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RESUMO

Fadi Antoine Taraboulsi-Jr,

. . . . . Diana Zukas Andreotti e
Avaliou-se o efeito do pH e da temperatura sobre a atividade da glicose oxidase (GO), Michele Vitolo*

glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) e glutamato desidrogenase (GLUDH). A GO

apresentou maior atividade (11,5x10* mg H,0,/min.mL) em pH 5,0 e 30°C. A atividade Faculdade de Ciéncias
da GO variou linearmente com a temperatura (30°C a 45°C), inclusive seguindo a lei de _T_:é;”;g‘;‘;;‘%?zqd;#f?_ Depto.
Van’t Hoff, apresentando Ea = 53 kJ/mol e (AH),, . = 50,4 kdJ/mol, além de ser estavel ¢, nacautica

por 30h a 30°C e pH 5,0. Quando usada em associagdo com a invertase e a catalase,

a GO permitiu uma conversao da sacarose em frutose e acido gliconico da ordem de *Correspondéncia:
92%. As desidrogenases (GBPDH e GLUDH) foram mais afetadas pelo pH do que pela ~ E-mail: michenzi@usp.br
temperatura, sendo o pH,,  da G6PDH igual a 7,5 e o da GLUDH igual a 7,0. A G6PDH

e a GLUDH mantiveram-se estaveis por 30h quando submetidas, respectivamente, as

condig¢bes pH 7,5/30°C e pH 7,0/30°C. Demonstrou-se, indiretamente, que a intercon-

versao NADP/NADPH ocorreu ao longo de 30h de reacéo ao se usar o sistema G6PDH/

GLUDH em reator com membrana, o qual foi alimentado alternadamente com glicose

6-fosfato (substrato da G6PDH) e 2-oxoglutarato/aménia (substratos da GLUDH).

Palavras-chave: Glicose Oxidase. Glicose 6-fosfato Desidrogenase. Glutamato Desidrogenase.

ABSTRACT

It was studied the effect of pH and temperature on the activity of glucose oxidase (GO),
glucose 6-phosphate dehydrogenase (G6PDH) and glutamate dehydrogenase (GLUDH).
The highest activity for GO (11,5x10* mg H,0,/min.mL) occurred at pH 5,0 and 30°C.
The GO activity varied linearly with the temperature, following the Van’t Hoff’s law, besi-
des to be stable for 30h at pH 5,0 and 30°C and presenting activation energy and enthal-
py of 53 kd/mol and 50.4 kJ/mol, respectively. By using GO in association with invertase
and catalase it was attained a yield of 92% for the sucrose conversion to fructose and
gluconic acid. Regarding to G6PDH and GLUDH it was observed that pH affected more
intensely the catalytic activity than temperature, being the optimal pH equal to 7.5 and
7.0, respectively. Both enzymes were stable for 30h at pH 7.5/30°C (G6PDH) and pH
7.0/30°C (GLUDH). By feeding a membrane reactor, containing G6PDH, GLUDH and
NADP, alternately with glucose 6-phospate (substrate of G6PDH) and 2-oxoglutarate/
ammonium (substrates of GLUDH), it was observed, even so indirectly, the intercon-
version of the oxidized (NADP) and reduced (NADPH) form of the coenzyme along the
30h-reaction process.

Keywords: Glucose Oxidase. Glucose 6-phosphate Dehydrogenase. Glutamate Dehydrogenase.
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INTRODUGAO

As enzimas s&o catalisadores bioldgicos, cuja atividade
e estabilidade dependem da estrutura macromolecular. Sao
proteinas globulares, cujo formato tridimensional € garantido
por um ordenamento estrutural constituido por pelo menos
trés niveis hierarquicos de organizagao.

O primeiro nivel relaciona-se a sequéncia e aos tipos dos
aminoacidos constituintes da cadeia polipeptidica.

O segundo nivel de organizagao resulta das interagdes en-
tre aminoacidos da cadeia polipeptidica — ou de cadeias po-
lipeptidicas, se existirem duas ou mais — através do compar-
tilhamento de atomos de hidrogénio (constituem as “pontes
de H”) entre dois atomos fortemente eletronegativos, no caso
os atomos de nitrogénio (N) e de oxigénio (O). O atomo de hi-
drogénio podera estar ligado ao atomo de nitrogénio ou ao de
oxigénio. De qualquer modo, a “ponte de H” se configura pela
interacao eletrostatica entre a densidade de carga positiva do
atomo de hidrogénio (H®), resultado da eletronegatividade do
atomo de N ou de O, ao qual esta ligado covalentemente,
com o par de elétrons descompartilhado de outro d&tomo de O
ou de N. Da formacéo de pontes de hidrogénio entre os ami-
noacidos da cadeia surgem os padrdes estruturais a-hélice
e folha pregueada-f3. Normalmente, os dois padrées surgem
em uma mesma cadeia peptidica, porém, no caso de existi-
rem mais de uma cadeia na estrutura da proteina enzimatica,
o tema-P se estabelece, também, entre as cadeias.

O terceiro nivel de organizacgao resulta, principalmente, da
interacdo dos grupos quimicos e/ou das proprias cadeias la-
terais dos aminoacidos através de uma variedade de ligagdes
ndo covalentes (interacdo eletrostatica, interacdo dipolo-
-dipolo, interagdo de Van der Walls, pontes de H, pontes de
sulfeto, forgas hidrofdbicas, dentre outras), fazendo com que
no final a molécula da enzima adquira a forma globular.

