes
na capacidade quelante dos extratos proteicos proporcionais ao tempo de hidrdlise.
Através da imobilizacdo foi possivel realizar a hidrélise de gréo de bico em modo
continuo, que é um dos grandes interesses ao se imobilizar uma enzima. Ainda sdo
necessarias analises complementares para esclarecer a acdo da ficina, mas ainda
assim, os resultados indicam o potencial de uso da ficina como protease vegetal para
producado de hidrolisados proteicos e a suas inUmeras aplicacdes e o trabalho serve

como base para o desenvolvimento de novas investigacoes.
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