O quarto nivel organizacional ocorre quando a proteina
possui mais de uma cadeia peptidica, as quais permanecem
juntas através de ligacbes covalentes fracas (por exemplo,
ponte de dissulfeto estabelecida entre duas moléculas do
aminoacido cisteina situadas em cadeias distintas). H&4 enzi-
mas que, além de possuirem os quatro niveis de organizagao,
se agregam, formando estruturas “supramoleculares”. Um
exemplo notério é a capacidade de agregacéo das moléculas
de invertase — dimeras naturais — formando agregados tetra-
méricos, hexaméricos e octoméricos, que possuem ativida-
des cataliticas crescentes (TOMOTANI, VITOLO, 2010).

Dado a complexidade estrutural das enzimas nio é de
surpreender que varios fatores reacionais possam interferir
no desempenho catalitico e na estabilidade delas.

Os fatores interferentes na atividade enzimatica podem
ser divididos em dois grandes grupos, a saber, os que atuam
em sitios especificos da macromolécula (substancias tensoa-
tivas, ativadoras, inibidoras, dentre outras) e os que atuam de
forma inespecifica - dita “randémica” — sobre a molécula (por
exemplo, pH, temperatura e forga idnica) (VENTURA, et al.,
2008; PURICH, 2010) .
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Esta bem estabelecido que os fatores, os quais mais inter-
ferem sobre a atividade e a estabilidade enzimatica durante o
processo biocatalitico, sdo os de atuagdo randdémica, sendo
a influéncia do pH e da temperatura em enzimas éxido-redu-
toras objeto deste trabalho. Quanto aos fatores especificos,
com excecdo dos inibidores, pouca coisa se pode fazer, ou
seja, ou a enzima necessita de um deles ou ndo. Caso neces-
site ele devera ser incluido no meio reacional — por exemplo,
ions magnésio na ativagéo da glicoseisomerase, enzima usa-
da na produgéo dos xaropes ricos em frutose de uso amplo
na industria de alimentos (GODFREY, WEST, 1996); coenzi-
mas B-nicotinamidicas fosforadas ou ndo para a atividade
de desidrogenases (ANDREOTTI, et al., 2010). No caso dos
inibidores, eles sdo sempre evitados nos processos bioca-
taliticos, a menos que, do mecanismo de agéo particular da
enzima utilizada, surja e se acumula no meio reacional um
subproduto, que acima de uma dada concentragcéo passa a
inibir a enzima, que o originou. Quando isso acontece, deve-
-se dispor de algum artificio para minimizar ou, se possivel,
anular o efeito inibitério. Por exemplo, na oxidacao da glicose
pela glicose oxidase forma-se agua oxigenada, que acima de
1,3 mM passa a inativar a enzima (TOMOTANI, et al., 2005). A
solugdo para este caso se resume na decomposi¢do da agua
oxigenada pela adicdo da catalase (enzima que degrada es-
pecificamente esta substancia) ao meio de reacao (Da SILVA,
etal., 2011).

O pH interfere essencialmente com o grau de ionizagédo
dos grupos quimicos polares e/ou com carga elétrica, que
no final pode perturbar com maior ou menor intensidade as
interacdes ndo covalentes estabilizadoras da estrutura terci-
aria e/ou quaternaria da macromolécula. Se a variagdo do pH
reacional levar a uma otimizacdo da estrutura da enzima, o
catalisador atuara com a maior velocidade de reagéao possivel
e esta concentragio hidrogenidnica particular recebe o nome
de “pH 6timo”. Fora deste valor, a enzima apresentara ativi-
dade menor, porque sofre uma modificagdo estrutural rever-
sivel (neste caso, a atividade maxima é recuperada, quando a
enzima é colocada no pH étimo, uma vez que, nesta situagao,
ligagbes ndo covalentes fundamentais foram preservadas) ou
irreversivel, quando a macromolécula sofre desestruturagéo
intensa (PURICH, 2010).

A temperatura é o parametro energético por exceléncia
de qualquer sistema. A energia associada a ela distribui-se
como energia cinética dos componentes do sistema. Por con-
seguinte, quanto mais alta a temperatura do sistema maior é
a energia cinética de seus componentes. Em um sistema re-
acional o aumento da energia cinética se traduz em aumento
da velocidade da reagcado, uma vez que a energia cinética mé-
dia das moléculas aumenta e, em consequéncia, a frequén-
cia dos choques intermoleculares, sobretudo os efetivos para
a transformacdo quimica, também aumenta. No caso das
enzimas o aumento da temperatura também favorece a velo-
cidade da reacdo, sendo a temperatura na qual a velocidade
€ maxima denominada de temperatura 6tima. Sucede que,
no caso das enzimas, o aumento da temperatura ndo so6 au-
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menta a energia cinética das moléculas, mas também promo-
ve o rompimento de ligagdes ndo covalentes — aquelas que
justamente estabilizam a estrutura terciaria e/ou quaternaria
(quando houver) -, que, dependendo da extensdo, podera
provocar o desenovelamento de um dado sitio da macromo-
lécula, levando, no final, a desnaturacdo da enzima. O efeito
desnaturante da temperatura sobre a estrutura do catalisador
€ mais gradativo do que abrupto, devendo-se, portanto, le-
var em conta o tempo durante o qual a enzima ficou a dada
temperatura. O bindmio de ocorréncia simultanea ativacao/
desnaturagdo obriga associar a temperatura 6tima o tempo
durante o qual a enzima ficou submetida aquela temperatura,
ou seja, com relagdo a temperatura € possivel considerar que
a desnaturacdo é um fendbmeno sempre presente. A questao
essencial é se sua velocidade suplanta ou ndo a velocidade
de ativagdo da enzima. Em moléculas que se agregam como
no caso da invertase, o efeito gradual da temperatura sobre
o catalisador ¢é facilmente evidenciado. De QUEIROZ et al.
(1996) demonstraram que a desnaturacdo térmica da inver-
tase na forma soluvel ocorria de modo gradativo (primeiro as
moléculas se separam e depois se desnaturam), enquanto
que na forma imobilizada (invertase adsorvida em resina de
troca ibnica) ocorria de modo abrupto, uma vez que a sepa-
ragdo das moléculas ndo poderia ocorrer, por se encontrarem
ligadas ao suporte.

Neste trabalho, estudou-se o efeito do pH e da temperatu-
ra sobre as enzimas glicose oxidase, glutamato desidrogena-
se e glicose 6-fosfato desidrogenase, bem como a aplicagéo
das mesmas em processos continuos.

MATERIAIS E METODOS

Materiais

As enzimas catalase [EC.1.11.1.6], glicose 6-fosfa-
to desidrogenase [EC.1.1.1.49], glutamato desidrogenase
[EC.1.4.1.3] e glicoseoxidase [EC.1.1.3.4] e as coenzimas
(NAD, NADP, NADH e NADPH) foram adquiridas da SIGMA®.
A invertase [EC.3.2.1.26] foi adquirida da MERCK®. Os de-
mais reagentes, todos de grau P.A., foram adquiridos de mar-
cas tradicionais.

Fatores que afetam as atividades enzimaticas

1. Glicose oxidase (GO)

1.a. Efeito do pH sobre a atividade da GO

Em um béquer de 250 mL de capacidade colocou-se 125
mL de uma solugdo-tampao acetato 0,01M (pH 4,0, 4,5,
5,0, 5,5, 6,0 ou 6,5), o qual foi colocado em banho-maria
a 37°C. Borbulhou-se ar durante todo o tempo de reagéo,
uma vez que o O, é um dos substratos da GO. Apés 10min
dissolveu-se sob agitagédo (100 rpm) 0,15g de glicose P.A.
Apds 5min adicionou-se 25 mL de solugdo aquosa de GO
(180UV). Disparou-se o crondbmetro, passando-se a retirar
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aliquotas de 1mL do meio reacional a intervalos de 10min
até completar o tempo total de reagdo de 60min. As ali-
quotas, assim que retiradas, foram colocadas em banho-
-fervente para bloquear a reagédo. A quantidade de agua
oxigenada formada foi determinada por leitura em espec-
trofotdmetro a 240nm. Imediatamente antes de se adicio-
nar a enzima, tomou-se uma aliquota de 1 mL da solugéo
do béquer, sendo usada como branco (tempo zero). O
oxigénio dissolvido, mantido entre 4 e 5 mg/mL, foi deter-
minado com oximetro (DIGIMED, DM-4) em cada um dos
instantes de retirada das aliquotas.

1.b. Efeito da temperatura sobre a atividade da GO

De acordo com método descrito em 2.2.1.1., realizaram-
-se testes variando a temperatura (30°C, 35°C, 37°C, 40°C
ou 45°C) com o pH mantido em 5,0.

1.c. Estabilidade da GO em pH 5,0 e 37°C

Preparou-se seis balées de 25 mL de solugéo de GO (180U),
em solugdo-tampéo acetato 0,01M e pH 5,0. Apds os tem-
pos: 0; 0,5h; 1h; 2h; 10h; 20h e 30h, foram realizados testes
com esta solugcdo de enzima, na qual dosou-se a atividade
enzimatica residual, nas condi¢des descritas em 2.2.1.1,,
sendo o pH mantido em 5,0. Os balées foram deixados em
banho-maria a 37°C durante os tempos indicados.

2. Glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH)

2.a. Efeito do pH sobre a atividade da G6PDH

Em uma cubeta de espectrofotdbmetro adicionou-se
910 pL de tampé&o-TRIS (0,05M; MgCl, 5mM), 10 L de
G6PDH (0,1U), 40 pL de glicose 6-fosfato (0,3mM) e 40 pL
de NADP ou NAD (100 pL). A reacéo foi realizada a 30°C
por 60s. A cada 5s, a quantidade de NADPH ou NADH for-
mado foi registrada a 340nm. Os valores de pH avaliados
foram: 7,0, 7,5, 8,0 € 8,5.

2.b. Efeito da temperatura sobre a atividade da GGPDH

De acordo com método descrito em 2.2.2.1, realizaram-se
testes variando a temperatura (30°C, 35°C, 40°C ou 45°C)
com o pH mantido em 7,5.

2.c. Efeito do pH e da temperatura sobre a atividade da G6PDH

A cada uma das temperaturas (30°C, 35°C, 40°C ou 45°C)
a atividade da G6PDH foi medida em valores de pH iguais
a7,0,7,5,8,0e 8,5 Acomposicao do meio de reacdo foi
a mesma descrita em 2.a.

2.d. Estabilidade da G6PDH frente ao pH e a temperatura
Prepararam-se solugcées de G6PDH (0,1U) em tampéo
TRIS de pH 7,5, as quais foram deixadas em banho-maria
a 30°C e 45°C por 30h. Aliquotas de 10 pL foram tomadas
a cada 2h até que se completasse 12h. Apds a 122 hora,
foram retiradas aliquotas na 24® e 30® horas. A atividade
residual de G6PDH foi medida em meio com composigéo
descrita em 2.a.

53



3. Glutamato desidrogenase (GLUDH)
3.a. Efeito do pH sobre a atividade da GLUDH
Em uma cubeta de espectrofotébmetro, adicionou-se 70 yL de
2-oxoglutarato (0,2M), 100 pL de acetato de aménio (3,2M),
720 pL de tampao-TRIS (0,05M; MgCl, 5mM), 10 pL de NA-
DPH ou NADH (10 mg/mL) e 100 pL de GLUDH (4U). A rea-
¢ao foi realizada a 30°C por 180s. A cada 30s, a quantidade
de NADPH ou NADH consumida foi registrada a 340nm. Os
valores de pH avaliados foram: 7,0, 7,5, 8,0 e 8,5.

3.b. Efeito da temperatura sobre a atividade da GLUDH

De acordo com método descrito em 3.a, realizaram-se
testes variando a temperatura (30°C, 35°C, 40°C ou 45°C)
com o pH mantido em 7,5.

3.c. Efeito do pH e da temperatura sobre a atividade da GLUDH

A cada uma das temperaturas (30°C, 35°C, 40°C ou 45°C)
a atividade da G6PDH foi medida em valores de pH iguais
a7,0,7,5,8,0e8,5. Acomposicdo do meio de reacdo foi
a mesma descrita em 3.a.

3.d. Estabilidade da GLUDH frente ao pH e a temperatura
Prepararam-se solugcées de GLUDH (4U) em tampéo TRIS
de pH 7,0 e 7,5, as quais foram deixadas em banho-maria
a 30°C e 45°C por 30h. Aliquotas de 10 pL foram tomadas
a cada 2h até que se completasse 12h. Apds a 122 hora,
foram retiradas aliquotas na 24® e 30® horas. A atividade
residual de GLUDH foi medida em meio com composigéo
descrita em 3.a.

Aplicacoes das enzimas

1. Sistema G6PDH/GLUDH na regeneracao NADP/NADPH

Em um reator com membrana de 10 mL de capacidade, ja
descrito previamente (TOMOTANI, et al., 2005), foram colocados
1000 pL de GLUDH (4U), 100 pL de G6PDH (0,1U) e 400 pL de
NADP (10 mg/mL). A membrana usada no reator foi de 500Da.
Através de uma bomba peristéltica, regulada para uma vazéo de
10 mL/h, o reator foi alimentado com solucéo de glicose 6-fosfato
(G6F) (50mM) durante 1h, seguindo-se a adi¢cdo de uma solugdo
contendo 2-oxoglutarato (0,2M) e sulfato de aménia (3,2M) por
2h. A seguir, a alimentagéo do reator foi feita alternando-se a adi-
¢ao das solucdes de G6F e da mistura (2-oxoglutarato e sulfato
de aménio) a cada 2h até completar 30h de processo continuo.
Amostras foram coletadas a cada 1h, nas quais foram determina-
dos os consumos de ambnia e de G6F através dos métodos do
reativo de Nessler e de Somogyi, respectivamente. A reagéo foi
conduzida a 30°C, pH 7,5 e 100 rpm.

2. Conversao continua da sacarose em acido gliconico
pela associacdo da GO com enzimas auxiliares
(invertase e catalase)

Em um reator com membrana de 400 mL de capacidade,
ja descrito por DA SILVA (2010) e munido de membrana de

54

100kDa, introduziram-se invertase (70U), GO (7.000U) e cata-
lase (236.000U), sendo, a seguir, alimentado com solucgdo de
sacarose (64g/L) a vazdo de 100mL/h. A presséao interna do
reator foi mantida a 3bar através da inje¢cdo de ar comprimido
e o0 volume operacional foi mantido a 300mL durante 15h de
processo continuo. As demais condi¢cbes de reacdo foram:
pH 5,0, 37°C, 100 rpm e tempo de residéncia de 3h. Amostras
foram retiradas a cada 1h para fins analiticos.

METODOS ANALITICOS

1. Dosagem dos acticares redutores

A dosagem dos agucares redutores (glicose e glicose
6-fosfato) foi feita utilizando-se os reagentes de Somogyi-
-Nelson, conforme modificagdo proposta por TARABOULSI-
-Jr, VITOLO (2010).

2. Dosagem da amonia
A ambnia foi dosada pelo método do reativo de Nessler,
conforme ANDREOTTI, et al. (2010).

3. Dosagem da agua oxigenada
A dosagem da agua oxigenada foi feita conforme descrito
por TOMOTANI, et al. (2005).

4. Deteccao da coenzima NADP(H)

Para certificar-se que a coenzima [-nicotinamidica
NADP(H) ficou retida dentro do reator continuo, fizeram-se
leituras das amostras diretamente nos comprimentos de onda
260nm e 340nm, segundo método descrito por ANDREOTTI,
et al. (2010). Em nenhuma situagédo detectou-se escape da
coenzima do reator.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Glicose Oxidase (GO)

O efeito do pH sobre a atividade da GO pode ser ana-
lisado através da Figura 1, na qual observa-se que a maior
atividade, da ordem de 11,5x10* mg H,0,/min.mL, ocorreu
em pH 5,0. A verificag&o da existéncia de um pH,, para a
atividade de uma enzima evidencia, que nesta concentracéo
hidrogenibnica particular, a macromolécula adquire a confor-
macao estrutural mais adequada e eficiente para atuar so-
bre o substrato, no caso a glicose. As atividades observadas
em valores de pH menores ou maiores que o pH,, . desde
que ndo difiram em mais de 20%, constituem-se em condi-
¢oes nas quais a molécula enzimatica, embora ndo estando
na sua melhor conformagao, ainda possui plena capacidade
catalitica (PURICH, 2010). Em ultima analise, a variagcado da
concentracédo hidrogenidnica do meio interfere com o grau
de ionizagdo dos grupos ionizdveis localizados nas cadeias
laterais dos aminoacidos constituintes da estrutura primaria
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da molécula. Em consequéncia, ligagdes ndo covalentes de
natureza eletrostatica (ponte de H, interagdo dipolo-dipolo,
interacdo idnica, dentre outras), que estabilizam a estrutura
tridimensional da molécula - cuja conformacéo é a verdadeira
responsavel pela agdo catalitica — sdo desfeitas, levando a
modificagdo da estrutura da cadeia proteica e a variagédo da
atividade.

Salienta-se que o valor encontrado para o pH corrobo-
ra aqueles descritos na literatura (BAO, et al., 2001; RABA,
MOTTOLA, 1995; FOGARTY, KELLY, 1990; Da Silva, 2010).

(mg H,0,/min.mL) x 10

pH

Figura 1. Efeito do pH sobre a atividade da glicose oxidase

A Figura 2 mostra a variagédo da atividade da GO em fun-
¢ao da temperatura, que no caso segue um perfil linear em
conformidade com a equacéo:

Vgo = 7x10°T - 145x10°°

(r = 0,990) (Eq. 1)

(mg H,0,/min.mL) x 10°

Temperatura (°C)

Em todo o caso, a GO nas condi¢cdes do ensaio e no inter-
valo de temperatura considerado teve sua atividade seguindo
a lei de Vant’Hoff, cuja velocidade de reagcdo dobra para um
aumento de 10°C na temperatura de reacéo, fato ndo muito
comum para as enzimas em geral (GODFREY, WEST, 1996).

Tabela 1. Variacdo da atividade da GO frente a temperatura para
a determinacéo da energia de ativacéo (Ea), conforme o método
convencional de Arrhenius

TEC) | T(K) | Vg (U/MLX10° | 1/T(K")x10° Ln vy,
30 303 61 3,30 - 7,40
35 308 78 3,25 -7,16
37 310 98 3,23 -6,93
40 313 124 3,19 - 6,69
45 318 156 3,14 - 6,46

A partir dos dados apresentados na Tabela 1, aplicou-se
0 método convencional de Arrhenius para a determinagcéo da
energia de ativacao (Ea; kJ/mol) (Figura 3) - representado pela
Eqg. 2 - e, em consequéncia, a entalpia de reagdo (AH),°. (kJ/
mol) através da equacéo 3.

Ln (v.) = (Ea/Rx(1/T) (Eq. 2

GO)

(AH),°

37 C

= Ea - 2,6

(Ea. 3)

Onde T = temperatura absoluta (K) e R = constante univer-
sal dos gases (8,3144x10°® kd/mol.K).

-Lnv,,

1/T (K') x 10°

Figura 2. Efeito da temperatura sobre a atividade da glicose oxidase

Normalmente, o perfil de uma curva dessas tem o forma-
to de sino, indicando a existéncia de uma temperatura 6tima
para a atividade enzimatica (PURICH, 2010). Neste trabalho,
entretanto, o perfil referido néo foi observado, provavelmente,
devido a faixa estreita de temperatura considerada para o es-
tudo frente a termoestabilidade particular desta enzima.
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Figura 3. Logaritmo natural da atividade da glicose oxidase em funcéo
do inverso da temperatura para o calculo da energia de ativagao (Ea),
segundo o método convencional de Arrhenius

Da Figura 3 observa-se que Ln (v,,) = f(1/T) & linear, obe-
decendo a equagéo:

Ln (vg) = - 6315,1.(1/T) + 13,422 (r=0,990)  (Eq.4)
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Comparando as Egs. 2 e 4, tem-se que Ea = 53 kJ/mol. Co-

locando este valor na Eq. 3 tem-se que (AH),,°, = 50,4 kJ/mol.

Tabela 2. Atividade residual da GO apés uma solucao da enzima ter
sido deixada em pH 5,0 e 37°C por 30h.

Amostra (h) Vo (Mg H,0,/min.mL)x10°

0 1,15

0,5 1,16
1 1,17
2 1,14
10 0,985

20 0,990

30 1,01

Quando a reacgéo catalisada pela enzima for de longa du-
ragdo, COmo nos processos continuos, € de fundamental im-
portancia verificar a estabilidade da enzima frente ao pH e a
temperatura do processo. Da Tabela 2, tem-se que a ativida-
de da GO entre 0 e 30h perdeu cerca de 10% de sua ativida-
de inicial, o que pode ser considerada uma boa estabilidade
frente aos parametros considerados. A perda verificada ndo
¢é de facil explicagdo, uma vez que tanto o pH quanto a tem-
peratura atuam randomicamente por toda a estrutura da ma-
cromolécula, infringindo-lhe fragilizacbes em diferentes pon-
tos da estrutura. Este fato dar-se-ia através da eliminagao e/
ou modificagdo de determinadas ligagbes ndo covalentes, as
quais isoladamente ndo causariam mal a atividade da enzima,
mas que ao se acumularem ao longo do tempo, tém um efeito
sinergistico deformador sobre a conformagédo da macromolé-
cula, afetando seu desempenho catalitico.

Glicose 6-Fosfato Desidrogenase (G6pdh)

Na Figura 4 apresentam-se a variagdo da G6PDH com o pH
do meio reacional, usando-se o NADP e o NAD como coenzimas.
A maior atividade ocorreu em pH 7,5, independentemente
da coenzima usada. No entanto, a atividade maxima da enzima

na presenca do NADP (0,0368 uM de NADPH formado/s) foi 2,3
vezes maior do que na presenca do NAD (0,0160 uM de NADH
formado/s), mostrando a maior afinidade catalitica da G6PDH
pelo NADP. Por este motivo, ao se empregar a GBPDH em um
dado processo a coenzima de escolha devera ser o NADP.

O efeito da temperatura sobre a G6PDH dependeu da coenzi-
ma empregada (Figura 5), uma vez que as maiores atividades para
o NADP (0,0368 uM de NADPH formado/s) e o NAD (0,0206 uM
NADH formado/s) ocorreram a 30°C e 35°C, respectivamente.

Na Tabela 3 sdo apresentadas as atividades da G6PDH
frente ao NADP e NAD para varias combinagdes entre o pH

O

Figura 4. Variacéo da atividade da G6PDH frente ao pH e na
presenca de NADP (®) e NAD (m)

S

Temperatura (°C)

Voo, (UM/S) X 10°

V sron (M/S) X 10°

Figura 5. Variagédo da atividade da G6PDH frente a temperatura e na
presenca de NADP (4 ) e NAD (m)

Tabela 3. Atividade da G6PDH na presenca da coenzima (NADP* ou NAD*) frente a agéo combinada do pH e da temperatura. Mostram-se as
médias [(UM/s)x10], os desvios-padrao (DP)[(uM/s)x10] e o Coeficiente de variagao (CV) (%)

Atividade (uM/s)x10*
pH 30°C 35°C 40°C 45°C Média DP cV
7,0 203*/76™* 186/64 182/72 169/70 185/70 14/5 8/7
7,5 278/220 253/177 265/200 338/179 284/194 38/20 13/10
8,0 236/188 276/187 256/184 221/175 247/184 24/6 10/3
8,5 199/151 187/155 199/120 192/131 194/139 6/17 3/12
Média 229/159 226/146 226/144 230/139
DP 37/62 46/56 41/59 75/51
CVv 16/39 20/39 18/41 18/37
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e a temperatura, observando-se que, independentemente da
coenzima usada, o pH é o fator de maior efeito sobre a ati-
vidade desta enzima. Provavelmente, o fenbmeno possa ser
explicado considerando que a eficiéncia catalitica da G6PDH
depende do modo e da intensidade da interagao quimica com
a coenzima, mais sujeita a variagdo do pH de reagao do que
da temperatura. Esta ultima, como bem sabido, contribuiria
para a catalise, favorecendo apenas o encontro enzima-co-
enzima, sem mudar o padrdo especifico de interacédo entre
esses dois componentes. Inclusive, temperatura mais alta
poderia contribuir com o rompimento e/ou desfavorecimento
da formacgéo de ligagdes quimicas nao covalentes estabiliza-
doras do binbmio G6PDH-coenzima.

A estabilidade da G6PDH frente ao pH (7,5) e a tempera-
tura (30°C e 45°C) na presenca de NADP por um periodo de
30h esta mostrada na Figura 6. Sem duvida alguma, a enzi-
ma mostrou-se instavel a 45°C, perdendo quase toda a sua
atividade apds 2h de incubagéo. Este comportamento é ob-
servado com enzimas que possuem organizacao estrutural a
nivel quaternario, caso da G6PDH (Das NEVES, 2002; ROSSI,
et al., 2009). Inclusive, como exemplo, se demonstra o calcu-
lo da energia de ativagdo de desnaturagéo térmica (Ea*), da
correspondente entalpia de desnaturagao (AH*) e das meias-
-vidas da G6PDH nas temperaturas de 40°C e 45°C, através
das equacgdes 4 -7, conforme preconizado por OWUSU, MA-
RKZOUM (1992). Os dados de atividade frente as temperatu-
ras consideradas encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4. Atividade da G6PDH medida entre O e 1,5h na presenca
de NADP frente as temperaturas de 40°C e 45°C, sendo a enzima
dissolvida em solucao tampéao TRIS (pH 7,5)

Tempo 40°C 45°C
Vv
(h) (ul\ﬁc/)s) Logv,, Vs (UM/s) Log v,
0 - - - -
0,25 | 0,0842 | - 1,466 0,0240 - 1,620
0,50 | 0,0326 | - 1,487 0,0160 - 1,796
0,75 | 0,0318 | - 1,498 0,0112 - 1,951
1,00 | 0,0809 | -1,510 0,00600 - 2,222
1,25 | 0,0298 | -1,526 0,00390 - 2,408
1,50 | 0,0288 | - 1,541 - -
—i i
: Tempo (h) A A

Figura 6. Estabilidade da G6PDH em pH 7,5 as temperaturas de
30°C (m) e 45°C (A) e na presenca de NADP
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Log v =- k.t +b (Eq. 4)
Log (k,),s/(k,),, = (Ea*/2,303.R).[(T, = T,)/T,.T,] (Eq. 5)
AH* = Ea* - RT (Eqa. 6)
t, = Ln 2 /K, Eq. 7)

Onde: Log v = logaritmo da atividade enzimatica; k, =
constante de desnaturagdo térmica (h''); t = tempo (h); b =
coeficiente linear; R = constante dos gases; T= temperatura
absoluta (K); t,,, = tempo de meia-vida (h).

Aplicando a Eqg. 4 aos dados da Tabela 4 para as duas
temperaturas, obteve-se:

- 0,059.t - 1,45

(Eq. 8)
(Eq. 9)

Sabendo que (k),, = 0,059h" e (k),, = 0,80h™" e aplicando
as equacgdes 5 a 7, obtiveram-se: Ea* = 432 kd/mol, AH* = 429
kd/mol, t1/2(40) =11,7het,, g = 0,90h.

De acordo com os autores deste modelo (OWUSU, MA-
RKZOUM, 1992), os valores de AH* entre 200 e 300 kJ/mol de-
notam o desenovelamento da estrutura terciaria e/ou quaternaria
da enzima, levando a desnaturagéo irreversivel da mesma. No
caso da G6PDH, a entalpia de desnaturacgéo situa-se bem acima
do intervalo proposto pelos autores citados, devendo-se isto a
complexidade estrutural desta enzima. Acrescenta-se que, ao se
levar em conta os tempos de meias-vidas, a temperatura maxima
de trabalho para a G6PDH n&o pode ultrapassar 40°C.

Log v,,

- 0,80.t - 1,41

Log v,

Glutamato Desidrogenase (Gludh)

A glutamato desidrogenase na faixa de pH entre 7,0 € 8,5 tem
comportamento atipico, uma vez que sua atividade oscila mui-
to para variagbes de pH da ordem de 0,5, independentemente
da coenzima utilizada (NADPH ou NADH) (Figura 7). No entanto,
a faixa de pH considerada € a mesma encontrada na literatu-
ra (BERGMEYER, 1984). Neste caso, as maiores atividades da
enzima - 0,35 e 0,50 mg de NH,* consumido/mL.s, respectiva-
mente, em presenca da NADPH e NADH — ocorreram em pH 7,0.
Certamente, a particular composi¢cao em aminoacidos — com ca-
deias laterais contendo grupos quimicos altamente ionizaveis, ou
seja, aminoacidos com carater anfétero altamente dependente
da concentracgao hidrogenidnica do meio reacional - das cadeias
peptidicas constituintes da sua estrutura quaternaria, bem como
a interacdo mais ou menos flexivel entre as cadeias, sobretudo
se pontes de sulfeto estdo envolvidas, conferem a enzima alta
susceptibilidade ao pH do meio de reagéo.
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V ow (Mg/mL s)

pH

Figura 7. Efeito do pH sobre a atividade da glutamato
desidrogenase na presenca de NADPH (e) e NADH(m)

A atividade da GLUDH no intervalo de temperatura en-
tre 30°C e 45°C apresentou comportamento crescente, in-
dependendo do tipo de coenzima empregada. (Tabela 5).
Salienta-se que, nas condi¢cdes de reacdo e do intervalo de
temperatura empregadas, a GLUDH é uma enzima que apa-
rentemente segue a lei de Van’t Hoff, conforme ja discutido
para a glicose oxidase.

Aplicando aos dados da Tabela 5 a Eq.2, referente ao
método convencional de Arrhenius, conforme ja discutido
anteriormente, calculou-se os valores de energia de ativa-
cdo (Ea) da ordem de 53 kJ/mol e 66 kJ/mol, respectiva-
mente, para GLUDH-NADPH e GLUDH-NADH. Portanto, a
velocidade da reacgéo catalisada pela GLUDH na presenca
de NADPH é cerca de 20% maior do que quando em pre-
senca do NADH.

Tabela 5. Atividade da glutamato desidrogenase frente a diferentes
temperaturas

temperatura)°C) Atividade(mg/mL.s)x10*
30 264
85 424
40 584
45 744

No que se refere aos efeitos interativos entre o pH e a tempe-
ratura sobre a atividade da GLUDH (Tabela 6), observa-se que a
variacido do pH afeta a atividade desta enzima mais intensamente
do que a variacdo da temperatura, independendo, inclusive, do
tipo de coenzima usada (NADPH ou NADH). N&o ha duvidas de
que o maior efeito exercido pelo pH resulta da complexidade da
estrutura quaternaria da GLUDH, que é formada por seis cadeias
peptidicas (PETERSON, SMITH, 1999). Lembra-se que se che-
gou a resultado analogo no caso da G6PDH.

Da Figura 8, observa-se que a GLUDH mostrou-se esta-
vel em pH 7,0 e 30°C, quando mantida nestas condigdes por
30h. Quando a temperatura foi aumentada para 45°C, houve
uma diminuic&o da atividade residual da ordem de 20%. Um
aspecto relevante é o fato da atividade residual da GLUDH ter
oscilado significativamente, quando a enzima foi mantida a
30°C e pH 7,5 pelo mesmo tempo. Este comportamento ndo
uniforme da enzima vem de encontro ao fato ja salientado
sobre o comportamento atipico da atividade da GLUDH frente
a variagao do pH (Figura 7).

Tempo (h)

Figura 8. Estabilidade da glutamato desidrogenase em pH
7,0 e temperaturas de 30°C (®) e 45°C (m)eempH 7,52
temperatura de 30°C (a)

Aplicacoes

E inquestionavel que o avango tecnolégico que, a grosso
modo, pode ser visto como um processo de duas fases distintas

Tabela 6. Atividade da GLUDH na presenca da coenzima (NADPH* ou NADH*) frente a agcdo combinada do pH e da temperatura. Mostram-se as
médias [(mg de NH,* consumido/mL.s)x10%], os desvios-padréo (DP)[( mg de NH,* consumido/mL.s)x10°] e o Coeficiente de variagéo (CV) (%).

Atividade (mg de NH,* cons./mL.s)x10°

pH 30°C 35°C 40°C 45°C Média DP CcVv

7,0 358*/163** 321/446 330/462 320/517 332/397 159/5 40/7

7,5 42/35 43/38 53/62 69/72 52/52 13/18 24/36

8,0 199/286 173/215 212/178 320/309 226/247 65/61 29/25

8,5 141/330 126/287 94/276 139/142 125/259 22/82 17/32
Média 185/207 166/247 172/245 212/260

DP 132/1383 117/170 125/169 128/198

cv 72/65 70/69 73/69 60/76
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se da pela fusdo do conhecimento bésico (12 fase) com o aplicati-
vo (22 fase). A caracterizagdo enzimatica se enquadra nessa ideia,
uma vez que tem por objetivo primeiro, de natureza puramente
basica, a compreensido do modo pelo qual a enzima atua e o de
aquilatar a intensidade da transformag&o de um dado substrato
e identificar fatores que aumentam ou diminuem esta atividade.
O segundo objetivo é o da aplicagdo, baseada nos parametros
cinéticos otimizados na fase basica.

Para ilustrar a aplicagdo das enzimas caracterizadas nes-
te trabalho, selecionou-se a regeneracdo das formas oxidada
(NADP) e reduzida (NADPH) de uma coenzima B-nicotinamida-
adenina pela agdo combinada das desidrogenases G6PDH e
GLUDH. Em que pese o grande interesse dessa transformacéo,
desde os anos sessenta do século passado, ainda, se constitui
em questao aberta quando vista sob a 6tica da aplicagéo indus-
trial (TOMOTANI, et al, 2009). Outra aplicagéo interessante € o
uso combinado de enzimas para converter substratos de baixo
valor agregado em produtos de maior valor comercial e/ou im-
portados pelo pais (Da SILVA, 2010). Para este caso, apresentou-
-se um ensaio envolvendo a conversdo da sacarose — substrato
abundante e de baixo custo —em frutose e acido gliconico, usan-
do as enzimas invertase, glicose oxidase e a catalase.

1. Sistema G6PDH/GLUDH na Regeneracao NADP/NADPH

A partir de experimentos preliminares (ANDREOTTI, 2010)
concluiu-se que a forma mais promissora para se conseguir a
regeneracdo NADP/NADPH seria através de processo conti-
nuo em reator com membrana, ao qual a adigdo dos substra-
tos da G6PDH (G6F) e da GLUDH (2-oxoglutarato e sulfato de
amonio) fosse feita de modo alternado.

A Figura 9 ilustra este processo, cuja duracdo foi de 30h,
observando-se que a concentragdo dos substratos oscilou con-
forme se poderia antever, sendo este fato uma demonstracdo
indireta da ocorréncia da regeneracdo NADP/NADPH. Inclusive,
nas amostras obtidas ao longo do processo, nao foi observado o
escape do reator de nenhuma das formas da coenzima.

C 6F(mgy); NH,* (mg

Tempo (h)

Figura 9. Variagédo da quantidade de glicose 6-fosfato (e) e de
amonia (M) durante 30h de reacédo acoplada G6PDH/GLUDH

e na presenca de NADP. Os substratos foram adicionados
alternadamente, iniciando-se a alimentacao do reator com G6F.
O fluxo de alimentacéo, pH e a temperatura foram mantidos
constantes e iguais a 10mL/h, 7,0 e 30°C
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Dado o processo continuo ser de natureza transiente ndo
foi possivel calcular uma percentagem global de converséo
média para os substratos (G6F e Amdnia), mas em intervalos
de 10h (Tabela 7). Observa-se que os percentuais de conver-
sdo, ndo se mantiveram em patamar superior a pelo menos
50%, indicando que o processo requer, ainda, ajustes, em
que pese a regeneragio da coenzima ter sido possivel.

Tabela 7. Média da conversao dos substratos em 30h de reacéo,
cujos perfis de variagado sdo mostrados na Figura 9

Intervalo de tempo (h) G6F (%) NH,* (%)
1-12 47 50
13-24 20 14
25-30 - 27

2. Conversao continua da sacarose em acido gliconico
pela associacao da GO com enzimas auxiliares
(invertase e catalase)

A Figura 10 apresenta os dados obtidos para a conversao
multienzimatica continua da sacarose, conforme descrita em
“Aplicagdo das Enzimas”, item 2.

ART (g); H,0, (mg/mL)x100)

Tempo (h)

Figura 10. Variacdo da quantidade de agucares redutores totais
(ART) [¢] e de agua oxigenada [ W] na conversao continua da
sacarose (64g/L) pela agéo conjunta da invertase 777 U), glicose
oxidase (7.000U) e catalase (236.000)

Da citada figura infere-se que o rendimento da converséo,
da ordem de 92%, foi muito bom, sendo que o processo ain-
da requer alguns ajustes, visando alcancgar a converséao total
do substrato. Sera necessario, logicamente, submeter o meio
de reagao no final do processo a uma separagdo cromatogra-
fica para separar a frutose e o acido glicénico. Porém, desta
ultima etapa os dois produtos ja sairdo na forma de solugdes
— xarope com alto teor em frutose, acima de 90%, e solugéo
aquosa de acido gliconico 50% (p/p) -, as quais sdo de co-
mercializac&o direta.

CONCLUSOES

Os fatores pH e temperatura nas respectivas faixas se-
lecionadas mostraram efeitos claros e distintos sobre as
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atividades da GO, G6PDH e GLUDH. Os valores nos quais
s80 observadas as maiores atividades das enzimas devem
ser adotados, quando se procede a aplicagdo delas em pro-
cessos. Assim, os pares pH/temperatura para a GO, G6PDH
e GLUDH seriam, respectivamente, iguais a pH(5,0)/37°C,
PH(7,5)/30°C [NADP] ..., pH(7,5)/35°C [NAD] ooy - ©
pH(7,0)/45°C. Considerando os parametros de reacéo pH e
temperatura simultaneamente, observou-se que a ativida-
de das desidrogenases (G6PDH e GLUDH) foi mais afetada
pelo pH do que pela temperatura. Em termos das aplicacbes
exemplificadas, observou-se conversdo da sacarose superior

a 90% usando a GO em associagdo com a invertase e a cata-
lase, além de ter sido possivel demonstrar a manutencéo por
30h de processo, em reator com membrana, a interconversao
das formas oxidada e reduzida da coenzima ao se empregar
o sistema G6PDH/GLUDH.
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